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Sommaire

Conformément a l'article 74b) de la Loi canadienne sur la protection de
I'environnement (1999) [LCPE], la ministre de I'Environnement et du Changement
climatique et la ministre de la Santé ont procédé a une évaluation préalable de la
souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp.

La souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. appartient a un groupe de souches
dont le nom de I'espéce n'est pas validé. Avant 1982, I'espece était appelée
Pseudomonas denitrificans, avant que ce nom soit officiellement rejeté. Par
conséquent, pour les besoins de la présente évaluation, le nom « souche

ATCC 13867 de Pseudomonas sp. » sera utilisé lorsqu'on abordera des données se
rapportant spécifiquement a cette souche.

La souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. est une bactérie qui prolifere dans le
sol et dans I'eau. Elle a des propriétés qui lui conféere une utilisation potentielle dans
la production de la vitamine B1,, du coenzyme Q ainsi que d'autres produits
biochimiques et de biocarburants; de méme que dans les produits de dénitrification
destinés a I'amélioration des sols, au traitement des boues activées et des eaux
usées ainsi qu'a la dégradation du pétrole.

Aucun cas d'effets nocifs chez les plantes terrestres et aquatiques, les invertébrés et
les vertébrés n'a été signalé a I'égard de la souche ATCC 13867 de Pseudomonas
sp. et aucune infection chez les humains n'a été attribuée spécifiguement a la
souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. ou a l'une de ses proches.

La présente évaluation prend en compte les caractéristiques de la souche

ATCC 13867 de Pseudomonas sp. mentionnées ci-dessus a I'égard des effets sur la
santé humaine et I'environnement associés a I'utilisation des produits de
consommation et commerciaux et des procédés industriels visés par la LCPE ,
notamment les rejets dans I'environnement par le flux de déchets et I'exposition
humaine fortuite par I'intermédiaire des milieux naturels. Afin de mettre a jour les
renseignements sur les utilisations actuelles de cette substance, le gouvernement a
lancé une enquéte pour la collecte obligatoire de renseignements en application de
I'article 71 de la LCPE , tel que publiée dans la Partie | de la Gazette du Canada le
3 octobre 2009 (Avis en vertu de l'article 71). Les renseignements fournis en
réponse aux avis publiés en vertu de l'article 71 indiquent que la souche

ATCC 13867 de Pseudomonas sp. n'était pas importée ou fabriquée au Canada.

Compte tenu de tous les éléments de preuve contenus dans la présente évaluation
préalable, la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. présente un faible risque
d'effets nocifs sur les organismes et sur l'intégrité globale de I'environnement. On
conclut que la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. ne satisfait pas aux
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criteres énoncés aux alinéas 64a) ou b) de la LCPE, car elle ne pénétre pas dans
I'environnement en une quantité ou concentration ou dans des conditions de nature
a avoir, immédiatement ou a long terme, un effet nocif sur I'environnement ou sur la
diversité biologique, ou a mettre en danger I'environnement essentiel pour la vie.

A la lumiére des renseignements contenus dans la présente évaluation préalable, on
conclut que la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. ne satisfait pas aux
criteres énoncés a l'alinéa 64c) de la LCPE, car elle ne pénétre pas dans
I'environnement en une quantité ou concentration ou dans des conditions de nature
a constituer un danger au Canada pour la vie ou la santé humaines.
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Introduction

Conformément a l'alinéa 74b) de la Loi canadienne sur la protection de
I'environnement (1999) [LCPE], la ministre de I'Environnement et du Changement
climatique et la ministre de la Santé sont tenues de procéder a I'évaluation préalable
des organismes vivants ajoutés a la Liste intérieure en vertu de I'article 105 de la
Loi, afin de déterminer si lesdits organismes présentent ou sont susceptibles de
présenter un risque pour lI'environnement ou la santé humaine [d'aprés les critéres
énoncés a l'article 64 de la LCPE ]*. Cette souche a été ajoutée a la Liste intérieure
des substances en vertu du paragraphe 105(1) de la LCPE, parce qu’elle a été
fabriquée ou importée au Canada entre le 1* janvier 1984 et le 31 décembre 1986,
et qu’elle a pénétré ou a éteé rejetée dans I'environnement sans étre assujettie a la
LCPE ou a toute autre loi fédérale ou provinciale.

La présente évaluation préalable tient compte des renseignements sur les risques
tirés du domaine public et de données de recherche non publiées, ainsi que des
commentaires d'examinateurs scientifiques. Les renseignements liés a I'exposition
ont été obtenus a partir du domaine public et des renseignements découlant de
I'avis obligatoire relatif a I'article 71 de la LCPE publié le 3 octobre 2009 dans la
Partie | de la Gazette du Canada. De plus amples précisions concernant la méthode
d’évaluation des risques utilisée sont accessibles dans le document intitulé « Cadre
d'évaluation scientifique des risques liés aux micro-organismes réglementés en
vertu de la Loi canadienne sur la protection de |'environnement (1999) »
(Environnement Canada et Santé Canada, 2011).

Dans le présent rapport, les données propres a la souche ATCC 13867 de
Pseudomonas sp. inscrite sur la Liste intérieure des substances sont ainsi
indiquées. Les données propres a la souche proviennent de plusieurs sources, dont
le proposant, 'American Type Culture Collection (ATCC) ainsi que des documents
non publiés produits par Santé Canada? et les publications scientifiques. Lorsque les
données propres a la souche n’étaient pas disponibles, des données de substitution
provenant de recherches documentaires ont été utilisées. Lorsqu'il y a lieu, les
recherches documentaires sur I'organisme comprenaient ses synonymes ainsi que
ses noms périmeés. Les recherches documentaires ont été effectuées a l'aide de
bases de données de publications scientifiques (SCOPUS, CAB Abstracts et
PubMed du NCBI), de recherches sur le Web, et de termes de recherche clés afin
de cerner les dangers pour la santé humaine et I'environnement. Des

! La détermination de la conformité & l'un ou plusieurs des critéres énoncés a l'article 64 de la LCPE
est basée sur une évaluation des risques potentiels pour I'environnement et/ou la santé humaine liés
a I'exposition dans I'environnement en général. Pour les humains, cela inclut, sans toutefois s'y
limiter, I'exposition par l'air, I'eau et l'utilisation de produits contenant la substance. Une conclusion
établie en vertu de la LCPE sur la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. ne présente pas un
intérét pour une évaluation, qu'elle n'empéche pas non plus, en fonction des criteres de risque prévus
dans le Systéme d'information sur les matieres dangereuses utilisées au travail (SIMDUT), qui sont
définis dans le Réglement sur les produits contr6lés visant les produits destinés a étre utilisés au
travail.

% Essais dirigés par le Bureau de la science et de la recherche en santé environnementale de Santé
Canada.
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renseignements recenseés jusqu'en aolt 2014 ont été pris en compte dans le présent
rapport d'évaluation préalable.

Décisions d'autorités compétentes sur le plan national et
international

L'Agence de la santé publique du Canada (ASPC) a classé I'espéece appelée
Pseudomonas sp. dans le groupe de risque 1 (risque faible pour I'individu et pour la
collectivité) pour les humains et les animaux terrestres (communication personnelle,
ASPC, 2014).

L'Agence canadienne d'inspection des aliments (ACIA) ne considere pas l'espece
appelée Pseudomonas sp. comme un agent zoopathogéne (communication
personnelle, ACIA, 2014). Certains membres du genre Pseudomonas sont
considérés comme des agents pathogenes des plantes; toutefois, dans le cas de la
souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp., il n'a pas été possible de déterminer s'il
s'agissait ou non d'une souche pathogéne. Par conséquent, si I'organisme devait
étre importe, les exigences relatives au niveau de confinement 1 des
phytoravageurs (PPC-1) devraient étre appliquées pour tous les travaux effectués
avec cet organisme (communication personnelle, ACIA, 2014).

Aucune autre décision en matiere de réglementation de la part d'autres
gouvernements ou organismes internationaux® n'a été relevée concernant la souche
ATCC 13867 de Pseudomonas sp., et ce, malgré ses nombreuses utilisations
actuelles et potentielles.

