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INTRCDUCTION

Pour évaluer le danger potentiel que représentent les rési-
‘dus liquides industriels pour l'environneﬁent,' une approche
expérimentale en laboratoire est préconisée. Celle-ci & comme
objectifs majeurs 1) dg dépister les effets toxiques, 2) renseig-
rer sur la nature et la persistance des pélluants, 3) établir les
relations possibles‘ entre ’lés substances 1identifiées et les
effets observés, 4) identifier les problémes environnementaux
autres que toxiques (eutrophisation, perturbations physico-
- chimiques, contamination bactérienne). Selon les connaissances
préalables de ‘1'échantillon visé (origine industrielle, type de
- procédé, bilan écotoxic010gique antéxieur), l'appréche peut é&tre
‘réduite ou modifiée.

La stratégie de dépistage des effets toxiques repose sur
ltytilisation dforganismes représentatifs dé plusieurs niveaux
trophiques {bactéries, algques, crustacés, poissons). Trois niv-
eaux de toxiéité sont analysés: 1) létal (mortalité), 2) sublétal
{inhibition de croissance d'une population, stress -physiqlogique
altérant les fonctions vitales telies l*équilibre énergétique et
la croissance, 3) chronique (inhibition de 1la «reproduction,
lésions du matériel génétique, biocaccumulation). L'évaluétion des
effets sur le réseau trophique est complétée par .1'étude des
- interactions algales et des processus de biodégradation des sub-
stances. L'analyse chimique organiqde et inorganique offre le

support nécessaire & l'interprétation des résultats.
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b) Dépistage bactériologigque

La contamination bactérienne de l'effluent est évaluée .par
1'anaiyse des coliformes fécaux (APHA et al. 1985). L'évaluation
peut étre complétée par un test de résistance aﬁx antibiotiques

et 1lt'identification de pathogénes spécifiques.

c}) Tests biologliques
1- Bioessals léﬁaux (poissans,'crustacés)

La létalité .des‘ composantes physiques, chimiques et
bactériologiques de l'effluent est déterminée par des bio-tests

avec truites arc-en-—-ciel {Salmo gairdneri), téte-de-boule

(Pimephales promelas) et le crustacé Ceriodaphnia reticulata. La

durée des tests est resbectivement de 4, 7_et 7 Jours. Les
méthodes normalisées (Env. Canada 1§89b, EPA 1585a, b) sont util-
isées. Le degré de toxicité 1létale de l'effluent est déterminé
par une CL50. Les résultats sont exprimés  sous forme dtunités

toxiques (UT1 = 100/CL50).

2~ Bioessais subiétaux (bactéries, alques, poissons)

Les tests cl-dessous mesurent quelques aspects des fonctions
vitales d'un organisme ou d'une population pouvant é&tre altérées,
diminuant ainsi 1les probabilités de survie & plus ou moins long
termg.

-~ Le test Microtdx (Beckman Instruments 1982) mesure

l'inhibition de 1lumiére émise par 1la bactérie Photobacterium

phosphoreum exposée & ltéchantillon durant 5 minutes. La CI50

(concentration inhibitrice) est déterminée et les résultats

exprimeés sous forme d'unités toxiques.sublétales (UTsl).
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- Le test algal avec Sélenastrum capricornutum (Blaise 1986)

mesure l1'inhibition de croissance d'une population exposée durant

96 heures. La CISO est déterminée et les résultats exprimés en

UTs1.

- Le test de croissance sur la téte-de-boule (EPA 1985a)
mesure l‘inhibitibn de croissance en poids de laryes éxposées
durant 7 djours. La concentration maximale de l'effluent (% v/v)
ne produisant pas d'effet et la concentration minimale produisant
un effet sont déterminées. La moyenne géométrique de ces valeurs

est calculée et exprimée en UTsl.

3- Bioessals chronigues (bactérlies, crustacés)
-Reproduction

Le test sur le cladocére Ceriodaphnia reticulata (EPA 1985b)

mesure l'inhibition de la reproduction dfindividus exposés durant

7 jours. Le traltement des données est identique au précédent.

- Génotoxicité
‘Les lésions du matériel génétique sont le résultat.de cette
forme non-apparente de toxicité. Les altérations du généme sont
mises en évidence & 1l'alde d'un Dbio-test, 1le . 508 chromotesf

(Quillardet et al. 1982). Une souche bactérienne de Escherichia

coli, modifiée " génétiquement pour permettre un dosage colo-

rimétrique, est wutilisée pour évaluer le potentiel génotoxique

d'un effluent. Le test peut étre réalisé sur l'échantillon origi-
nal ou sur un concentré des substances de 1'échantillon. L'ajout
d'un extrait enzymatique de foie de rat (+89) permet de déceler

la présence de substances pro-mutagénes activables par les pro-
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duits de ltactivité métabolique de mammifére (et par inférénce,
de tout organisme). Les résultats sont exprimés par une dose-
réponse des concentrations de 1l'effluent vs les facteurs

d'induction (voir Quillardet et al. 1982) et un seuil minimal

génotoxique (SMG).

~Interaction algale et bioaccumulation génotoxique
Les algues peuvent activer, desactiver ou accumuler les
substances génotoxiques présentes dans le milieu. Ces processus

sont évalués & l'aide d'une population algale de Selenastrum

capricornutum - exposée & l'effluent dans des conditions précises

_(Env. Canada 1989a3). L'extraction des substances organiques du

culot algal dans un solvant approprié (chlorure de méthyléne)
suivie du S80S Chromotest sur 1l'extralt, permet de tester
lthypothése d'accumulation génotoxique. Le test de génotoxicite
sur le liquide surhageant renseigne sur les processus

d'activation ou de desactivation des substances génotoxiques.

d) Blodégradation

Ce test permet d'évaluer la blodégradabilité des substances
présentes dans l'effluent et les modifications de 1la toxiciteé
résultant de 1l'activité microbiologique. Pour accélérer le pro-
cessus de blodégradation, un mélange bactérien standardisé (Env,
canada 1989c¢) est ajouté & l'échantillon; Aprés 5 jours, le pH,
ltindice biologique .(concentrations en ATP produites par
l'activité biologigque de l'échantillon) et le carbone organique
total sont mesurés et comparés aux valeurs obtenues avant

biodégradation.
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INTRODUCTION

Le SOS Chromotest(MC) est un test colorimétrique de dépistage du potentiel
génotoxique de substances pures et d'échantillons complexes sous forme aqueuse
(Orgenics Ltd, 1986).

Toutes les cellules vivantes ont un systéeme enzymatique compiexé pouvant
&tre activé pour réparer les lésions du matériel génétique. Le test SOS
Chromotest™C) met 3 profit ce mécanisme de détection et de réparation du
matériel génétique pour détecter les substances qui endommagent I'ADN. Le bio-
indicateur utilisé pour ce test est la bactérie Escherichia coli (souche PQ37), dont
la génétique a été modifiée pour fournir une réponse colorimétrique lorsque le
systtme de réparation de I'ADN est activé, L'intensité de la réponse
colorimétrique est utilisée pour caractériser le potentiel génotoxique d'échantillons

liquides.

DCMAINE D'APPLICATION

[
.

Le test SOS Chromotest{MC) sert a évaluer le potentiel génotoxique de divers
échantillons liquides tels que les eaux usées industrielles, municipales ou agricoles;
les produits chimiques purs ou commerciaux, les eaux de surface, les eaux de
lixiviation et lixiviats de résidus solides, les extractions de sol et de sédiments, de
méme que toute autre solution aqueuse ou soluble dans le DMSO

(diméthylsulfoxyde) susceptible de contenir des substances génotoxiques.



2. PRINCIPE ET THEORIE

Le bio-indicateur pour le test chromotest est la bactérie Escherichia coli
(souche PQ 37), dont le génome a été modifié par manipulation génétique. Le seul
systtme de réparation de I'ADN fonctionnel de la bactérie utilisée dans le
chromotest est la réponse SOS. Lorsqu'une lésion du matériel génétique est
détectée, un promoteur SOS (protéine RecA) est induit pour débuter la
transcription. des génes SOS (genes de réparation). Le systeme de réparation SOS
est contrdlé par un certain nombre de genes appelés sfiA. La souche bactérienne
"E. coli non transformée posseéde un géne structurel lac Z, responsable de la synthese
de l'enzyme B-galactosidase. Dans le test Chromotest, la région lac Z normale est
supprimée et le géne lac Z est fusionné aux genes sfiA. L'expression des génes sfiA
est mesurée par l'activité de l'enzyme B-galactosidase. La concentration de
I'enzyme est déterminée par réaction colorimétrique. La quantité de couleur
produite, proportionnelle a la quéntité d'enzymes B-galactosidase, fournit une
mesure des dommages induits & I'ADN de la souche bactérienne soumise et mettant

en branle le systeme de réparation SOS.

Cette production de couleur peut &tre déterminée qualitativement (visuelle),

ou quantitativement en utilisant un appareil photométrique appropric.

-La souche bactérienne a également subi certaines mutations de facon a
augmenter sa sensibilité aux dommages génétiques: augmentation de la
perméabilité de sa membrane cellulaire (déficience en -lipopolysaccharide) et

incapacité de réparation par excision,

La viabilité des bactéries est estimée a partir d'une mesure de la quantité de
phosphatase alcaline. La phosphatase alcaline est une enzyme périplasmiqué
facilement accessible. Sa présence provoque l'apparition d'une coloration jaune si
la culture bactérienne est viable. Un échantillon est considéré toxique si aucune ou
une faible réaction de la phosphatase alcaline est notée comparativement aux

témoins. .
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La réponse génotoxique s'exprime par une relation dose-réponse. La pente de

Ja relation linéaire de la courbe représente l'indice du potentiel d'induction

génotoxique de I'échantillon, soit le SOSIP ("SOS Tnduction Potential"). Plus une

valeur de SOSIP est élevée, plus l'activité génotoxique de I'échantillon est élevée,

Le potentiel génotoxique d'un toxique est exprimé également par la Concentration

Minimale Génotoxique (CMG). La CM'G correspond a la plus faible concentration

d'échantillon indiquant une activité génotoxique.

FIABILITE
3.1 - Interférence
La couleur etf/ou la turbidité de I'échantillon peut interférer sur la

mesure colorimétrique du test. Une correction doit donc &tre apportée

comme décrite a la section 7.7.2.4.

3.2 Limite de détection

Les résultats sont disponibles sur demande.

3.3 Limite de quantification

La limite de quantification minimale est déterminde i partir des
facteurs d'induction (F.L) et est fixée a 1.1 (section 8.3).

La limite de quantification maximale est établie par l'écart de la
linéarité du lecteur de microplaques. Pour un photométre de type Multiskan

MC, la limite maximale est une dernisité optique de 2.



3.4 Fidélité
© 3.4.1 Replicabilité

Aucune donnée statistique n'est disponible,

3.4.2 Répétabilité

Les résultats sont disponibles sur demande.

3.4.3 Reproductibilité

Aucune donnée statistique n'est disponible,

/4
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MANIPULATION ET PRESERVATION

4.1  Manipulation et pr'éservatlon de l'échantillon

Le test contient deux contrbles positifs qui sont potentiellement
carcinogéniques. La manipulation du test et des échantillons doit &tre faite

avec les mémes précautions que tout matériel potentiellement dangereux.

Les échantillons sont prélevés, transportés et conservés dans des

contenants de verre ambré rempli a pleine capacité., Le test doit &tre

commencé au plus tard dans les cing jours du prélevement. Les échantillons

doivent &tre conservés a environ 4°C a l'obscurité,

4.2  Manipulation du réactif bactérien et conservation

Bien que la souche bactérienne du SOS Chromotest{MC) ne soit pas
reconnue comme pathogéne, elle doit &tre manipulée selon les regles de I'Art

des pratiques microbiologiques de laboratoire,

Le SOS Chromotest(MC) (sodches bactériennes et réactifs) doit &tre

_conservé a 4°C des la réception. La' souche bactérienne lyophilisée et

l'extrait de foie de rat traité avec l'Arochlor 1254 (mélange $9) sont tres
sensibles aux écarts de températures, et particulierement, aux températures

trop élevées.

La souche bactérienne du SOS ChromotestMC). est sensible 3 la
lumiére. Un exces de lumiére induira la réaction colorimétrique et
augmentera le niveau du bruit de fond. Les manipulation‘sfs‘effectueront donc

sous une exposition minimale de lumiere.
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APPAREILLAGE
5.1 Matériel

- Tube de verre de 12- X 75 mm avec support

- Microplaque, 96 puits a fond plat et couvercles (capacité des puits:
250 ul)

- Micropipettes de 10 ul, de 20 ul et de 100 ul 3 pointes multiples

5.2 Equipement

- Lecteur de microplaque (longueurs d'onde: 615 et 405 nm)
- Agitateur 3 Vortex

- Incubateur a une température réglée 3 37,0t 0,5 °C

_ REACTIFS ET ORGANISMES BIOLOGIQUES

6.1 Liste des composés du SOS Chromotest™C) fournis par le fabricant

- Solutions:

A, J: Milieu nutritif pour les bactéries
B, K: Bactéries lyophilisées
C:  Diméthy! sulfoxyde 10% (DMSO) dans une solution saline (0,85% NaCl)
D:  4-nitroquinoline oxyde (4NQO; PM 190,16) -
10 ug/ml de DMSO 10% - en milieu salin (0,85% NaCl)
F:  Chromogene bleu |
G: Diluant pour la phosphatase alcaline
H:  Phosphatase.alcaline lyophilisée
I: Solution d'arrét {solution stop)

Diluant pour le mélange S9

'S: Homogénat de foie de rat traité avec de I'Arochior 1254 (Mélange S9)

lyophilisé
P:  2-amino-anthracene (2AA; PM 191,22) _
I mg/ml de DMSO 10% ~ en milicu salin (0,85% NaCl)
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Description des composés du SOS Chromotest(MC)

6.2.]1 Organisme

Le réactif biologique est une souche lyophilisée de la bactérie
Escherichia coli (souche PQ37). .

6.2.2 Bquillon nutritif

Cette solution, fournie par le fabricant, sert a la reconstitution du
véactif bactérien lyophilisé. Elle peut également &tre préparée en

laboratoire. Dans un tel cas, elle est constituée des éléments suivants:

I.  Extrait de levure 2,5 g/l
2.  Bacto casitone 2,5 g/l
3, NaCl 8,5 g/1

Ces composés sont dilués dans une eau déionisée, puis autoclavés
15 minutes a 12[°C. Le pH final est ajusté entre 6,5 et 7,5, avec une
solution d'hydroxyde de sodiumn ou d'acide chloridrique. Les milieux

sont conservés a 4°C avant l'utilisation,

6.2.3 Chromogeénes

Deux chromogenes sont utilisés., L'un mesure la viabilité des
bactéries (substrat jaune), l'autre sert a mesurer la génotoxicité des

échantillons (substrat bleu),

Bl

1
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Le chromogeéne bleu (X gal. ou 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-
Galactoside) est le substrat utilisé par l'enzyme B-galactosidase. Le
chromogene jaune (PNPP; p-nitro-phényle phosphate disodium) est le

substrat pour l'enzyme phosphatase alcaline.

6.2.4 Contrdles positifs de génotoxicité

Le 4NQO (4-nitroquinoline oxyde) et le 2AA (2-amino-anthracéne)
sont utilisés comme contrdles positifs; le premier pour le milieu sans
activation enzymatique (-S9), le deuxieme pour le milieu avec

activation enzymatique (+ $9).

6.2.5 Solution de dilution (diluant C)
Cette solution sert & la préparation des dilutions de I'échantillon.

Elle est constituée d'eau déionisée, stérile, contenant 0,85% de chlorure
de sodium (NaCl) et 10% de diméthyl sulfoxyde (DMSO).

6.2.6 Mélange d'activation enzymatique

Le SOS Chromotest(MC) se divise en deux étapes. La premiére
permet de détecter les composés génotoxiques sans activation
métabolique. La deuxieme permet d'identifier la présence de pro-
mutagénes et/fou de pro-cancérigenes en simulant le processus
d'activation métabolique retrouvé .chez les mammiféres. Cette
activation est favorisée par l'ajout dans le milies bactérien dwun
mélange d'homogénat de foie de rat traité avec de I'Arochlor 1254,

communément appelé mélange S9.
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Le fabricant du SOS ChromotestMC) fournit un mélange .S9
lyophilisé et un diluant permettant de reconstituer le milieu S9. 1l est
également possible de se procurer commercialement I'homogénat de
foie de rat induit par l'Aroclor 1254. Dans un tel cas, la préparation du

mélange S9 se décrit comme suit:

l.  Préparation du diluant

a)  Solution 1
KcCl 1,65 mole ou 1,23 g/10 ml
MgCly-6HyO - 0,4 mole ou 0,8132 g/10 ml
- Autoclaver 15 minutes a 121°C
- Conserver a 4°C

b) Solution 2
Tampon tris - HC1 0,2 mole ou 3,152 g/100 ml
- Ajuster le pH a 7,4 en utilisant du NaOH, 10 N
- Conserver a 4°C

c)  Solution 3
Glucose 6 - phosphate -~ monosodique
' 0,5 mole ou 1,42 g/10 ml
- Filtrer a 0,22 um '
- Conserver a ~-80°C

d}  Solution &

- NADP disodique 0,1 mole ou 0,765 g/10 ml

- Filtrer a 0,22 um '

- Conserver a ~-80°C

2. Préparation du mélange S9

Solution Yolume (ml)
R 0,1
2 2,5 )
3 0,05
I 0,1
Eau déionisée 2,05

Homogénat de foie 0,2
(Conservé au préalable a -80°C)

Mélange 59 5,0 mi
.10
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PROTOCOLE ANALYTIQUE

7.1 Culture bactérienne

La premiere étape du test consiste a réhydrater la souche bactérienne

avec le milieu nutritif.

Si le milieu nutritif est préparé en laboratoire, il est nécessaire

‘d'ajouter 20 ug/m! d'ampicilline au milieu nutritif au moment de la

réhydratation du réactif bactérien. Dix ml de milieu nutritif sont ajoutés aux

bactéries lyophylisées (20 ml pour les cultures d'une nuit).

Les cultures bactériennes réhydratées sont placées a 37,0 * 0,5°C dans

un incubateur ou un bain-marie pour une période de 4 3 12 heures.

L'incubation nocturne donne une densité bactérienne plus élevée qui doit par

la suite &tre diluée au moment de l'essai,

7.2 Préparation des dilutions de I'échantillon

Le solvant considéré le plus approprié pour le SOS Chromotest(MC) est
le DMSO 10% dans une solution saline stérile (0,85%). Toutes les dilutions
des échantillons et des contrdles positifs sont faites avec ce solvant. La
dilution des échantillons se réalise avant leur insertion dans les’ puits

appropriés de la microplaque.
a)  FEchantillon soluble dans I'eau

- Dissoudre I'échantillon avec la solution de dilution (diluant C).

- Préparer un minimum de 8 dilutions en série 1:2.

LG



b)

/11

Echantillon insoluble dans I'eau

Notes:

7.3

Le solvant de choix est le DMSO, il faut cependant prendre garde
de ne pas excéder une concentration de 2% v/v dans linoculum
bactérien. L'utilisation d'un autre solvant doit d'abord faire l'objet
d'essais pour déterminer la concentration maximale sécuritaire;
clest-a-dire celle qui causera peu ou pas d'effet toxique et aucune
activité génotoxique, tout en permettant une solubilisation
optimale de Ja substance a tester.

Préparer toutes les dilutions, un minimum de huit, avec du DMSO-
100%, puis ajouter 1 ul ou 2 ul aux puits correspondants. Pour ce
faire, utiliser une ultra micropipette (e.g. Eppendorf ultra-micro)
et changer d'embout & chaque prélévement. Les concentrations
initiales doivent, naturellement, &tre 50 ou 100 fois plus fortes

que les concentrations finales désirées.