® Les organismes gouvernementaux et les organisations ayant fait I'objet de la recherche sont
notamment : Environmental Protection Agency des Etats-Unis; Food and Drug Administration des
Etats-Unis; Organisation mondiale de la Santé; Center for Disease Control des Etats-Unis; ministére
de la Santé de I'Australie; Autorité européenne de sécurité des aliments; Agence européenne pour la
santé et la sécurité au travail; European Food Standards Agency; Comité d'experts FAO/OMS sur les
additifs alimentaires.

viii
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1. Evaluation du danger

1.1 Caractérisation de la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp.

1.1.1 Identification taxonomique et historique de la souche

Nom binomial : Pseudomonas sp.

Désignation taxonomique :

Regne : Bactéries

Embranchement : Protéobactéries

Classe : Gammaprotéobactéries

Ordre : Pseudomonadales

Famille : Pseudomonadaceae

Genre : Pseudomonas

Espéce : Pseudomonas sp. (Doudoroff et al., 1974; JCICSB,
1982)

Souche: ATCC 13867

Voici d'autres désignations de la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. : 926,
NCIB 9496, NCIMB 9496 BCRC 14386, CCRC 14386, CCT 5425, CCUG 1783, CIP
104375, DSM 1650, DSM 1650/5040, Hugh 926, IAM 12573, IFO 13302, JCM
20650, LMD 84.60, LMG 7983, NBIMCC 1625, NBRC 13302 (Delwiche, 1959;
Doudoroff et al., 1974; Sacks et Barker, 1952).

1.1.1.1 Synonymes et noms périmés

Pseudomonas denitrificans (Lysenko, 1961; Peix et al., 2009), Pseudomonas
nitroreductans lizuka and Komagata 1964 emend. Lang et al. 2007 (DSMZ, 2014);
Pseudomonas multiresinivorans (Mohn et al., 1999; DSMZ, 2014), Bacillus
denitrificans fluorescens Christensen, 1903 (Lysenko, 1961).

Auparavant, la souche ATCC 13867 était désignée par le nom P. denitrificans, mais
ce nom a été rejeté officiellement en 1982, ayant été déclaré nomen ambiguum
d'aprés une caractérisation phénotypique et génotypique limitée (Doudoroff et al.,
1974; JCICSB, 1982). Bien que ce nhom d'espéce ait été rejeté, on trouve souvent
dans les publications le nom P. denitrificans pour désigner la souche inscrite sur la
LIS (ATCC 13867) et une autre souche (ATCC 19244). Cependant, ces deux
souches représentent différentes espéeces qui se distinguent par la composition de
leur ADN et au moins 40 caractéristiques phénotypiques (Doudoroff et al., 1974).
Ainsi, le nom « souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. » sera utilisé pour
exposer les données spécifiques a la souche inscrite sur la LIS (méme si un autre
nom est utilisé dans la source). Comme il se peut que des souches auparavant
nommeées P. denitrificans ne soient pas étroitement apparentées a la souche inscrite
sur la LIS, celles-ci ne sont pas considérées comme des substituts fiables. Or, afin
d'assurer la protection de I'environnement et de la santé humaine, on a pris en
compte dans la présente évaluation les effets nocifs signalés ayant été attribués a
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P. denitrificans dans les cas ou la souche en question pouvait vraisemblablement
étre étroitement apparentée a la souche inscrite sur la LIS.

1.1.1.2 Historique de la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp.

La souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. a été isolée du sol apres
enrichissement dans un milieu succinate-nitrate (Sacks et Barker, 1949). Nommée
initialement Pseudomonas denitrificans Bergey et al. souche 926 ou Hugh 926, elle
a eté déposeée a I'American Type Culture Collection (ATCC) par R. Hugh, qui 'avait
recue de C. Delwiche (Tableau 1-1).

Tableau 1-1: Principales souchotheques ou la souche ATCC 13867 de
Pseudomonas sp. a été déposée

X Désignation de la Année du
Souchotheque souche dépot
American Type Culture Collection ATCC 13867 Non disponible
NatlonaI.CoIIectlon. of Industrial, Food NCIMB 9496 1963
and Marine Bacteria
Deutsche Sammlung von DSM 1650 (ancien Non disponible
Mikrooganismen und Zellkulturen numeéro : DSM 50405) b

- : IFO 13302 (= NBRC? : .
Institute for Fermentation 13302) Non disponible
IAM Culture Collection IAM 12573 Non disponible
Japan Collection of Microorganisms JCM 20650 2007

# NITE Biological Resource Center

1.1.1.3 Phylogénie du genre Pseudomonas

Les membres du genre Pseudomonas sont des bactéries a Gram négatif,
diversifiés, largement répandus et dominés par des colonisateurs saprophytiques
non pathogenes du sol, de l'eau et des écosystemes de la rhizosphére ainsi que par
des colonisateurs commensaux de la peau humaine saine (Cogen et al., 2008; Li et
al., 2013a). Auparavant, le genre Pseudomonas (sensu lato) comprenait des
membres des protéobactéries alpha, béta, gamma-béta et gamma, dont un grand
nombre a été ou devrait étre reclassé par des methodes taxonomiques modernes.
Un sous-groupe de lI'espéce Pseudomonas classé dans les protéobactéries gamma
est considéré comme appartenant au genre (sensu stricto), notamment les groupes
d'espéce suivants : P. aeruginosa, P. chloroaphis, P. fluorescens, P. putida,

P. stutzeri et P. syringae.

Un arbre phylogénétique a été construit a l'aide des séquences génétiques de 'ARN
ribosomique 16S et des séquences obtenues aupres d'Anzai et al. (2000) [annexe 1,
Error! Reference source not found.]. La souche inscrite sur la LIS (hommée
Pseudomonas denitrificans ATCC 13867 dans la Figure 1-1) est une espéce
distincte de la souche néotype ATCC 19244 de P. denitrificans (nommée
Pseudomonas denitrificans IAM 12023 dans la Figure 1-2), et elles se regroupent
differemment dans I'analyse phylogénétique (annexe 1, Figure A-2). La souche

2
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ATCC 13867 de Pseudomonas sp. n'appartient pas au groupe P. aeruginosa
(Figure 1-1), mais la souche ATCC 19244 de P. denitrificans y appartient
(Figure 1-2).

5000003555 Pseudomonas alcaligenes (T); I1AM12411; D84006
S000395038 Pseudomonas jinjuensis (T); Pss 26; AF468448

55 5003614267 Pseudomonas sp. SP2{2012); JX298094
% 7 {|5003?1083? Pseudomonas denitrificans ATCC 13867; CPOD4143
L 5000626936 Pseudomonas nitroreducens (T); 1AM 1439; AM0884T3
88 S000824948 Pseudomonas panipatensis (T); Esp-1; EF424401

5000427988 Pseudomonas knackmussii (T); B13; AF039489

52 { 5000006645 Pseudomonas citronellolis (T); DSM 50332T (type strain); Z76659
100 5000639965 Pseudomonas delhiensis (T); RLD-1; DQ339153

Figure 1-1: Sous-arbre de I'arbre phylogénétique construit a I'aide des

séquences génétiques de I'ARN ribosomique 16S illustrant les especes et les

souches qui sont étroitement apparentées a la souche ATCC 13867 de
Pseudomonas sp.