Des essais ont démontré qu'il y a perte de produit si les dilutions
intermédiaires ou finales sont préparées avec du DMSO-10%.
Pour certaines substances (e.g. HAP), cette perte peut &tre

considérable et causer une estimation faussée de la CMG.

Préparation des contrdles positifs

Le SOS Chromotest(MC) fournit deux contrdles positifs:

Le 4NQO, ayant une concentration de 10 ug/ml (solution de départ);

Le 2AA, ayant une concentration de 1 mg/ml (solution de départ);

les dilutions suivantes sont suggérées: .
4NQO:

.

Réaliser 7 dilutions en série (1:2) dans le diluant C a partir de la
solution de départ.
La solution de départ sert de premiére dilution.

S
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- 2AA:
Diluer la solution de départ avec 90 ul du diluant C pour obtenir-
une solution intermédiaire de 100 ug/ml
Réaliser 7 dilutions en série (1:2) de la solution a concentration
intermédiaire dans le diluant C
La solution a concentration intermédiaire constituera la premiere

dilution du contréle positif avec activation

7.t Disposition des échantillons dans la microplaque

Cette section propose une disposition des échantillons dans les
microplaques (tableau 1). Deux microplaques sont utilisées; la microplaque 1
pour l'essai sans activation métabolique (- $9); la microplaque 2 pour l'essai
avec activation métabolique (+S9). A I'exception de I'étape ¢, les mémes

opérations sont effectuées sur les deux microplaques.

a) Blanc .
- Introdujre 10 ul du diluant C dans chaque puits de la colonne 1

b) . Bruit de fond et viabilité (témoin)

~ Introduire 10 ul de diluant C dans chaque puits de la colonne 2

c)  Contrdle positif
Microplaque 1
- Introduire 10 ul des solutions diluées du #NQO dans les puits de la
colonne 3
Microplaque 2
- Introduire 10 ul des solutions diluées du 2AA dans fes puits de la

colonne 3

d)  Echantillon
- Les colonnes & a 12 servent aux échantitlons: Introduire 10 ul des
dilutions des échantillons dans chacun des puits correspondants.
13
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TABLEAU 1
DISPOSITION DES ECHANTILLONS DANS LA MICROPLAQUE

COLONNES

Concentration: ug/ml

1 2 3 » 5 6 7 8 9 1011 12
(ug/ml)
8NQO / 2AA
(plaque 1) (plaque 2)

A {I1oul 10 ul 10%/100% 10 ul de la solution de départ
(e.g. 100%) |

B {DMSO { DMSO 5150 10 ul de la solution de départ 1:2
(50%)

C  [10% 10% 2,5/25 10 ul de la solution de départ l:4

, (25%)

D |salin salin 1,25/12,5 10 ul de la solution de départ 1:8
(12,5%)

E puits puits 0,63/6,25 10 ul de la solution de départ 1:16
(6,25%)

F 0,32/3,22 10 ul de la solution de départ 1:32
(3,125%)

G 0,16/1,56 10 ul de la solution de départ 1:64
(1,5625%)

H 0,08/0,78 10 ul de la solution de départ 1:128
(0,78125%)

Blanc Témoin  Courbe Echantillons
standard
4NQO/2AA )

. lb
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7.5 Départ du SOS Chromotest(MC)

Aprés la période d'incubation du milieu bactérien et la préparation des

microplaques, procéder comme suit:

a)  Microplaques | et 2
- Introduire 100 ul de milieu nutritif (sans bactéries) dans chaque
puits de la colonne 1 _
- Pour la microplaque 2 (+ 59), ajouter au bouillon nutritif la méme
proportion de mélange S9 que pour I'inoculum bactérien (section
suivante), afin de tenir compte de la turbidité causée par le

mélange S9 sur la lecture colorimétrique.

b} Microplaque 1 (sans activation)
- Introduire 100 ul de culture bactérienne dans les puits des
colonnes 2 a .12
ATTENTION: L'utilisation d'une culture incubée durant une nuit
exige - habituellement que celle-ci soit
préalablement diluée d'un facteur 1:3 avec du
milieu nutritif. L'absorbance de la culture diiuée

doit &tre comprise entre 0,08 -0,15 a 600 nm.

Microplaque 2 (avec activation)
- Ajouter le mélange S9 a la culture bactérienne dans une
proportion de 25%

Culture nocturne: _
Pour un volume final de 10 m]:
4,2 ml  milieu nutritif
3,3mi  milieu bactérien
2,5m! mélange S9 |
Mélangér le milieu nutritif et bactérien avant l'ajout du

mélange S9 r

15
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. Culture d'une incubation de # heures:

Pour un volume final de 10 ml:
2,5ml mélange S9
7,5ml  milieu bactérien

. Si le mélange S9 du fabricant est utilisé, la réhydratation du -
mélange 'S9 s'effectue immédiatement avant son
introduction dans le milieu bactérien
Introduire 100 ul de la culture bactérienne dans chaque puits

des colonnes 2 & 12

Microplaques 1 et 2

Incuber les deux microplaques a une température de 37,0 £ 0,5°C
pour une période de 2 heures A

Durant cette période, le matériel génotoxique inferagit avec
I'ADN des bactéries du SOS ChromotestMC) et induit la synthése

de l'enzyme B-galactosidase .-

Ajout du chromogene et détermination de la viabilité de la culture

Apres les 2 heures d'incubation des deux microplaques, procéder comme

Réhydrater la phosphatase alcaline lyophilisée avec 10 ml de

chromogene bleu. Une microplaque utilise 9,6 ml de phosphatase

- alcaline rehyd.ratée avec le chromogéne bleu. L'emploi de deux

microplaques exige la reconstitution de deux mélanges
phosphatase alcaline/chromogene bleu
Homogénéiser les deux mélanges de reconstitution (si deux

microplaques sont utilisées)

w16
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Introduire 100 ul de ce mélange dans chaque puits des deux

microplaques

Incuber les microplaques a 37,0 * 0,5°C pour une période de 30 3
120 minutes jusqu'au développement d'une coloration bleu-vert du

contenu des puits

Détermination de l'activité génotoxigue

L'analyse de ['activité génotoxique des échantillons peut &tre

déterminée visuellement ou quantitativement par un spectrophotometre.

Dans les deux cas, la comparaison se réalise entre la densité de la coloration

des témoins (puits recevant le diluant et le milieu bactérien, colonne 2) et la

densité de la coloration des échantillons {puits ayant recus les dilutions des"

“échantillons ou des contrles positifs).

7.7.1 Analyse visuelle des résultats

7.7.1.1 Observation des contrfles positifs

Comme l'échantillon (4NQQO ou 2AA) est dilué, une relation
dose-réponse doit normalement apparaltre. Le test est éliminé si

le contrdle positif ne réagit pas.

7.7.1.2 Viabilité des bactéries

L'activité de la phosphatase alcaline (coloration jaune) est
un indicateur de la viabilité bactérienne . Si la coloration jaune
apparait dans les puits des échantillons et des. térioins, les
échantillons sont considérés non toxiques. Le test est éliminé si
la coiération jaune n'apparait pas dans les puits du témoin
(bactéries non-viables).

W17
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7.7.1.3 Observation de l'activité génotoxique des échantillons

Les concentrations des échantillons donnant une réaction
bleue sont l'indice de l'activité génotoxique du produit sur I'ADN

des bactéries.

Analyse par lecteur de microplague

7.7.2.1 Calibration du lecteur de microplague (blanc)

La premiere colonne des microplaques sert a calibrer le

lecteur de microplaques et permet la correction de la lecture de

~ I'absorbance due aux réactifs sans activité bactérienne.

7.7.2.2 Bruit de fond du témoin .’

La deuxiéme colonne de chacune des microplaques permet
de quantifier la réponse des bactéries en présence seulement des
réactifs par mesure de la densité optique a des longueurs d'onde
de 615 nm et 405 nm. '

7.7.2.3 Mesure de l'activité génotoxique

L'intensité de la ‘coloration bleue des échantillons et des
contrdles positifs est mesurée par densité optique 3 une longueur
d'onde de 615 nm. La viabilité des bactéries est évaluée en lisant
la densité optique de 405 nm, ‘

Habituellement, le développement de coloration en présence
du mélange 59 est plus lent. Les lectures peuvent seffectuer
systématiquement aux 15 minutes ou a l'apparition d'un gradient
de couleur ou encore par choix arbitraire d'un temps fixe
d'incubation. ‘

NE:
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Le critere de décision du temps de lecture est dépendant- de
'agent génotoxique et des particularités du lecteur de
microplaques (écart de la lindarité). La qualité de la culture
bactérienne (densité, viabilité, vieillissement, etc...) influence

également le temps de réponse.

Bien entendu, la prolongation du temps d'incubation favorise
le développement d'un plus fort gradient de couleur et d'une
coloration plus intense. Dans un tel cas, la sensibilité du lecteur
de microplaques peut devenir le facteur limitant & la prolongation
du temps dincubation. Par exemple, certains lecteurs de
microplaques, tels que le photometre de type Multiskan MC, ont
une valeur maximale au dela de laquelle la linéarité de la réponse
change (valeur maximale de 2 pour ce type de lecteur). 1l est
suggéré alors de procéder avec des lectures systématiques aux 15

minutes jusqu'a ce que la linéarité de la réponse soit modifide.

7.7.2.4  Correction photométrique

La- coloration originale d'un échantillon peut affecter la
lecture de la densité optique de I'échantillon. 1l est suggéré de
prendre une lecture des densités optiques des échantillons au
moment de l'introduction du chromogene. Ces valeurs sont
soustraites des valeurs de densité optique apres la période

d'incubation.

..19
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8. CALCUL ET EXPRESSION DES RESULTATS

Cette section ne s'applique que pour les utilisateurs d'un lecteur de

microplaques, L'annexe 1 présente un exemple de calcul.