65

49(]':{ 5000010427 Pseudomonas aeruginosa (T); DSM50071; X06684 |
77 5000514601 Pseudomonas otitidis (T): MCC10330: AY953147
10 ———— 5000007012 Pseudomonas resinovorans (T); LMG 2274T (type strain); Z76668

{ 3000390390 Pseudomonas indica (T); AF302795
82 $000567747 Pseudomonas azotifigens (T); 6H33b; AB189452
5000008928 Pseudomonas oleovorans (T); IAM 1508; D84018

5000416841 Pseudomonas psychrotolerans (T): type strain: C36; AJ575816
{ 5000010364 Pseudomonas lutecla (T); IAM 13000; Dg4002
93 5000903111 Pseudomonas duriflava (T); HR2; EU046271

3000639962 Pseudomonas pohangensis (T): H3-R18; DQ339144

70

5000495962 Pseudomonas pachastrellas (T); KMM 330; AB125366

5000968494 Pseudomonas xinjiangensis (T): S3-3: EU286805
80

5000942753 Pseudomonas sabulinigri (T); J64; EU143352

57

5001156249 Pseudomonas pelagia (T): CL-AP6; ELU888911

* 76 $000001098 Pseucomonas pertucinogena (T); IFO 14163T; AB021380
& { 5000558609 Pseudomonas xiamenensis (T), C10-2; DQ088664
99 — S003283193 Pseudomonas denitrificans; KH-1; JQ612512
38 5000013307 Pseudomonas denitrificans; IAM 12023; AB021419 |
100 5002233769 Pssudomonas denitrificans; CL-11.3; HQ113222

Figure 1-2 : Sous-arbre de I'arbre phylogénétique construit a I'aide des
seéquences génétiques de I'ARN ribosomique 16S illustrant les especes et
les souches qui sont étroitement apparentées a I'espece pathogéne

P. aeruginosa

1.1.1.4 Caractéristiques phénotypiques et moléculaires
Cette section décrit les caractéristiques qui peuvent étre utilisées pour différencier la

souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp., une souche étroitement apparentée
(SP2, voir la figure 1-1) et la souche PAO1 de Pseudomonas aeruginosa, un

3
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pathogene apparenté représentatif (Tableau 1-2. au Tableau 1-4). Les observations
effectuées par les scientifiques de Santé Canada sur la souche ATCC 13867 étaient
cohérentes avec celles mentionnées dans les publications scientifiques en ce qui a
trait a la plupart des caractéristigues morphologiques et de croissance. Bien que
Santé Canada n'ait pas produit les courbes de croissance, il a été observé que la
taille de la colonie de la souche ATCC 13867 Pseudomonas sp. variait en fonction
de la température a laquelle elle était incubée lorsqu'elle était déposée sur une
plague couverte d'un bouillon trypticase soya pendant 48 heures (1 a 2 mm a 28 °C,
1 mma32°C,3mma37°Cet0,5mm a42 °C). Ce résultat semble indiquer que le
taux de croissance optimal serait atteint a une température de prés de 37 °C.

Tableau 1-2 : Caractéristigues morphologiques et de croissance de la souche
ATCC 13867 de Pseudomonas sp., de la souche SP2 de Pseudomonas sp. et
de la souche PAO1 de P. aeruginosa

Caractéristique® ATCC 13867 Souche SP2 Souche PAO1
Taille de la cellule R R
(longueur sur 1,05 x 0,8 ym 2,0 x 0,5 um 13230x05a

largeur)

0,8 um

Fluorescence

Non fluorescente

Non fluorescente

Fluorescent

Entiere, lisse,
luisante,

Couleur creme

Entiere, lisse,
luisante, convexe,

Colonies translucide, blanc A couleur brun clair
. . b pale :
casseé/brun clair”, et morphologie
surélevée” d'ceuf poélé
Production de R e -
) Aucun a rose Rose Diffusible, vert
pigments
Température
optimale de 25 °C Aucune donnée 37°C
croissance
Croissance a 40 °C Négative Aucune donnée Positive
Croissance a 42 °C Négative® Aucune donnée Positive

# Données compilées provenant des sources suivantes : Arasu et al., 2013; ATCC, 2013a; ATCC, 2013b;
Doudoroff et al., 1974; Lysenko, 1961; Madigan et al., 2009; Palleroni, 1957; Palleroni, 2005; Pier et al., 2004;

Robertson et al., 1989.

® Données non publiées générées par la Direction générale de la santé environnementale et de la sécurité des
consommateurs de Santé Canada.
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Tableau 1-3 : Caractéristiques biochimiques de la souche ATCC 13867 de
Pseudomonas sp., de la souche SP2 de Pseudomonas sp. et de la souche
PAO1 de P. aeruginosa

L Souche
Caractéristique | ATCC 138672 | ATCC 13867° | Souche SP2° b
PAO1
Liquéfaction de . o o "
quetal Non observée Négative Négative Positive
la gélatine
Utilisation du . " iy L
Variable Positive Positive Négative
maltose
a Données non publiées générées par la Direction générale de la santé environnementale et de la
sécurité des consommateurs de Santé Canada.
b (Arasu et al., 2013; Doudoroff et al., 1974; Lysenko, 1961; Palleroni, 2005)

Le séquencage du génome complet de la souche ATCC 13867 de Pseudomonas
sp. a éte réalisé : la taille du génome est de 5,7 Mb et il contient 5 135 génes
(Winsor et al., 2011), 2 567 opérons et 5 059 genes codant pour les protéines
(Ainala et al., 2013). Aucun plasmide n'a été repére dans la souche ATCC 13867 a
I'aide de la Pseudomonas Genome Database (base de données sur le génome des
Pseudomonas) [Winsor et al., 2011].

Tableau 1-4 : Caractéristigues moléculaires de la souche ATCC 13867 de
Pseudomonas sp., de la souche SP2 de Pseudomonas sp. et de la souche
PAO1 de P. aeruginosa

Caractéristique® ATCC 13867 Souche SP2 Souche PAO1
Taux de GC 65,2 % Non disponible 66,6 %°
Z?Irilfrr(ljéurgenome 5,7 Mb Non disponible 6,2 Mb
d'enregistrement (CP004143) (AE004091)
ARNr 16S NR_102805 JX298094 AB626118

% (Palleroni 2005; Winsor et al., 2011)

Les caractéristiques telles que la morphologie cellulaire, la teneur totale en lipides et
la sensibilité a certains antibiotiques permet de faire la distinction entre la souche
ATCC 13867 de Pseudomonas sp. et la souche SP2 de Pseudomonas sp. (Arasu et
al., 2013). On peut se fonder sur les différences soulignées dans le Tableau 1-5
pour différencier la souche inscrite sur la LIS des autres souches de Pseudomonas
sp. Les scientifiques de Santé Canada ont effectué I'analyse de I'ester méthylique
d'acide gras de la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. (annexe 2).

Tableau 1-5 : Différentiation des souches ATCC 13867 et SP2 de Pseudomonas
sp. fondée sur la morphologie cellulaire, la composition en acides gras et la
sensibilité aux antibiotiques, adaptée d'Arasu et al. (2013)

L Souche ATCC 13867 de Souche SP2 de
Caractéristique
Pseudomonas sp. Pseudomonas sp.
Total de lipides (%) 48 % 50 %
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Pseudomonas sp. ATCC 13867

Morphologie cellulaire

Cellule courte ayant une
surface plus lisse

Cellule allongée ayant une
surface plus rugueuse

Acide nalixidique

Sensible

Intermédiaire

Sparfloxacine

Sensible

Intermédiaire

Colistine

Intermédiaire

Résistante

1.1.2 Propriétés biologiques et écologiques

1.1.2.1 Parametres de croissance

La souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. est une bactérie du soufre incolore
ayant un métabolisme mixte (Robertson et al. 1989). Elle est anaérobie facultative,
chimiolithotrophe facultative et est capable de nitrification hétérotrophe et de
deénitrification aérobie (Kornaros et Lyberatos, 1998; Robertson et al., 1989). Elle
peut utiliser diverses sources de carbone et passer d'une source privilégiée de
carbone a une source secondaire selon une tendance a la croissance diauxique
(Casasus et al., 2005; Hamilton et al., 2005). La souche ATCC 13867 de
Pseudomonas sp. a atteint un taux de croissance maximal de 0,043 mg biomasse
seéche/mL par heure dans 4 g/L de glucose (Apel et Turick, 1993). La souche inscrite
sur la LIS est également capable d'utiliser du succinate, des extraits de levure, de
I'éthanol et des boues d'épuration préalablement traitées comme sources de
carbone et d'énergie (Dasu et al., 1993; Nilsson et al., 1980; Wu et al., 2001). La
souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. ne s'est pas développée a 4 °C ni a

40 °C (Doudoroff et al., 1974). La cinétique de croissance et la croissance dans
différents milieux de la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. sont présentées
aux annexes 3 et 4, respectivement.