3.1 Correction de la toxicité

La toxicité de certains échantillons peut interférer avec la réponse SOS
et perturber la linéarité des résultats. Les lectures de densité optique a 615
nm sont corrigées par le facteur de correction suivant:
Facteur de corrections DOq/DOy
ou: DOg: Densité optique moyenne a 405 nm de la phosphatase
alcaline seule (témoin) .
DOy: Densité optique a 405 nm de la phosphatase alcaline en
présence d'une concentration donnée du matériel mis a

I'essal.

Ce facteur de correction est multiplié a la valeur de densité optique a

615 nm pour une concentration donnée du matériel mis a l'essal.

8.2 Correction reliée a l'activité de la phosphatase alcaline

Le filtre a 405 nm ayant un faible pouvoir de résolution, une
surestimation des valeurs de densité optique a cette longueur d'onde peut
donc se produire due-a un empietement de la coloration bleue sur la jaune, Il

est donc nécessaire d'établir une valeur précise de densité éptique a 405 nm.

8.2.1 Courbe standard

L'empidtement du bleu sur le jaune s'établit 3 partir d'une courbe
standard. Une microplaque a 16 puits fournie par le fabricant- est
utilisée pour établir la courbe standard. | |

...20
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Les puits de cette microplaque contiennent des concentrations

décroissantes d'un réactif chromogéne bleu.

La courbe standard s'établit comme suit:

a)  Ajouter 100 ul de bouillon nutritif dans chaque puits de la

microplaque. ‘
b}  Lire la densité optique & 615 nm et a 405 nm

¢) Etablir la relation entre les densités optiques a 405 nm en

fonction des densités optiques a 615 nm.

Des essais en laboratoire ont démontré la similarité de la courbe

standard apres avoir effectué plusieurs replicats de celle-ci. Une

courbe standard peut donc &tre utilisée pour une grande série d'essai de
SOS CHROMOTEST(MC) et &tre vérifiée ponctuellement.

8.2.2 Correction de la valeur de la densité optique a 405 nm

La valeur corrigée de la densité optique a 405 nm pour une

concentration donnée de I'échantillon se calcule de Ja fagon suivante:

DOyq5

ou: DOyps
DOyo5E

DO615E

BOg5C

DO405C

1

1

DOyq5E ~ (DOg1sE X (DOyp5C/DOg) 5C))

Valeur corrigée de la phosphatase alcaline

Densité optique a 405 nm de ['échantillon

pour une concentration donnée

Densité optique a 615 nm de |'échantillon

pour une concentration donnée

Densité optique a 615 nm de la courbe

standard dont la valeur est la plus

rapprochée de la DOg| 5E

Densité optique a 405 nm de la courbe

standard correspondant a Ja DOg[ 5C
2l
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2.3 Facteur d'induction

Les facteurs d'induction sont déterminés selon la formule suivante:

F.L = DOg ) 5E/DO¢5E
DOg | 5T/DOyosT
o F,JI. :  Facteur d'induction

.DOg5E: Densité optique corrigée & 615 nm de I'échantillon pour une
concentration donnée
DOyp5E:  Densité optique corrigée a 405 nm de I'échantillon pour une
concentration donnée '
DOg5T: Densité optique moyenne a 615 nm du témoin

DOy 15T: Densité optique corrigée moyenne a 405 nm du témoin.

Les facteurs d'induction normalisent les réponses et permettent la
comparaison entre les essais avec ou sans activation-et entre les différentes

experiences.

8.4 Expression de l'activité génotoxique

Pour chacun des échantillons, uné relation des facteurs d'induction en
fonction des concentrations testées peut &tre tracée. La pente de la portion
lindaire de la courbe multipliée par un facteur de 10 représente l'indice du
potentiel d'induction génotoxique de l'échantillon, soit le SOSIP ("SOS

Induction Potential").

.22
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8.5 Test de signification de la pente

Un calcul statistique (Zar, 1984) permet de vérifier si la pente calculée
est significativement différente de zéro. L'hypothése nulle est: la pente est
égale -3 zéro. = Autrement dit, la réponse génotoxique n'est pas

significativement différente du témoin (P ¢ 0,05).

. L'intervale de confiance a 95% de probabilité sur la valeur de SOSIP est
déterminée par calcul selon les équations basées sur une droite de régression

linéaire.

8.6 Concentration minimale gzénotoxique

Pour chacun des échantillons démontrant un potentiel génotoxique, la
concentration minimale génotoxique peut é&tre établi. La concentration
minimale génotoxique correspond a la plus faible concentration de
I'échantillon indiquant une activité génotoxique. Concretement, il s'agit du
point d'intersection de la droite de régression avec la droite représentant un
F.I. de 1.1. Pour déterminer la concentration minimale génotoxique, ii est

suggéré de procéder ainsi:
a)  Calculer les F.I. comme indiqué 3 la section 8.3

b)  Calculer la droite de régression avec la portion linéaire de la

relation

c) Interpoler sur le graphique la‘ concentration de l'échantillon
correspondant a un F.I. de 1.1. Cette concentration représente la

concentration minimale génotoxique (CMG).
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Note:-  Lorsqulil ©~ y a relation dose-réponse mais qu'il est
mathématiquement ou graphiquement impossible d'interpoler la
CMG, rapporter la plus faible concentration ayant démontré un

F.I. supérieur a L.1.

- Pour les situations ol il n'y a pas de relation dose-réponse mais
qu'une ou plusieurs concentrations exhibent des D.O. 615
significativement différentes du témoin + 2 E.T., recommencer
l'essai avec des replicats (= 3) d'une mé&me ou des mémes
dilutions. Pour mettre en évidence une activité génotoxique,
procéder a une comparaison des moyennes (échantillon vs témoin)
3 l'aide du test "t" de Student 2 0,05 (Zar, 1984).

GLOSSAIRE
9.1 Génotoxigue | .

Activité toxique d'une substance par l'attaque du systéme génétique.

9.2 C.M.G.

Concentration minimale génotoxique soit la plus faible concentration

provoquant une réponse génotoxique.

9.3 SOSIP ou SOS Induction Potential .

Pente de la portion linéaire de la dose-réponse entre les.facteurs
d'induction et la quantité, en masse ou volume, soumise a l'essai. Il reflete
donc I'habilité d'un composé a induire une réponse SOS.

w2l
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ANNEXE 1
EXEMPLE DE CALCUL POUR LECTURE PHOTOMETRIQUE

- Le tableau 2 présente les données brutes de densité optique a 405 et 615 nm

obtenues apres lecture avec un photometre. Les étapes suivantes présentent la

maniere de procéder pour la réalisation des calculs de l'essai:

Etape I: ,
Faire la moyenne des lectures des blancs (colonnes 1 et 5).

Etape 23
Soustraire les moyennes des blancs des valeurs de DO 405 et DO 615 pour les

témoins et les échantillons (tableau 3),
Etape 3:
Correction de l'empietement colorimétrique des témoins (section 8.2).

La figure | présente une courbe standard obtenue telle que décrite a la

section 8.2.1. Cette courbe est la résultante de 23 essais différents.

La correction des valeurs de la DO & 405 nm pour les données du tableau 3 est
présentée au tableau %, Ces résultats sont obtenus comme suit (référence 3

{a section 8.2.2)
DOygs = DOygsE - (DOg sE X (DOygsC/DOg15C))

A partir des courbes de régression linéaire de la figure | et en considérant

que DOg | 5E = DOg | 5C, la valeur de DOyqs devient égale a:

DOygs = DOygsE - DOygsC ' (1)
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La DOyosC peut &tre obtenue des équations des régressions linéaires de la

figure 1 soit:
DOg15 - ml (conc.) ' )
DQygs = m2 (conc.) ()

Or, connaissant la valeur de la DOg)5 (dans l'équation 2), la valeur de la

DOyo5C peut étre évaluée comme suit (combinaison de l‘équatidn 2et3)

DOypsC =  m2fconc.) = m2 x|DOg5

m]

Sachant les valeurs des pentes des régressions linéaires, la valeur de la

DOyqgsC devient:

DOypsC =  2,822E-03 DOg sC = 0,1323 DOg;5C

2,133 E - 02
La valeur de la DOyq5 (équation 1) devient donc égale a I'"équation suivante:
DOyg5 = DOygsE - (0,1323 * DOgy3)
Etape #4:
Calcul de la moyenne et de l'écart-type des témoins

Au tableau 4, pour une DOygs, la moyenne est de 1,228 et l'‘écart-type de
0,011. Pour une DOg) s, la moyenne est de 0,287 et 'écart-type de 0,010.

Les criteres de décision pour juger si un résultat de DO présente une toxicité

ou une génotoxicité sont les suivants:

A3



. "Pour la toxicité:

Si la DOy(s corrigée de I'échantillon est égale ou inférieure a la DOygs
corrigée du témoin auquelle est soustraite la ‘valeur de deux écart-types,
I'échantillon est considéré toxique. Par exemple, I'échantillon no | {ECH -
no 1) du tableau % n'est pas considéré toxique et la DOg)5 n'exige aucune
correction. Cependant, 1'échantillon no 2 (ECH no 2) du tableau 4 devrait
&tre corrigé dans les sept premiéres dilutions avant de pouvoir interpréter la

DOg 5

. Pour la génotoxicité:

Si la DOg)s5 corrigé de l'échantillon est supérieure a la DOg)5 du
témoin auquelle est ajoutée la valeur de deux écart-types, I'échantillon est
considéré génotoxique pour cette concentration. Par exemple, I'échantillon

no 1 {ECH no 1) du tableau 4 présente une génotoxicité.

E’.tape bH

Correction de lempiétement colorimétrique et de la toxicité pour les

échantillons

L'empiétement colorimétrique des échantillons est évalué comme a |'étape 3.
Les données corrigées pour les échantitlons sont présentées au tableau 5. Si
la DOygs5 de I'échantillon est inférieure a la moyenne des DOyg5 des témoins,
la DOg|5 de I'échantillon est corrigée. La correction s'effectue comme
décrit a la section 8.1.