1.1.2.2 Persistance et survie dans l'environnement

Dans le cadre d'une étude, on a élaboré des marqueurs d'ADN propres aux souches
a partir du polymorphisme de longueur de fragments amplifiés pour déceler la
souche de Pseudomonas sp. ATCC 13867 et d'autres especes de Pseudomonas
(Xiang et al., 2010). Ces marqueurs ont été utilisés en combinaison avec une PCR
guantitative en temps réel afin d'effectuer le suivi des concentrations estimées des
cellules de la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. dans le sol au fil du temps.
Des suspensions de cellules de la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. ont
été ajoutées a un sol agricole en laboratoire jusqu'a I'obtention d'une concentration
finale de 10® & 10 UFC/g poids sec. La souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp.
a persisté dans le sol de loam argileux (22 °C, pH de 5,8, capacité de rétention
d'eau de 60 %) pendant au moins 181 jours, ce qui indigue une grande capacité de
colonisation. Les auteurs laissent entendre que la persistance a long terme
observée chez la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. (supérieure a celle de
P. aeruginosa et égale a celle de P. stutzeri) peut étre attribuable a la flexibilité
métabolique de l'espéce et particulierement a sa capacité de dénitrification aérobie

(Xiang et al., 2010).

Dans une autre étude, la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. a formé des
biofilms dans des colonnes a renouvellement continu sous pression. Les colonnes
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contenaient du mudstone et du gres a diatomées ainsi que de I'eau souterraine
synthétique et un supplément d'acétate de sodium. Le nombre de cellules a
augmenté pendant la période expérimentale de 28 jours (Harrison et al., 2011;
Wragg et al., 2012).

Selon ces études, des populations introduites de la souche ATCC 13867 de
Pseudomonas sp. devraient persister et proliférer dans certaines conditions
environnementales et en présence d'éléments nutritifs.

1.1.2.3 Transformation du nitrate et du nitrite

Il a été mentionné que la croissance de la souche inscrite sur la LIS était plus rapide
lorsque le nitrate et I'oxygéne étaient présents simultanément que lorsqu'il n'y avait
gue I'un ou l'autre des accepteurs d'électrons (Robertson et al., 1989). La souche
inscrite sur la LIS pouvait réduire rapidement le N,O en Np; le taux d'élimination
maximal de N,O de 0,017 mM/h/mg biomasse seche a été atteint a la température
de 35 °C et a la concentration initiale de N,O de 0,9 mM (Apel et Turick, 1993). A
des concentrations supérieures a celle-ci, le taux de réduction diminuait (Apel et
Turick, 1993). Lorsque la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. se développait
dans le nitrate ou le nitrite, on notait une production immédiate de gaz de N,
(Robertson et al., 1989). Les scientifiques de Santé Canada ont également observe
la capacité de la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. a réduire les nitrates et
a produire du gaz.

1.1.2.4 Résistance aux antibiotiques, aux métaux et aux autres agents
chimiques

La souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. contient de multiples genes de
résistance aux antibiotiques, aux métaux et a d'autres agents chimiques (Winsor et
al., 2011), notamment :

e protéine de la famille des métallo-béta-lactamases et béta-lactamase/D-
alanine carboxypeptidase (ampC);

e pompes a efflux, y compris le systeme de pompe a efflux

polychimiothérapeutique de type résistance/nodulation/division cellulaire

(RND) [génes repérés : MexR, RND, SugE], protéine a domaine de

résistance a l'acide fusarique;

kinase de résistance aux antibiotiques hydroxyurée/aminoglycoside;

protéine de résistance au cobalt/zinc/cadmium (CzcA);

glyoxalase/protéine de résistance a la bléomycine/dioxygénase;

protéine A de résistance au cuivre;

protéine de résistance au peroxyde d'’hydrogéne organique;

protéine phosphinothricine-N-acétyl-transférase (résistance a I'herbicide).

Le profil de sensibilité aux antibiotiques de la souche inscrite sur la LIS a été publié
récemment (Arasu et al., 2013). Dans le cadre d'essais effectués a I'aide de la
méthode de diffusion sur disque, la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp.
présentait une sensibilité aux représentants des principales classes d'antibiotiques,
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dont les aminoglycosides, les inhibiteurs de B-lactamase et les fluoroquinolones; une
résistance aux carboxypénicillines et une sensibilité variable aux céphalosporines
ont été signalées (Tableau 1-6). La zone d'inhibition a été mesurée aprés
l'incubation a 37 °C pendant 17 heures.

Tableau 1-6 : Profils de sensibilité aux antibiotiques de la souche ATCC 13867
de Pseudomonas sp. (établis a I'aide de la méthode de diffusion sur disque),
adaptés d'Arasu et al. (2013)

Diameétre de la zone

Antibiotique (ug) Pl atition () Etat®
Amikacine (30) 23 Sensible
Gentamicine (10) 25 Sensible
Kanamycine (30) 34 Sensible
Streptomycine (30) 17 Résistante
Tobramycine (10) 31 Sensible
Pénicilline (50) 0 Résistante
Ampicilline (50) 0 Résistante
Augmentin (30) 28 Non disponible®
Imipénem (10) 30 Sensible
Ticarcilline (75) 25 Sensible
Ciprofloxacine (5) 39 Sensible
Gatifloxacine (5) 32 Sensible
Lévofloxacine (5) 37 Sensible
Moxifloxacine (5) 30 Non disponible
Acide nalidixique (30) 35 Sensible
Norfloxacine (10) 38 Sensible
Ofloxacine (5) 34 Sensible
Sparfloxacine (5) 32 Sensible
Cefpodoxime (10) 0 Résistante
Ceftriaxone (30) 30 Sensible
Colistine (10) 10 Intermédiaire
Co-trimoxazole (25) 25 Non disponible

#Selon le Clinical and Laboratory Standards Institute (anciennement NCCLS), Etats-Unis.
® Aucune interprétation présentée.

Les scientifiques de Santé Canada ont réalisé les épreuves de sensibilité aux
antibiotiques (Tableau 1-7). La plupart des antibiotiques mis a l'essai étaient
efficaces pour ce qui est d'inhiber la croissance, a lI'exception du triméthoprime.

Tableau 1-7 : Sensibilité de la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. aux
antibiotiques

Souche ATCC 13867 de

Antibiotique PECLEOMENZE S[. Résultat”
(concentration minimale
inhibitrice [CMI], ug/mL)?

Amoxicilline 12 S.0.°
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Aztréonam 15+ 6 19(S°< 1, R"> 16)
Céfotaxime/céphotaxime 75+3 S.O.
Ciprofloxacine 0,37 S(S<05 R>1)
Colistine 0,37 S(S<4,R>4)
Doxycycline 1,5 S.0.
Erythromycine 1,2 S.O.
Gentamicine 0,37 S(S<4,R>4)
Méropénéme 0,37 S(S<2,R>8)
Triméthoprime 24 S.0.

4 Données non publiées générées par la Direction générale de la santé environnementale et de la sécurité des
consommateurs de Santé Canada.

b D'apres les valeurs critiques de I'European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

©S.0. : sans objet. L'EUCAST a indiqué que les épreuves de sensibilité ne sont pas recommandées, car cette
espece est une pietre cible pour le traitement par ce médicament et les isolats peuvent étre qualifiés de
résistants sans avoir été préalablement soumis a des épreuves.

¢ : Sensibilité intermédiaire.

¢S : Sensible.

"R : Résistant

Une souche obtenue auprées de C. Delwiche (premiére personne a avoir déposé la
souche inscrite sur la LIS a I'ATCC), qui est vraisemblablement la souche

ATCC 13867 de Pseudomonas sp. inscrite sur la LIS, a été utilisée dans une étude
visant a comparer I'effet inhibiteur des métaux lourds sur les pseudomonades. Il a
été observé gue cette souche était beaucoup plus résistante a I'effet des métaux
lourds par rapport a un autre isolat identifié en tant que Pseudomonas sp. et & une
souche de P. aeruginosa (Bollag et Barabasz, 1979).

Aucune donnée n'a été relevée sur la résistance de la souche 13867 de
Pseudomonas sp. aux désinfectants, tels que le chlore et les composés
d'ammonium quaternaire.