4

Ainsi, pour la premiére donnée de la colonne 4 du tableau 4, la correction de

la toxicité est effectuée comme suit: -

WAL
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Facteur de correction = DOy / Ddx = 1,228/0,55 = 2,23
DOg| 5 corrigé = DOgIsE  * Facteur de correction
DOg| 5 corrigé = 0,073 2,23 o
DOg |5 corrigé = 0,163

Etape 6:

Calcul des facteurs d'induction

Le tableau 6 présente les facteurs d'induction calculés a partir des données
corrigées pour les échantillons. La détermination des facteurs d'induction

s'effectue comme décrit a la section 8.3.

Ainsi, pour la premiere donnée de la colonne 4 du tableau 5 (ECH no 2), le

facteur d'induction est calculé comme suit:

Fl. =  DOg5E/DOygsE 0,163 / 0,55 0,296
DOg)5T/DOygsT 0,287 [ 1,228 0,234
F.I. = 1,268
Etape 7:

Expression de l'activité génotoxique

La figure 2 illustre la distribution des facteurs d'induction en fonction des
quantités (en volume ou poids) ou des concentrations soumises de
I'échantillon. Une droite de régression est réalisée avec les six (6) derniers
points soit la portién linéaire de la distribution, ayant un facteur d'induction
supérieur ou égal a 1.1. La pente de cette droite est de 13,09 et correspond a
un SOSIP de 130,9 (SOSIP = 10 * pente = 10 * 13,09 = 130,9). .= - -

v A5
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Etape 8:

Test de signification de la pente

Le test de signification de la pente revient a vérifier si la pente est
significativement différente de zéro. Pour ce faire, on utilise le principe de

la distribution d'échantillonnage de la pente..
Les hypothéses se formulent comme suit:
Hy La vraie pente de I'équation de régression est nulle.

Hy La pente n'est pas nulle ou une partie de la variation de y

(F.L) est expliquée par celle de x (concentration).

our  tp = m
¥ var (m)
dl = n - 2

Si {tm| est inférieur a te</7, la valeur observée se trouve dans les limites
acceptables de fluctuations de la variable t. L'hypoth&se H, est donc
acceptée au seull de signification o< . Si ftm] est supérieur a to¢/p,
I'hypoth&se H, est rejetée avec un risque d'erreur égal'd o¢. Dans un tel cas,
le ‘SOSIP établi n'est donc: pas nul, indiquant une réponse positive face a

'activité génotoxique.
Pour I'"échantillon no | du tableau 6, le t calculé est de 20,9 et le t de la table

pour 4 degrés de liberté et un seuil de probabilité de 0,05 est de 2,77.

L'hypotheése Hg est donc refusée et il y a réponse positive génotoxique.

+A-6
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Etape 9:
Intervalle de confiance de la pente (du SOSIP) d'une droite de régression

Pour un SOSIP déterminé, les intervalles de confiance a 95% peuvent &tre

établis de la fagon suivante:

SOSIP - teryp Vvar(SOSIP) ¢ SOSIP « SOSIP + te /2 ¥var(SOSIP)

Pour I'échantillon no | du tableau 5, le SOSIP est de 130,9 et les:intetfvalles
“de confiance a 95% sont de 113,6 a 148,2.

Etape 10:

Détermination de la concentration minimale génotoxique

De la figure 3, la concehtr_ation minimale génotoxique est évaluée a 0,0029.



TABLEAU 2
DONNEES BRUTES DE DENSITE OPTIQUE A 405 ET 615 nm
OBTENUES APRES LECTURE AVEC UN PHOTOMETRE

- DOyps DOg) 5
BLANC TEMOIN .ECHno ! ECH no 2 BLANC TEMOIN ECHnol ECH no 2

0,247 1,539 1,649 0,814 0,04 0,318 1,269 0,124
0,252 1,508 1,645 0,875 0,044 - 0,334 1,081 0,207
0,263 1,522 1,609 0,975 0,056 0,342 0,847 0,3
0,261 1,517 1,573 1,093 0,054 0,349 0,634 0,356
0,255 1,513 1,553 1,204 0,051 0,337 0,497 . 0,369
0,257 1,509 1,528 1,33 0,052 0,33 - 0415 0,348
0,249 - 1,515 1,505 1,437 - 0,053 034 0,369 0,329
0,248 - 1,538 1,533 1,518 0,059 0,354 0,355 0,355
MOYENNE

0,254 1,520 0,051 0,338

E.T.

0,006 0,011 - 0,006 0,010



TABLEAU 3
VALEURS DES DO APRES SOUSTRACTION DES
YALEURS DE LA MOYENNE DES BLANCS

‘ DOyps DOgy s ’
BLANC TEMOIN ECHno | ECHno2 BLANC TEMOIN ECHnol ECH no 2

0,247 1,285 - 1,395 0,560 0,041 0,267 1,218 - 0,073

0,252 1,254 1,391 0,621 0,044 0,283 1,030 0,156
0,263 1,268 1,355 0,721 0,056 0,291 0,796 0,249
0,261 1,263 1,319 0,339 0,054 0,298 0,583 0,305
0,255 1,259 1,299 0,950 - 0,051 0,236 0,446 0,318
0,257 1,255 1,274 1,076 0,052 0,279 0,364 0,297
0,249 1,261 1,251 1,183 0,053 0,289 0,318 0,278
0,248 1,284 1,279 1,264 0,059 0,303 0,304 0,304
MOYENNE

0,254 1,266 _ 0,051 0,287

E.T.

0,006 0,011 | ‘ 0,006 0,010



TABLEAU &
VALEURS DES DOy(5 APRES
CORRECTION COLORIMETRIQUE

DO405 ' : DOg| 5
BRLANC TEMOIN ECHnnol ECH no 2 BLANC TEMOIN - ECH o | ECH no 2

0,247 1,250 1,234 0,550 0,041 0,267 1,218 0,073
0,252 1,217 1,255 0,600 0,044 0,283 1,030 0,156
0,263 1,230 1,250 0,688 . 0,056 0,291 0,79 0,249
0,261 1,224 1,242 0,799 0,054 0,298 0,583 0,305
0,255 1,221 1,240 0,908 0,051 0,286 0,646 0,318
0,257 1,218 1,226 1,037 0,052 0,279 0364 . 0,297
0,249 1,223 1,209 L146 0,053 0,289 0318 . 0,278
0,248 ,244 1,239 1,226 0,059 0,303 0304 0,304
MOYENNE

0,254 1,228 0,051 0,287

E.T.

0,006 0,011 | 0,006 0,010

MOYENNE - 2 E.T. . MOYENNE + 2 E.T.

1,206 ~ 0,308



TABLEAU 5
VALEURS DES DOg| 5 APRES
CORRECTION DE LA TOXICITE

DOyQs | ' DOg15 _
BLANC TEMOIN ~ ECHno | ECH no 2 BLANC TEMOIN ECHno!l ECH no 2

0,247 1,250 1,234 0,550 0,041 0,267 1,218 0,163
0,252 1,217 " 1,255 0,600 0,044 0,283 1,030 0,319
0,263 1,230 1,250 0,688 0,056 0,291 0,796 0,444
0,261 1,224 1,242 0,799 0,054 0,298 - 0,583 0,469
0,255 1,221 1,240 0,908 0,051 0,286 0,446 0,430
0,257 - 1,218 1,226 1,037 0,052 0,279 0,364 0,352
0,249 1,223 1,209 1,146 0,053 0,289 0,318 0,298
0,248 1,244 1,239 1,224 0,059 0,303 . 0,304 - 0,305
MOYENNE

0,254 1,228 , 0,051 0,287

E.T. _

0,006 0,011 ' 0,006 0,010

.MOYENNE - 2 E.T. MOYENNE + 2 E.T.

1,205 ‘ 0,308



. TABLEAU 6
VALEURS DES FACTEURS DINDUCTION

DOyps DOg1 5 F.L F.L
FNC TEMOIN ECHnol ECHno2 BLANC TEMOIN ECHnol ECHnol ECHno2 ECHno?2

ht 1,250 1,234 0,550 0,041 0,267 1,218 4,227 0,163 1,268

152 1,217 1,255 0,600 0,044 0,283 1,030 3,515 0,319 2,273
23 1,230 1,250 0,688 0,056 0,291 0,796 2,727 o6t 2,764
261 1,224 1,242 0,799 0,054 0,298 0,583 2,010 . 0,469 2,513
) 1,221 1,240 0,908 0,051 0,286 0,446 1,540 0,430 2,028
157 1,218 1,226 1,037 0,052 . 0,279 0,364 1,271 0,352 1,452 °
2 ) 1,223 . 1,209 1,146 0,053 0,289 0,318 1,126 0,298 1,112
2l 1,244 1,239 1,224 0,059 0,303 0,304 1,050 0,305 1,067
DYENNE

4 1,228 0,051 0,287

T,

) 5 0,011 : 0,006 0,010

_ /ENNE - 2 E.T. MOYENNE + 2 E.T.

1,205 0,308
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- AVANT-PROPOS

Le Bureau de normalisation du Québec, en collaboration avec le
ministére de l'Environnement, a mis sur pied un projet de mormalisation
des méthodes d'analyse 3 caractére environnemental de fagon 3 amé&liorer
les outils de travail mis i la disposition des laboratoires oeuvrant dans
le domaine de l'environnement.

Pour réaliser ce projet, 8 comlt&s techniques rattach&s & un
comité de coordination ont &té créés 3 l'automne de 1982 avec le mandat de
normaliser et remettre & jour des méthodes analytiques manuelles ou auto-
matisées.  Les méthodes visdes sont celles utilisées dans la réglementa-
tion relative & l'environnement et dans le cadre du programme d'assainis-
sement des eaux ainsi que dans d'autres projets reliés & l'environnement.

Le présent document s'adresse donec 3 tous les laboratoires ou
intervenants reliés & 1'environnement.
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" Le présent document a &té &laboré par le comité de normalisa-
tion des méthodes biclogiques, formé des membres suivants:

BLALSE, Christian

COUTURE, Pierre .
JOUBERT, Gérald {président)

MARENGO, Claude
ROY, Yves
SPEYER, Menno

THELLEN, Claude

Service de la conservation et de la
protection de l'environnement -~ En~
vironnement Canada

Institut national de la recherche
scientifique -~ Eau

Laboratoire de Québec - Ministére
de 1'Environnement du Québec

Laborateire d'Environnement SY inc.
Eco-Recherches (Canada) inc.
Centre de recherche Noranda

Laboratoire de Québec - Ministére
de 1'Environnement du Québec
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Le présent document a &té entériné par le comité de coordina-
tion pour la normalisation des méthodes d'analyse 8 caractére environne-
mental, formé& des membres suivants:

BISSON, Marc ' Laboratoire de Québec = Ministéra
de-1'Environnement du Québec

BOUCHARD, Aristide (président) Direction des laboratoires - dinis-
- tére de l'Environnement du Québec

COTE, Laureaunt Laboratoire de Montréal - Ministére
de 1'Environnement du Québec

GERMAIN, André . . Service de la conservation et de la
: protection de l'environnement — En—
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. de 1l'Environnement du Québec
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EAUX — DETERMINATION DE LA TOXICITE

METHODE AVEC LA BACTERIE BIOLUMINESCENTE

Photobacterium phosphoreum

INTRODUCTION

La méthode analytique utilisant le r&actif bactérien (Photo-

bacterium phosphoreum) est employ&e pour la détermination d'une toxicité

aigué& sur des &chantillons liquides. Cette bactérie parine posséde la ca-
ractéristique d'émettre une &nergie lumineuse résultant de processus méta-
boliques particuliers, et pouvant &tre mesur&e 3 l'aide d'un appareil muni
d'un photodé&tecteur spécifique. Ce test de toxicité mesure 1l'inhibition
de la bicluminescerice d'une population bacté@rienne mise en expérimentation
dans des conditions définies, laquelle s’exprime par une CI30 de 3, 15.ou
30 minutes. Ce bicessai s'avére utile pour le dépistage et la surveillan—
ce parce qu'il est simple, rapide et relativement peu colteux.

La sensibilité du test se compare avantageusement d celle de
d'autres bioessais reconnus (daphnies, poissons, par exemple). Il faut
cependant souligner que le test doit &tre réalis@ dans des conditions ma-

rines.

La procédure expérimentale a 8té& congue par la compagnie Beck~
man qul a, par la mdme occasion, mis sur le marché en 1978 un appareil de
mesure de luminescence appelé Microtox. ’

Depuis, les 8crits scientifiques concernant cette méthode d'a-
nalyse donnent un apergu des difféZrentes applications possibles pour cette
biocanalyse (voir la bibliographie au chapitre 11). .

DOMAINE D'APPLICATION

Le test utilisant la bactérie Photobacterium phosphoreum est
applicable pour déterminer la toxicité de divers échantillons liquides
tels que: les eaux usdes de type industriel, municipal ou agricole; les
produits chimiques purs et commerciaux; les eaux de surface; les eaux de

e |
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lixiviation et lixiviats de résidus solides; de m@me que toute autre solu-

"tion aqueuse susceptible de contenir des substances toxiques.

PRINCIPE ET THEOQORIE

Ce test de toxicit® consiste & déterminer 1l'inhibition -de
l'activité bioluminescente de la bactérie marine Photobacterium phospho~
reum. Cette inhibition est exprim&e sous forme de CIS0 (5, 15 ou 30 minu—

tes) rapportées en unités toxiques correspondant 3 chacune de ces valeurs.

La détermination des rZactions d'inhibition nécessite l'utilisation d'un
appareil muni d'un photod&tecteur capable de mesurer l'activité biolumi-
nescente du réactif bactérien, lequel consiste en une souche genethuement
uniformisée de la bactérie marine. Ces bactéries sont lyophilisées en

phase exponentielle de c¢roissance. Elles sont hydratées avec une solution
de reconstitution afin de donner des suspensions bacté&riennes homogénes &
chaque série de tests.

Puisque le mécanisme de production de lumiére de la bactérie
est lié 3 l'activité m&tabolique cellulaire, la présence d'un toxique aura
pour effet de diminuer proportionnellement l'activit& luminescente. La
réponse &tant trds rapide, l'effet peut donc &tre mesuré par des tests 32
court terme.

FIABILITE

3.1 Interférence

La présence de matigres en suspension ainsi que la couleur de
1'échantillon peuvent nuire i la mesure de luminescence de la bactérie.

-

Il faut alors corriger selon la procé&dure décrite § la section 7.5.

3.2 ILimite de détection

I1 a &té &tabli 3 partir de 236 donnfes obtenues sur une pé-
riode de 30 jours que 12 % d'inhibition de biocluminescence correspond au
minimum d‘'inhibition significativement détectable, compte tenu des varia-
tions dueés 4 la souche bactérienne et 4 l'appareil (Environnement Québec,
1986). D'une fagon pratique, la llmlte de d&tection de la toxicité est
d'une (1) unité toxique.

3.3 Limite de quantification

Il a étd &tabli 3 partir de 236 donndes obtenues sur une pé—
riode de 30 jours que 17 % et 83" 7% d'inhibition correspondent au minimum
et au maximum d'inhibition significativement quantifiable, compte tenu des
variations dues 3 la souche bactérienne et 3 l'appareil (Environnement
Québec,1986). D'une fagon pratique, la limite de quantification de la to-
xicité est &quivalente 3 la limire de détection, soit une (1) unité toxi-

que.

- page 2
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3.6 Fidélité
3.4.1 Réplicabilité

-

Aucune donnée statistique n'est disponible.

3.4,2 Répétabilitd

Aucune donnée statistique n'est disponible.

3.4.3. Reproductibilité

Une série de 9 essais réalisés avec 3 lots -de réactifs biolo-
giques par 3 techniciens sur 3 instruments différents montre que la CIS50
du lauryl sulfate de sodium (LSS) est de 1,57 mg/L. L’écart-type est de
0,28 mg/L. Le coefficient de variation des 8l tests est de 18,2 Z. Le
ccefficient de variation pour les lots varie entre & % et 10 %. - Aucune
différence significative n'est notée en considérant les analystes et les
instruments (Bulich et coll, 198L).

3.5 Justesse

Aucune donnde statistique n'est disponible. -

PRELEVEMENT ET CONSERVATION

4.1 Prélévement
" L'échantillon liquide doit &tre prélevé dans un contenant &
parol inerte rempli & pleine capacité&. Le volume minimal requis est de

100 mL. D&s le prélédvement, 1'échantillon doit &tre conservé 3 envirton
4 °C jusqu'd son arriv8e au laboratoire.

4.2 Agent de préservation

Aucun agent de préservation ne doit &tre ajouté.

4.3 Délais et conservation

Pour les &chantillons liquides, le délai maximal de conserva-
tion entre le pré&ldvement et l'analyse est de 96 heures.

APPARETILLAGE .

5 ol Matériel
- Récipient pouvant c0uten1r 10 mL d'echantlllon.

- Tubes en verre de 12 mmn x 75 mm, avec support.

Cnace 3
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- Cuvettes d'incubation (Microtox ou l'équivalent, jetables,
12 mm x 50 mm).

~ Cuvettes & double paroi servant 3 la correction photometrl—
que (Microtox ou l'équivalent).

- Micropipettes de 10 tL, 500 UL et 1000 pL.
5.2 Equipement

- Photomdtre (Microtox ou l'&quivalent).

— Enregistreur avec papier.

pH métre.

Agitateur 3 vortex.

—~ REfrigérateur i une température réglée entre 2 °C et 8 °C.

ORGAWISMES BIOLOGIQUES ET REACTIFS

6.1 QOrganisme biologidque (réactif Microtox)

Le réactif est une souche lyophilisée de la bactédrie marine
bioluminescente Photobacterium phosphoreum. Selon le fabricant, le réac-
tif est stable pour une période.de 6 mois lorsqu'il est conservé 3 une
température entre 2 °C et 8 °C.

. >
6.2 Solution de reconstitution

) Cette solution, fournie par le fabricant, sert 3 la reconsti-
tution du réactif bactérien lyophilis&. Elle est constituée d'une eau pu—
rifiée et est considérée stable pendant un (1) an lorsqu'elle est conser-
vée entre 2 °C et 8 °C. Cette solution ne doit pas &tre congelée.

6.3 Solution de dilution

Cette solution, fournie par le fabricant, sert 3 la prépara-
tion des dilutions de 1l'é&chantillon. Elle est constitue d'une eau puri-
£iée, contenant 2 % de chlorure de sodium (NaCl). Ce diluant est considéré
stable pendant un (1) an lorsqu'il est conservé entre 2 '°C et 8 °C. Il ne
doit pas &tre congelé.

6.4 Chlorure de sodium

L'origine marine du réactif bactédrien nécessite l'ajustement
des échantillons 3 2 % (P/V) de salinité par ajout de cristaux de chlorure
de sodium. -
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PROTOCOLE ANALYTIQUE

Le protocole détaillé ci-aprés est spécifique au systéme d'a-
nalyse Microtox qui utilise l'appareil de la compagnie Microbics Corpora-
tion (Mlicrotox, modéle 20553). Tout autre systéme capable de détecter des
diminutions de bioluminescence de la bactérie Photobacterium phosphoreum
peut &galement &tre utilisé.