1.1.2.5 Caractéristiques pathogéniques et toxigenes

Les facteurs de virulence associés a P. aeruginosa sont notamment : pili; flagelles;
sidérophores; pyocyanine; élastase; protéases; rhamnolipides; alginate; autres
polysaccharides; lipopolysaccharides (examiné dans Hay et al., 2014; Nelson et al.,
2002; Palleroni, 2005). La liste dans la Pseudomonas Genome Database
concernant la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. confirme la présence de
certains de ces facteurs de virulence (Winsor et al., 2011), dont :

e genes participant a la sécrétion, y compris, sans toutefois s'y limiter :
sécrétion de type lll, protéine IlcmF associée a la sécrétion de type VI,
protéine associée au systeme de sécrétion de type IV et protéine hybride de
la membrane associée a la sécrétion de type | (HlyD);

e génes associés a la formation et a la modification du pilus, y compris, sans
toutefois s'y limiter : protéine de modification du pilus associée au systeme de
sécrétion de type VI (PilV), formation du pilus (PilZ), protéine du systéme,
protéine de biogenese/stabilité du pilus (PilW) et protéine de formation du
pilus (PilM);
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e molécules de détection du quorum : protéine DksA de liaison a 'ARN
polymérase, régulateur de la transcription MetR et régulateur de la
transcription de la famille TraR/DskA;

e protéines associées aux sidérophores, y compris : protéine de réception du
signal du complexe fer-sidérophore (FecR), récepteur de sidérophores par
I'intermédiaire de TonB, protéine de biosynthese des sidérophores et protéine
de liaison périplasmatique soluble associée au transporteur ABC du
complexe sidérophore-Fe3+;

e monooxygénase associee a la biosynthése d'antibiotiques, kinase de
résistance aux antibiotiques aminoglycosidase/hydroxyurée, protéine
phosphinothricine-N-acétyl-transférase (résistance aux antibiotiques) et
transporteur d'antibiotiques.

Une recherche dans la documentation et la liste de la Pseudomonas Genome
Database concernant la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. confirme
I'absence de toxines extracellulaires, telles que les rhamnolipides, la pyocyanine, la
pyocheline et I'acide cyanhydrique (Winsor et al., 2011)

L'alginate, un exopolysaccharide, secrété aide la bactérie a s'adapter a de
nombreux habitats et a y survivre. Il intervient également dans la formation de
biofilms et de capsules et peut accroitre la résistance aux antibiotiques et aux
bactéricides, renforcant ainsi la capacité de la bactérie a s'évader du systeme
immunitaire de I'hdte (Govan et Deretic, 1996; examiné dans Hay et al., 2014;
Rezaee et al., 2002). Plusieurs génes associés a la régulation et a la biosynthése de
I'alginate ont été repérés dans la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp., dont :
alg8, alg44, algK, algE, algG, algX, algL, algJ, algF, algR et algB (examiné dans Hay
et al., 2014; Winsor et al., 2011). Cependant, d'autres génes nécessaires a la
régulation et a la biosynthese de l'alginate (comme algD [promoteur], algA, algU,
algC et amrZ) n'ont pas été repérés (examiné dans Hay et al., 2014; Winsor et al.,
2011).

Les biofilms constituent un mécanisme de pathogénicité largement reconnu chez les
pseudomonades. Les biofilms contribuent a la persistance des infections, et les
cellules qui les composent sont jusqu'a 1 000 fois plus résistantes aux effets des
agents antimicrobiens que leurs homologues planctoniques (O’Toole et Kolter, 1998;
Costerton et al., 1999; Mah et O'Toole, 2001). On sait que la souche ATCC 13867
de Pseudomonas sp. forme des biofilms (Harrison et al., 2011; Wragg et al., 2012).

Une forte activité hémolytique (ainsi qu'une activité Iécithinase) peut révéler la
présence de phospholipases cytotoxiques qui peuvent faciliter l'invasion et qui sont
associéees a la virulence (Rowan et al., 2001; Sorokulova et al., 2008). Les
scientifiques de Santé Canada n'ont observé aucune activité hémolytique lors de
I'étude sur la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp.

L'activité de la catalase permet au micro-organisme de se protéger contre les

éliminations entrainées par I'oxygéne réactif que provoquent les cellules
immunitaires, ce qui fait de lui un agent pathogene plus efficace. Les scientifiques
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de Santé Canada ont déterminé que l'activité de la catalase était positive chez la
souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp.

Dans les essais réalisés par les scientifiques de Santé Canada, la cytotoxicité de la
souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. a été évaluée dans deux lignées
cellulaires, J774A.1 (cellules macrophages) et HT29 (cellules épithéliales coliques
humaines), avec et sans gentamicine. Aucune toxicité n'a été observée dans les
cellules HT29. Une certaine toxicité a été observée dans les cellules J774A.1 en
présence de gentamicine. En I'absence d'antibiotiques, les cellules J774A.1 étaient
eégalement plus sensibles que les cellules HT29 (en général, les cellules J774A.1
sont plus sensibles aux substances toxiques). Toutefois, dans I'ensemble, la toxicité
est limitée (bioréduction maximale de 30 % aprés 24 heures), ce qui laisse entendre
que les composantes structurales de la bactérie peuvent provoquer une réponse
toxique limitée. Des réponses marginales semblables ont été observées chez
certaines especes Acinetobacter ayant fait I'objet du méme test MTT (Tayabali et al.,
2012). Aux fins de comparaison, des souches du pathogéne connu, P. aeruginosa,
ont causé une diminution allant de 60 a 90 % de la production de formazan du MTT.

1.1.3 Effets

Afin de faire preuve de prudence et pour garantir que seront répertoriés tous les cas
d'infection pouvant impliquer la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. ou des
souches étroitement apparentées, la section suivante comprend aussi des
renseignements sur les cas d'infection attribués a P. denitrificans.

1.1.3.1 Environnement

Une étude a indiqué que P. denitrificans était répandu dans les populations de
nématodes des plantes, Xiphinema americanum, en Virginie-Occidentale. Toutefois,
il n'était pas clair si la nature de la relation était symbiotique ou pathogéne (Adams
et Eichenmuller, 1963).

On n'a trouveé aucune donnée indiquant explicitement que la souche ATCC 13867
de Pseudomonas sp. ou des souches étroitement apparentées (souche SP2 de
Pseudomonas sp., P. nitroreducens et P. citronellolis) contribuaient aux effets nocifs
sur les plantes, les vertébrés ou les invertébrés terrestres ou aquatiques.

1.1.3.2 Humains

De méme, aucune donnée n'a été relevée indiquant que la souche ATCC 13867 de
Pseudomonas sp. ou ses proches parents (souche SP2 de Pseudomonas sp.,

P. nitroreducens et P. citronellolis) contribuaient aux effets nocifs sur la santé
humaine.

Un cas mortel impliquant une souche de P. denitrificans comme agent étiologique
d'une infection grave chez une personne présentant une prédisposition en raison
d'une maladie sous-jacente a été recensé (Fischer et al., 1981). Des cultures pures
de P. denitrificans ont éte isolées du liquide céphalorachidien dans un cas de
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meéningite mortelle chez un patient atteint de lupus érythémateux disséming, d'ulcere
de jambe, d'insuffisance mitrale, de troubles épileptiques et de démence légére. Les
auteurs ont proposé gu'un ancien ulcére en voie de guérison aurait été a l'origine de
la bactériémie, ayant finalement entrainé l'infection des méninges également. Dans
ce cas, la résistance a un certain nombre d'antibiotiques a compromis le traitement.
On ne sait pas avec certitude si le micro-organisme isolé était apparenté de pres ou
de loin a la souche inscrite sur la LIS.

Chez un patient atteint de fibrose kystique présentant des antécédents d'abces
pulmonaires bilatéraux récurrents au cours des deux années précédentes, les
résultats d'une bronchoscopie réalisée a des fins thérapeutiques ont indiqué la
présence de P. denitrificans et de S. aureus (Canny et al., 1986). Malgré un
traitement par tobramycine, ticarcilline et cloxacilline, le patient a subi un choc
septique avec coagulation intravasculaire disséminée et insuffisance rénale ayant
causé la mort. A l'autopsie d'un patient atteint de fibrose kystique, P. denitrificans a
éte isolé parallelement a S. aureus d'un abces pulmonaire, mais les hématocultures
n‘ont permis de détecter que P. denitrificans qui présentait une sensibilité aux
antibiotiques correspondant a I'organisme mis en culture et prélevé a partir de
I'abcés pulmonaire.

Aucun cas de réaction allergique liée a la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp.
ou a des souches étroitement apparentées (souche SP2 de Pseudomonas sp.,

P. nitroreducens et P. citronellolis) n'a été trouvé dans les publications scientifiques.
Comme tous les micro-organismes, la souche inscrite sur la LIS contient ou produit
des composants, tels que des lipopolysaccharides et des enzymes, qui peuvent agir
en tant qu'immunostimulants, allergenes ou sensibilisants. La sensibilisation ou les
réactions allergiques aux micro-organismes pourraient se produire par voie cutanée
ou respiratoire chez des personnes frequemment exposées ou vulnérables (Martel
et al., 2010; Ring et al., 1992).

1.2 Gravité du danger

On estime que la gravité du danger pour I'environnement et la santé humaine
attribuable a la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. est faible en raison des
points suivants : 1) on peut distinguer la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp.
des especes Pseudomonas étroitement apparentées, de celles que l'on trouve dans
I'environnement et des souches de P. aeruginosa qui sont pathogénes pour les
espéeces environnementales et humaines; 2) bien qu'on ait repéré des genes
pouvant entrainé une virulence dans le génome de la souche ATCC 13867 de
Pseudomonas sp., rien n'indigue que la souche inscrite sur la LIS agit en tant que
pathogeéne. Il est possible que les génes de virulence soient inactifs ou qu'ils
dépendent de I'expression d'autres génes ou de génes manquants pour causer un
danger; 3) aucun effet nocif sur les espéces environnementales ou les humains
attribué a la souche inscrite sur la LIS ou a une souche étroitement apparentée n'a
été signalé; 4) dans le cas peu probable d'une infection, il existe des antibiotiques a
usage véterinaire et a usage clinique.

Les dangers liés a l'utilisation de ce micro-organisme en milieu de travail doivent
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étre classés comme il se doit en vertu du Systeme d'information sur les matieres
dangereuses utilisées au travail (SIMDUT)*,

2. Evaluation de I'exposition

2.1 Sources d'exposition

Cette évaluation tient compte de l'exposition a la souche ATCC 13867 de
Pseudomonas sp. résultant de son ajout a des produits commerciaux ou de grande
consommation et de son utilisation dans des procédés industriels au Canada.

La souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. a été mise en candidature en 2005
pour étre inscrite a la Liste intérieure des substances (LIS) aux fins d'utilisation dans
des produits commerciaux et des produits de consommation.

Les réponses a un questionnaire volontaire envoyé en 2007 a un sous-ensemble de
sociétés de biotechnologie clés ainsi que les renseignements obtenus d'autres
programmes fédéraux réglementaires et non réglementaires indiquent que la souche
ATCC 13867 de Pseudomonas sp. a été utilisée a des fins commerciales en 2006.

Le gouvernement a procédé a une collecte obligatoire de renseignements en
application de l'article 71 de la LCPE , qui a été publié dans la Partie | de la Gazette
du Canada le 3 octobre 2009 (avis en vertu de l'article 71). L'avis en vertu de
I'article 71 s'appliquait a toute personne qui, au cours de l'année civile 2008, avait
fabriqué ou importé la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp., que ce soit seule,
dans un mélange ou dans un produit. Aucune activité industrielle, commerciale ou
par les consommateurs utilisant la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. n‘a
été déclarée en réponse a l'avis émis en vertu de l'article 71.

Les relevés de 2007 et 2009 étaient vraiment différents en matiére de cible et de
portée. Dans cette évaluation, les résultats du relevé de 2009 ont été utilisés pour
estimer I'exposition due aux utilisations courantes, car elle nécessitait des
renseignements sur les utilisations de la souche du micro-organisme qui est inscrit
sur la Liste intérieure des substances, tandis que le relevé de 2007 concernait les
utilisations des produits qui avaient été associés au micro-organisme lorsque son
inscription a la Liste intérieure des substances a été proposée. Compte tenu du fait
que les préparations des produits ont pu changer, il se peut que les renseignements
du relevé de 2009 représentent plus exactement les utilisations actuelles. Les
utilisations déclarées dans le relevé volontaire de 2007 ont également été prises en
compte dans I'évaluation des utilisations potentielles.

4 La détermination de la conformité a I'un ou plusieurs des criteres énoncés a l'article 64 de la LCPE est basée sur une
évaluation des risques pour I'environnement et/ou la santé humaine liés a l'exposition dans I'environnement en général. Pour
les humains, cela inclut, sans toutefois s'y limiter, I'exposition par I'air, I'eau et I'utilisation de produits contenant la substance.
Une conclusion établie en vertu de la LCPE sur la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. ne présente pas un intérét pour
une évaluation, qu'elle n‘'empéche pas non plus, en fonction des critéres de risque prévus dans le SIMDUT, qui sont définis
dans le Réglement sur les produits controlés visant les produits destinés a étre utilisés au travail.
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Bien qu'aucune utilisation de la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. n‘ait été
déclarée dans le cadre de l'enquéte obligatoire, elle est toujours en vente sur le
marché par 'ATCC. Etant donné qu'elle est inscrite sur la LIS et peut donc étre
utilisée au Canada sans avis préalable, elle peut s'avérer un choix intéressant aux
fins de commercialisation. Une recherche dans le domaine public (fiches
signalétiques, publications et brevets) a permis de recenser les utilisations suivantes
actuelles d'autres souches de Pseudomonas sp. dans les secteurs de la
consommation, du commerce et de l'industrie. Afin de s'assurer que toutes les
utilisations éventuelles de la souche inscrite sur la LIS soient prises en compte, les
activités trouvées concernant P. denitrificans ont également été incluses :

e production de vitamine B, (Kang et al., 2012; Li et al., 2008a; Li et al., 2008b;
Li et al., 2008c; Li et al., 2012; Li et al., 2013b), de la coenzyme Q (Aida et al.,
1981), de cobalamines (Blanche et al., 1991; Blanche et al., 1997) et de
produits chimiques de base (Yoshikuni et al., 2010);

e production de biocarburants (Yoshikuni et Kashiyama, 2009);

e amélioration du sol par la précipitation de minéraux découlant de la
dénitrification microbienne (Ellis et al., 1996; Hamdan et al., 2011);

e traitement des boues activées dans les usines de traitement des eaux usées
municipales (Copp et Dold, 1998);

e traitement des eaux usées (Shiotani et al., 1998);

e dénitrification de I'eau (Nilsson et al., 1980);

e dégradation du pétrole (Yumoto et al., 2005) et utilisation potentielle pour la
biorestauration des sols contaminés;

e utilisation dans un mélange de micro-organismes servant a reduire la
pollution de lI'atmosphére et de I'environnement en diminuant la concentration
de monoxyde d'azote, d'ammoniac, de poussiére fine et de CO, provenant de
sources de combustion et de la décontamination de milieux domestiques et
commerciaux (Valenti, 2006).

2.2 Caractérisation de I’exposition
2.2.1 Exposition de I'environnement

D'apres I'absence d'activités industrielles, commerciales et de consommation au
Canada, selon l'avis en vertu de l'article 71, on estime que I'exposition
environnementale globale & la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. est faible.
Néanmoins, étant donné I'étendue et I'échelle des applications connues et
potentielles de la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. énumeérées a la
section 2.1, il y a un risque d'augmentation de I'exposition environnementale aux
produits contenant cette souche. Par conséquent, des scénarios d'exposition
potentielle découlant de ces produits ont été pris en compte.

Si les utilisations possibles indiquées a la section 2.1 se matérialisaient au Canada,
I'exposition des plantes et des animaux a la souche ATCC 13867 de Pseudomonas
sp. serait fonction de la persistance et de la survie de ce micro-organisme dans
I'environnement. Toutefois, la souche inscrite sur la LIS est flexible sur le plan
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meétabolique et elle devrait facilement coloniser de nouveaux milieux terrestres.
Xiang et al. (2010) ont étudié la persistance de la souche ATCC 13867 de
Pseudomonas sp. dans les microcosmes du sol et ont constaté que cette souche
persistait dans le sol pendant au moins 181 jours, ce qui indigue une grande
capacité de colonisation. Les auteurs laissent entendre que la persistance a long
terme observée chez la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. peut étre
attribuable a la flexibilité métabolique de I'espece et particulierement a sa capacité
de dénitrification aérobie. Dans une autre étude mentionnée a la section 1.1.2.2, la
souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. formait des biofilms dans des colonnes a
renouvellement continu sous pression; la phase solide était du mudstone et du grés
a diatomées et la phase liquide, de I'eau souterraine synthétique et un supplément
d'acétate de sodium. Le nombre de cellules a augmenté pendant la période
expérimentale de 28 jours (Harrison et al., 2011; Wragg et al., 2012). La souche
ATCC 13867 de Pseudomonas sp. devrait donc pouvoir survivre et persister dans la
plupart des milieux terrestres et aquatiques.