7.1 - Préparation de l'appareil
7.1.1 < Etalonnage

L'appareil doit &tre &talonng de la facon suivante:

a)
b)

c)

d)
e)

£

g)

h)

i)

D)

k)

1

reil).

mettre l'appareil en marche;
appuyer sur le bouton HV;

tourner le bouton 100 ¥ ADJ envirom 4 tours, de fégon i
ajuster la lecture & 100, puis enclencher le systéme de
blocage; '

placer le bouton de la sensibilité (SENSITIVIT?) i X10;

fermer le puits de la tourelle vide;
appuyer sur le bouton RUN puis sur le bouton CAL (le signal
numérique devrait donner 100 + 5);

ramener le bouton de la sensibilité (SENSITIVITY) 2 X1;

ajuster le signal 3 0 avec le bouton ZERO ADJ jusqu'au

scintillement du signe "=", puis enclencher le systéme de
blocage (le puits de la tourelle doit &tre vide et ouver;);

vérifier la température de la tourelle (TURRET) (15 °C), de
1'incubateur (INCUB) (15 °C) et du puits de bactéries (AIR)
(3 °C); .

vérifier le voltage de l'appareil en appuyant sur le bouton
HV CHECK (le signal numérique devrait donner entre —600 et
-900);

appuyer sur le bouton RUN;
mettre l'enregistreur em marche, fermer la tourelle vide et

appuyer sur le bouton CAL. (Ajuster l'enregistreur pour
obtenir une réponse similaire 4 celle fournie par l'appa-

L]

page 5
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7.1.2 Lecture

. Chaque lecture de luminescence est faite dans le puits de la
tourelle et requiert un temps de stabilisation d'environ 3 secondes.
L .

7.1.3 Incubateur

Sur l'appareil, le systéme d'incubation 3 15 °C comporte 15
puits, qui sont disposés de la fagon suivante:

. 1 2 3 b 5

A o o. o o o

B o o o) 0 0

‘ c o o - o o o)

L'annexe A décrit un moyen efficace pour utiliser ce systéme
lors d'un test de toxicité ré&alisé sur 5 concentrations d'un &chantillonm..

7.2 Reconstitution du réactif bactérien

La reconstitption'du'réact;f s'effectue de la fagom sulvante:

a) introduire 1,0 mlL de la solution de recomstitution dans une
, cuvette d'incubation et refroidir '@ 3 °C dans le puits du
{ : . . téactif bactérien pendant environ 5 minutes; '

’ b) lorsque 1'&quilibre thermique es;-atteint, sortir du réfri-
% - gérateur une fiole de bactéries lyophilis&es puis verser
rapidement la solution de reconstitution dans celle-cij;

¢) mélanger et transférer rapidement le réactif blologique re-
constituéd dans la cuvette d'incubation et replacer celle-ci
dans le puits réfrigéré 4 3 °C;

d) stabiliser le réactif durant 15 minutes avant de l'utiliser
pour les tests. :

7.3 ‘ Préparation de l'échanfillon

7.3.1 Inspection visuelle de 1'échantillon

-

Les &chantillons colorés ou turbides, ou les deux 3 la fois,
- . - - 3 4
peuvent interférer sur les déterminations de luminescence. Ces interfé-
rences devront &tre corrigées conformément & l'article 7.5.

page 6 . -
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7.3.2 Ajustement de la salinité

Pour les &chantillons d'origine non marine, l'ajustement de la
salinité se fait ,par 1l'ajout de 0,2 g de NaCl par 10 mlL d'échantillon.

les &chantillons d'origine marine ne subissent aucune modifi-
cation de leur teneur saline. ‘

7.3.3 Préparation des dilutilons

La détermination de la toxicit& se fait 3 partir des lectures
obtenues sur diverses concentrations de 1'é&chantillon testé. Avec l'appa-
reil Microtox, un test peut comporter solt une série de 6 concentrations
du produit avec un témoin ou encore une sé&rie de 5 concentrations du pro-
duit avec¢ duplicata du témoin (voir l'exemple dé&taillé 3 1'annexe B).

NOTE 1 - TLa procédure du biloessai implique une dilution ultdrieure de 1'é-~

chantillon & 50 Z. Donc, ne pas oublier de préparer la série de
concentrations au double de la gamme prévue pour le test.

7.4 Procédure du bicessai

7.4.1 Test préliminaire

Le but du test préliminaire est de situer l'ordre de grandeur
de la CI5S0. Ce test s'effectue 3 2 concentrations différentes avec un té-
molin. Tl est réalisé sur une gamme plus &tendue de concentrations de ma-—
niére 3 situer la zone de toxiclté&, ce qui permettra de fixer un meilleur
choix des concentrations lors du test d&finitcif.

EXEMPLE - L’ exemple suivant décrit la procédure d'un test pré&-
"liminaire utilisant des concentrations de 2 Z et 50 % v/v appliqué 3 un
effluent:

a) introduire un minimum de 0,5 mL de diluant et 0,6 amlL de
1'échantillon salinlse dans deux cuvettes d'incubation et
laisser stabiliser & 15 °C dans les puits d' lncubation A4

et B4 réspectivement;

b) introduire 0,5 mlL de diluant dans les cuvettes d'incubation
A5, B5 et C5 et laisser stabiliser & 15 °C dans les puits
d'incubation;

c) ajouter 10 {L de suspension bactérienne dans les cuvettes
A5, B5 et C5, agiter et replacer i 15 °C pendant environm 10
minutes;

d) ajuster le signal numérique de l'appareil i 95 avec la cu-
vette témoin AS et noter la lecture initiale (Ig) des cu-

vettes B5 et C5;

i §
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e) ajouter immédiatement 0,5 mL du diluant (de A4) dans la cu-
vette témoin A5, 10 ML de l'é€chantillon (de B4) dans la cu—
vette B5 et 0,5 ml de l'échantillon (dé B4) dans la cuvette
C5. ©Noter la lecture finale aprés 5 minutes d'incubation

(15) -

7.4.2 Test définitif (5 concentrations avec duplicata des témoins)

. La cuvette A3 doit contenir suffisamment de diluant (1,5 mL)
ajusté 34 15 °C pour permettre la préparation et la dilution dans les cu~-
vettes témoins:

-

a) suite 3 la prépa:étion des dilutions décrites 3 la section
7.3.3, incuber les tubes 3 15 °C dans les puits Bl, B2, B3,
B4 et BS5 {(par ordre croissant de concentrations);

b) dans les cuvettes Cl, C2, C3, C4, CS puis dans les témoins
A4 et AS, introduire 0,5 wlL du diluant. Incuber durant 5
minutes, ajouter 10 fL de la suspension bactérienne, mélan~
ger et lalsser stabiliser l'activité bactérienne pendant 10
-minutes, laquelle est suivie sur l'enregistreur;

¢) lorsque 1'&quilibre de temp&rature est atteint, ajuster le
signal numérique de l'appareil 3 environ 95 3 partir de la
cuvette contenant la suspension bactérienne (Cl & C5 et A4,
AS5) présentant la plus .forte activité. Noter également la

lecture initiale pour chacune des six autres cuvettes (10)3

d) transférer immédiatement 0,5 mL dé chacune des concentra-
tions de 1l'&chantillon dans la cuvette d'incubation corres-—
pondante et agiter. Commencer par les témoins, puls aller
de la plus faible concentration vers la-plus forte; ‘

e) incuber pendant 5 minutes, puis noter la lecture finale
(IS), en reprenant le méme ordre de lectures que pour les

lectures initiales (Ig)-

Les lectures peuvent Etre prises &galement aprés 15 minutes ou
30 minutes.

NQOTE 2 - Les lectures se font par'ordre croissant de concentrations. Le
temps de lecture requis d Iy, Ig, 115 et Iyg doit tenir compte du
temps requis pour la préparation des concentratlons (voir l’ele—
ment d). . .

7.5 Correction photométricue

La procédure suivante, utilisant une cuvette 3 double paroi,
permet de quantifier indirectement la réduction de lumidre causée par la

page 8
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couleur ou la turbidité d'un gchantillon, ou l'une et l'autre (voir note

3):

a) ;introduire 1,5 mlL de diluant dans' la chambre extérieure

o)

d)

d'une cuvette 3 double parol et la placer dans le puits de
la tourelle;

4

Antroduire 1,0 ml du diluant dans une cuvette d'incubation

et 2,0 oL de la plus forte concentration de 1l'échantillon
testé dans 2 cuvettes d'incubation et les placer dans les
puits d'incubation 3 15 °C. L'une servira au nettoydge de

la cuvette 3 double. patoli et l'autre 3 la mesure.de lumi-
nescence {voir note 4);

aprés &quilibre thermique, introduire 50 pL du rdactif bac-
térien dans la cuvette d'incubation contenant le diluant et
agiter; '

dans la chambre inté&rieure de 1a cuvette 3 double paroi,
ajouter la solution bacté&rienne 3 une hauteur &quivalente 3
celle de la chambre extdrieure et chasser les bulles par.

chiquenaudes,

fermer la tourelle, placer le bouton de lfappereil en posi-
tion de lecture (READ) et ajuster le signal numérique 3 en—

" viron 90 avec le bouton d'ajustement (100 Z ADJ). Incuber

£)

g)

h)

pendant environ 20 minutes, jusqu'd la stabllisation de 1la
réaction de luminescence. Cette r8action doit &tre suivie
avec l'enregistreur. Les quatre dernidres minutes les plus
stables serviront au calcul de correction photométrique
(voir article 8.3); : '

sans retirer la cuvette de la tourelle, vidanger le diluant
contenu dans la chambre exté@rieure en l'aspirant 3 l'aide
d'une pipette pasteur ou d'une seringue; rincer ce compar-
tlment avec 1,5 mlL de 1l'&chantillon stabilisé i 15 °C et
vidanger de nouveau;

introduire 1,5 wl de 1'&chantillon préparé en b) dans la
chambre extdrieure de la cuvette;

fermer la tourelle et enregistrer l'activité bloluminescen-—
te pendant au moins 10 minutes. Les doninées enregistrées
entre la sixidme et la dixi8me minute serviront au calcul
de correction phptométrique (voir article 8.3).

NOTES -

3) S'assurer que la température dans les pults est la méme
que celle employee pour le biloessai dé&finicif et urtili-
ser la méme souche bacterienne.

o i Y
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4) Pour un produit chimique ou une solution inconnue, em-
ployer la plus forte concentration utilisée pour le bio-
essaj définitif.