Les scénarios d'exposition suivants s'appuient sur les utilisations connues d'autres
souches et les utilisations futures probables décrites a la section 2.1. Les
utilisations, telles que la biorestauration ainsi que le traitement de I'eau et des eaux
usées, sont susceptibles d'introduire la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp.
dans les écosystéemes terrestres. Il est probable que les invertébrés terrestres vivant
dans les sols du lieu de I'application ou de I'élimination et les plantes poussant dans
les sols traités soient les plus directement exposés. Les vertébrés pourraient ingérer
la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. en se nourrissant des plantes ou des
invertébrés vivant dans les sols traités ou contaminés.

Les espéces aquatiques et marines peuvent entrer en contact avec la souche
ATCC 13867 de Pseudomonas sp. en raison du ruissellement provenant de
I'application terrestre et de I'application directe de la souche ATCC 13867 de
Pseudomonas sp. a des plans d'eau pour des utilisations telles que le traitement de
I'eau (douce et salée), le traitement des eaux usées ou I'élimination des eaux usées
provenant d'applications telles que la récupération du pétrole et de métaux ou la
fabrication de produits biochimiques et de biocarburants.

Les applications aquatiques pourraient également exposer les espéces terrestres.
Par exemple, les animaux au paturage pourraient ingérer la souche ATCC 13867 de
Pseudomonas sp. a la suite de son utilisation dans la restauration de la qualité de
I'eau, et les plantes et les invertébrés terricoles pourraient étre exposés a la suite du
traitement des bassins d'irrigation.

En cas de reprise d'activités commerciales, industrielles ou de consommation,
I'exposition de I'environnement a la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp.
augmentera probablement. Les milieux naturels et les especes qui seront exposeés a
la souche inscrite sur la Liste intérieure des substances dépendront des utilisations
mentionnées dans les scénarios d'exposition décrits ci-dessus.
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2.2.2 Exposition humaine

D'apres I'absence d'activités industrielles, commerciales et de consommation au
Canada, selon l'avis en vertu de l'article 71, on estime que I'exposition humaine
globale a la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. est faible. Néanmoins, étant
donné I'étendue et I'échelle des applications connues et potentielles de la souche
ATCC 13867 de Pseudomonas sp. enumeérees a la section 2.1, il y a un risque
d'augmentation de I'exposition humaine aux produits contenant cette souche, de
sorte que des scénarios d'exposition découlant de ces produits ont été pris en
compte.

Si des utilisations possibles indiquées a la section 2.1 se matérialisaient au Canada,
I'exposition humaine pourrait étre plus grande en raison de l'utilisation de produits de
consommation prévus pour le traitement des aquariums et des bassins décoratifs, le
dégraissage des drains de cuisine, le nettoyage et la désodorisation des fosses
septiques ainsi que le compostage. On s'attend a ce que la manipulation et
I'application de ces produits entrainent I'exposition directe de la peau. L'inhalation de
gouttelettes pulvérisées ou de poussiéres en suspension dans l'air contenant la
souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. produites pendant I'application de ces
produits est également possible.

Apres l'application du produit, la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp.
résiduelle sur les surfaces et dans les réservoirs, tels que les canalisations traitées,
pourrait entrainer une exposition cutanée, une exposition orale par ingestion fortuite
si 'organisme persiste sur les surfaces de préparation des aliments et une
exposition par inhalation lorsque les aérosols sont générés (p. ex. avec les broyeurs
a ordures dans les cuisines). Puisque la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp.
devrait persister aprés I'application, ces expositions peuvent ne pas avoir lieu au
moment de l'application.

Si des produits commerciaux contenant la souche ATCC 13867 de Pseudomonas
sp. deviennent accessibles au Canada, la population générale pourrait faire I'objet
d'une exposition fortuite lors de I'application de ces produits commerciaux. Le degré
d'exposition fortuite dépendra du mode d'application, du volume appliqué et de la
proximité des tierces personnes par rapport au lieu de l'application, mais il devrait en
général étre modéré.

L'exposition humaine a des plans d'eau et a des sols traités avec la souche

ATCC 13867 de Pseudomonas sp. (p. ex. pendant des activités récréatives) pourrait
eégalement conduire a I'exposition de la peau et des yeux, ainsi qu'a une ingestion
fortuite.

L'exposition indirecte a la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. dans
I'environnement a la suite de son utilisation dans la récupération du pétrole, le
traitement de I'eau et des eaux usées, la biorestauration du sol ou I'élimination des
déchets provenant de son utilisation dans la production d'enzymes aurait
certainement lieu aux alentours des sites d'application ou d'élimination, mais ne
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devrait pas étre plus importante que I'exposition directe découlant de I'utilisation de
I'organisme dans les produits de consommation.

Si l'organisme pénetre dans les systemes municipaux de traitement de I'eau potable
par l'intermédiaire de rejets provenant des utilisations potentielles, ces micro-
organismes devraient étre éliminés de facon efficace de I'eau potable a l'aide du
procédé de traitement de I'eau, qui comprend au moins l'une des méthodes
suivantes : la coagulation, la floculation, I'ozonisation, la filtration, le rayonnement
ultraviolet et la chloration.

S'il y a utilisation commerciale, industrielle ou de consommation de la souche
ATCC 13867 de Pseudomonas sp., I'exposition humaine dans les scénarios
d'exposition décrits ci-dessus peut se produire et pourrait comprendre une
exposition directe et vraisemblablement répétée a des préparations concentrées de
la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp.

3. Caractérisation des risques

Dans cette évaluation, le risque est caractérisé selon un paradigme qui veut qu'un
danger et I'exposition a ce danger soient tous deux nécessaires pour gu'il y ait un
risque. La conclusion de I'évaluation des risques est basée sur le danger et sur ce
que I'on connait de I'exposition due aux utilisations actuelles.

Concernant la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp., on estime que le danger
est faible tant pour I'environnement que pour la santé humaine. Etant donné
I'absence d’activités industrielles, commerciales ou de consommation au Canada
selon I'Avis en vertu de I'article 71, on ne s'attend pas actuellement a une exposition
de I'environnement ou a une exposition humaine a la souche ATCC 13867 de
Pseudomonas sp. (faible exposition); on estime donc que le risque associé aux
utilisations actuelles devrait étre faible pour I'environnement et la santé humaine.

La détermination du risque posé que présentent les utilisations actuelles est suivie
par la prise en compte du danger estimée lié a de futures expositions prévisibles
(découlant de nouvelles utilisations).

La souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. posseéde des propriétés intéressantes
pour des applications qui pourraient entrainer I'exposition de I'environnement et de
la population générale du Canada a cette souche dans l'avenir. Le risque pour
I'environnement et la santé humaine que présentent les futures utilisations
prévisibles de la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. est également faible
étant donné qu'il n'y a aucune preuve d'effets nocifs sur la santé humaine ou sur
I'environnement.

4. Conclusion

A la lumiére des renseignements présentés dans cette évaluation préalable, on
conclut que la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. ne pénétre pas dans
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I'environnement en une quantité ou concentration ou dans des conditions de nature
a:

e avoir, immédiatement ou a long terme, un effet nocif sur I'environnement ou
sur la diversité biologique;

e mettre en danger I'environnement essentiel pour la vie;

e constituer ou pouvoir constituer un danger au Canada pour la vie ou la santé
humaines.

On conclut donc que la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. ne satisfait a
aucun des critéres énoncés a l'article 64 de la LCPE.
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Annexes

P. fluorescens

P. chlororaphis

P. syringae

P. stutzeri

P. putida

P. aeruginosa

~—Agrandi a la figure A-2

—
Figure A-1: Arbre phylogénétique construit a I'aide des séquences génétiques
de I'ARN ribosomique 16S illustrant les especes qui représentent les
principaux groupes du genre Pseudomonas
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S000010427 Pseudomonas aeruginosa (T); DSM5007 1; X06684 |
5000514601 Pseudomonas ofitidis (T); MCC10330; AY953147
S000007012 Pseudomonas resinovorans (T); LMG 2274T (type strain); Z76668
S000390990 Pseudomonas indica (T); AF302795

S000567747 Pseudomonas azotifigens (T); 6H33b; AB189452
5000008928 Pseudomonas,oleovorans (T); 1AM 1508; D84018
5000416841 Pseudomonas psychrotolemns (T); type strain: C36; AJ5T5816
S000010364 Pseudomonas luteola (T); 1AM 13000; D84002
S000903111 Pseudomonas duriflava (T); HR2; EU046271
S000639962 Pseudomonas pohangensis (T); H3-R18; DQ339144
S000495962 Pseudomonas pachastrellae (T); KMM 330; AB125366
5000968494 Pseudomonas xinjiangensis (T); S3-3; EU286805
5000942753 Pseudomonas sabulinigri (T); J64; EU143352
S001156249 Pseudomonas pelagia (T); CL-APE; EUB88911
5000001098 Pseudomonas pertucinogena (T); IFO 14163T; AB021380
S000558609 Pseudomonas xiamenensis (T); C10-2; DQ0&3664
5003283193 Pseudomonas denitrificans; KH-1; JQ612512
S000013307 Pseudomonas denitrificans; IAM 12023; ABD2141‘3|
5002233769 Pseudomonas denitrificans; CL-11.3; HQ 113222
S000003555 Pseudomonas alcaligenes (T); IAM12411; D84006
S000395038 Pseudomonas jinjuensis (T); Pss 26; AF468448

A0
L
T
L

57

1z 55 5003614267 Pseudomonas sp. SP2(2012); JX298094]
98 n 4|:: S003710837 Pseudomonas denitrificans ATCC 13867; CP004143
S000626936 Pseudomonas nitroreducens (T); 1AM 1439; AM088473
88 5000824948 Pseudomonas panipatensis (T); Esp-1; EF424401

5000427988 Pseudomonas knackmussii (T); B13; AF039489
S000006645 Pseudomonas citronellolis (T); DSM 50332T (type strain); Z76659
_|: S000639965 Pseudomonas delhiensis (T); RLD-1; DQ339153
S000011995 Pseudomonas straminea (T); [AM1598; D84023
_|: S000541019 Pseudomonas argentinensis (T); CHO1; AY691188
S000436974 Pseudomonas flavescens (T); B62; UD1916
10 5000016452 Pseudomonas mendocina (T); NCIB 10541; D84016
S001098319 Pseudomonas caeni (T); HY-14; EU620679
S000009281 Pseudomonas pseudoalcaligenes (T); LMG 1225T (type strain); Z76666
78 5000010130 Pseudomonas alcaliphila (T); AL15-21; AB030583
96 S001350578 Pseudomonas oleovorans (T); RS1; DQ842018

Figure A-2 : Arbre phylogénétique partiel construit a I'aide des séquences
génétiques de I'ARN ribosomique 16S de I'espéce Pseudomonas

Les arbres phylogénétiques ont été produits par I'Environmental Health Science and
Research Bureau a l'aide des séguences génétiques de I'ARNr 16S du genre
Pseudomonas (Ribosomal Database Project : http://rdp.cme.msu.edu/).
L'alignement a été génére par le programme informatique MUSCLE et un arbre de
vraisemblance maximale a été construit au moyen de la méthode de distribution
gamma avec sites invariants et 500 essais de rééchantillonage selon la méthode du
bootstrape a l'aide de la version 5.2 du logiciel MEGA (Tamura et al., 2011). La
souche ATCC 18367 de Pseudomonas sp., la souche SP2 de Pseudomonas sp., la
souche ATCC 19244 de P. denitrificans et P. aeruginosa ont été mis en évidence.
Dans l'arbre phylogénétique, la souche inscrite sur la LIS est indiquée sous le nom
« Pseudomonas denitrificans ATCC 13867 » et la souche ATCC 19244 de
Pseudomonas denitrificans, sous le nom « Pseudomonas denitrificans 1AM 12023 ».
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B. Analyse de I'ester méthylique d'acide gras (EMAG)

Données non publiées genérées par la Direction générale de la santé
environnementale et de la sécurité des consommateurs de Santé Canada. Les
données présentées sont tirées des bases de données MIDI cliniques et
environnementales. MIDI est un systeme d’identification commercial basé sur
I'analyse chromatographique du gaz des esters méthyliques d'acides gras
cellulaires. Les bases de données cliniques et environnementales montraient que la
relation la plus étroite se situait entre Pseudomonas sp. et Pseudomonas
aeruginosa.

Tableau A-1: Analyse de I'ester méthylique d'acide gras (EMAG) de la souche
ATCC 13867 de Pseudomonas sp.

Contexte Base de données Base de données cliniques
environnementales
Fréguence 6/6 5/5
Indice de 0,485 0,847
similarité
Premier choix Pseudomonas aeruginosa — Pseudomonas aeruginosa —
GC sous-groupe A souches mucoides

Figure A-3 : Analyse du groupement a liens simples dans la base de données
environnementales et souches sélectionnées

Eucldian Distance

Figure A-4 : Analyse du groupement a liens simples dans la base de données
cliniques
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C. Cinétique de croissance

La cinétique de croissance a été étudiée a I'aide du milieu Eagle modifié par

Pseudomonas sp. ATCC 13867

Dulbecco, de bouillon de trypticase de soya et de sérum fcetal bovin a différentes
températures. Chaque vedette du tableau illustre la croissance (augmentation de
I'absorption a 500 nm) éventuelle a des températures différentes (28, 32, 37 et

42 °C).

Tableau A-2 : Cinétique de croissance de la souche ATCC 13867 de

Pseudomonas sp. dans des milieux liquides sur une période de 24 heures

Milieu 28 °C 32°C 37°C 42 °C
Bouillon de trypticase soja +++° +++ +° -°
Sérum de feetus de bovin a 10 % ~¢ ~ ~ -
Sérum de foetus de bovin & 100 % + ++° - -

Milieu Eagle modifié de Dulbecco
avec sérum de foetus de bovin et
glutamine

Données non publiées générées par la Direction générale de la santé environnementale et de la sécurité des
consommateurs de Santé Canada. Il a été déterminé que la croissance optimale avait lieu dans un milieu liquide

a une température de 32 °C.

& +++, forte croissance (densité optique [DO] > 1).
+, croissance lente (DO > 0,2).

-, aucune croissance (OD < 0,05).

~, piétre croissance (DO < 0,2).

++, croissance modeste (DO > 0,5).

® a o o
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D. Croissance dans différents milieux

Tableau A-3 : Croissance de la souche ATCC 13867 de Pseudomonas sp. a
28 °C (48 heures) dans différents milieux

Milieu? Résultats
Bouillon de trypticase soja® Positive
Gélose cétrimide® Positive
Amidon°® : Croissance Positive
Amidon® : Hydrolyse Faiblement positive
Gélose MacConkey d Croissance, colonies autres que
roses
Suppléments de mannitol, jaune d’ceuf, L
e Négative
polymyxine
Gélose mannitol-sel Positive, mais réaction alcaline
Utilisation du citrate® Négative"
Hydrolyse de l'urée' Négative

Données non publiées générées par la Direction générale de la santé environnementale et de la sécurité des

consommateurs de Santé Canada.

& Milieu pour tout usage.

® Milieu sélectif pour la croissance de la bactérie a Gram négatif, P. aeruginosa.

¢ Milieu différentiel permettant de tester la capacité d'un organisme a produire des enzymes extracellulaires qui
hydrolysent I'amidon.

d Détection des organismes coliformes dans le lait et I'eau; tests permettant de définir la capacité d'un organisme
a fermenter le lactose.

® Gélose sélective de B. cereus.

"Isolement et différenciation des staphylocoques.

9 Capacité a utiliser le citrate en tant que source unique de carbone.

_h Les résultats de I'API indiquent que la croissance devrait étre positive pour la souche ATCC 13867.
'Métabolisme de I'urée; dépistage des entéropathogénes dans les échantillons de selles.
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