7.6 Toxigue de référence

Le toxique de référence recommandé est le lauryl.sulfate de
sodlum {(LSS). Compte tenu du potentiel de variabilité entre les réactifs
bactériens, il est recommandé de procéder & un test de ré&férence pour cha=-
que réactif reconstitué. Il est suggdré gue le test solt réalisé 3 une
gamme- de concentration de 0,5 mg/L 3 25 mg/L de LSS.

CALCUL ET EXPRESSION DES RESULTATS

Les donndes et les valeurs calculdes peuvent &tre compilées
sur une feuille de résultats comme celle présent&e au tableau 1. Cette
feuille de résultats inclut les renseignements relatifs 3 1'échantillon et
4 la souche bactérienne ainsi que le tableau des dounfes observées et cal-
culées. Ce tableau présente les données obtenues des té&moins pour chaque
niveau de concentration alnsi que la cor*ectlon photometrlque, sl néces-
saire.

8.1 Calcul du rapport des témoins: R,

La formule sulvante-permet. de calculer le facteur de correc=
tion relié 3 la variabilité de l'activité bioluminescente des témoins du-

" rant chaque test:

. _ L (D)
Re = 150D

ol Ry t activité des témoins apréds le temps t;
Ig(T): valeur initiale de la bioluminescence du témoin;
I.{T): valeur au temps t de la bioluminescence du témoin.

Calculer d'abord Ry pour chaque réplicat des témoins, et &ta-
blir la moyenne ﬁi. Ceci permet, par la m8me occasion, de comparer 1l'ac—
tivité de chague témoin. La différence entre les valeurs de Rt devrait
Btre inférieure 3 0,04 pour les tom01ns, sinon le test est jugé non vala-—
ble et deit &tre repris.

8.2 Expression de ltactivité de biocluminescence

La formule suivante permet de corriger.les variations de blo-
luminescence pour chaque concenfration testée et d‘exprlmer en gamma (Vi)

la réaction d'inhibition:

Ye = lumiére perdue
lumiére restante
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Ry I - I
Iy

4 ——e

R1:10‘_1'
It )

od %Y.+ valeur corrigée de la réaction d'inhibition pour chaque

- concentration, qui correspond au temps d'incubation t;

Rt moyenne de l'activité des témoins calculde 3 la section.
8.1; L '

Ip: valeur initiale de la bioluminescence pour chaque con~"
centration;

I.: valeur au temps t 'de la bioluminescence pour chaque
concentration. = .

L'effet toxique net doit &tre ainsi calculé pour chaque con—
centration et pour chaque durfe d'incubation. Lorsque l'échantillon ne
présente pas d'interférence photomd@trique, la détermination des concentra—
tions inhibitrices (CI) doit 8tre faite conformément aux indications de

llarticle 8.5.

8.3 - Correction photométriaﬁe

a)

b)

En se référant 4 l'article 7.5, tracer sur le papier enre-
gistreur les 2 lignes droites correspondant i l'enregistre-
ment des 4 dernidres minutes d'incubation du témoin (I.) et
de la concentration testée de - l'Echantillon (Ig). Extra-
poler les droites afin de déterminer les 2 valeurs de lumi-
nescence Ip et If {(voir figure 1). .

A partir de ces valeurs, calculer l'absorbance résultant de
la correction photom&trique (A;) pour la concentration de
1'échantillon utilis&e (Cy): :

e p o
Ae = 3,1 1n E;' ou = 7,14 Log I
ol A, : absorbance résultant de la correction pho-

tométrique pour la concentration de 1'é-
chantillon utilisée Coi

3,1 et.7,154: constantes permettant de corriger les dif-
férences géométriques entre la cuvette de
correction photométrique et les cuvettes

P .
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d'incubation selon que le logarithme natu-—

rel (In) ou le logarithme & base 10 (Log)
est utilisé;

Y

I : valeur de la bioluminescence obtenue
partir du tracé du témoin;

valeur de la bioluminescence obtenue 4
partir du tracé de l'échantillon.

L

L¢

¢) Calculer la contribution de l'absorbance due & 1'échantil-
lon pour chaque concentration du test définitif:

C
= et o, A
% T T ° c

ol At absorbance due d 1l'&chantillon & la concentration
%3

C : concentration utilisé&e dans le test;

Cy¢ concentration utilisée pour la détermination du Ay

d) Transformer en transmittance (T,) les valeurs d'absorbance
(Ax) obtenues: ‘

1 - ™8

Ty = A,

od : transmittance calculée d la comcentration € de 1'é~
chantillon.

e) Calculer les valeurs de gamma corrloees (ﬁ%) pour chaque
niveau de concentration:

Yo = Ty (1 +'Yt) -1

8.4 Détermination des concentrations inhibitrices

A partir des valeurs de 7Y obtenues directement (Yt; voir arti-
cle 8.2) ou corrigées (Yc; voir article 8.3), procéder 4 la détermination
des valeurs de CI, directement sur papier graphique (figure 2) ou & partir
d'une courbe de régression. Le traitement des données est basé& sur une
relation dose—réponse linéaire lorsqu'elle est exprimée de fagon logarith-
mique. La conversion des valeurs de gamma en pourcentage d'inhibition

{%# 1) est obtenue par la relation suivante

R A
i1 T+% x 100
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o 7Y: expression de 1'inhibition de la bioluminescence basée
sur le rapport de la lumigre perdue sur la lumidre res-

tante. Une valeur de gamma &gale 3 un (1) &quivaut 3
» 50 Z d'inhibition.

8.4.1 Détermination graéhique des valeurs de CI
a) Utiliser du papier graphique logarithmique 3 x 3 cycles.
En abscisse, placer les concentrations de 1l'échantillon et

en ordonnée les wvaleurs de %Y.

b) Lorsque la relation semble- linéaire, tracer la droite la
plus probable en tenant comptée des valeurs de ‘¥ situfes en—
tre’ les limites de quantification.

¢) Interpoler & partir de cette droite la concentratien cor-

respondant au pourcentage d'inhibition recherché& (10, 20,

50 et 80 7 d'inhibition correspondent & 0,1, 0,25, 1,0 et

. 4,0 en gamma). Les valeurs de CI sont a1n51 rapportées sur

la feuille de donndes (tableau 1). L' 'intervalle de con-

~fiance sur une valeur de CL ne peut ‘Btre déterminé graphl—
quement.

8.6.2 - Détermination des valeurs de CI par régreésion

A 1'aide des valeurs de ¥ &t des concentrations correépondan—
. tes, une droite du type Log Y = Log A + B Log C peut &tre déterminée  par
régression lin&aire.

L'intervalle de confiance & 95 Z de probabilité sur une valeur
de CI est détermin& par calcul selon les &quations basées sur une droite
de régression linéaire. Les données de 1l'8quation de régression, le coef-
ficient de corrélation et la méthode de calcul de l'intervalle de confian-
ce doivent &tre rapportés.

NOTE 5 - Un progrémme informatisé sur Apple Ile développé& par Environne-
ment Canada est disponible pour la détermination des valeurs de
CI. ' '

8.5 Expression de la toxicité

Les valeurs de CI50 et les intervalles de confiance déterminés
peuvent &tre par la suite transformés en unités toxlques (U.T.), telles
que définies par Sprague et Ramsay (15965).

3.6 Estimation de la toxléité

Lors de 1té&valuation de la’ toxicite, l'analyste peut &tre con~
frontd 3 des difficultés qui sont inh&rentes 3 la spéclificité du bioessal
‘ou d la forme chimique du produit i 1'étude. Normalement, il est préféra-
ble d'avoir 3 points 3 1'intérieur des limites de quantification pour gta—

o e .
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blir des données statistiques du tracé de la droite et obtenir la valeur
de la CI50. Cependant, 2 points seulement peuvent 8tre utilisés dans les
différentes droites de toxicité, &tant donnd que les points qui se situent
i l'intérieur de ces limites sont la plupart du temps en ligne droite.
Dans ce cas, aucun traitement statistique ne peut Etre appliqué et une es-
timation de la CI50 sera obtenue et rapportée comme valeur estimée.

VOCABULAIRE
9.1 Termes et définitions relatifs 3 la fiabilité
9.1.1 Interférence: .tout composé, tout é&lément, toute particule,

‘tout organlsme ou tout facteur, qui a;feccant le résultat d'une détermina-

tion analytique.

9.1.2 - Limite de détection: valeur minimale qul peut &tre décelée 3
1'aide d'une méthode d'analyse avec une fiabilité définie.

C'est la mesure d'une réaction biloclogique é&quivalant 3 2,3
fois l'écart—type (s) calculd 3 partir d'au moins 10 mesures d'essais du
témoin (niveau de probabilité& é&quivalant & environ 95 %). Dans le cas de
la toxicité, la limite de dé&tection constitue  la concentration &quivalant
& la mesure décelable de la réaction bioclogique, laquelle est obtenue &
partir d'une droite de toxicité.

9.1.3 Limite de cuantification: valeurs minimale et maximale qui
peuvent &tre quantifiées 3 1l'aide d une méthode d'analyse avec une fiabi-
licé définie.

Ce sont les mesures (inférieure et sup@rieure) d'une réaction
biologique que l'con peut quantifier durant un bioessai avec une fiabllité
définie.

La limite inférieure de quantification est la mesure d'une ré-
action blologique é&quivalant 3 3,3 fois 1l'écart-type (s) calculée @ partir
d'au moins 10 mesures d'essals du témoin (niveau de probabilité équivalant
a 99 z).

La limite supérieure de quantification est la mesure d'une ré-
action biologique &gale 3 la différence entre la valeur de la réaction
biologique compléte, soit 100 % de réponse, et la valeur de la limite in-
férieure de quantification.

Dans le cas de la toxicité, les limites de quantification
constituent les concentrationms &quivalant aux mesures quantifiables de la
réaction biologique, lesquelles sont obtenues 3 partir d'une droite de to-
xicité. Un minimum.de trois points situés 3 1l'intérieur des limites de
quantification devraient servir & tracer cette droite.
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9.1.4 Fidélité: & un niveau donné, &troitesse de l'accord entre les
résultats obtenus en appliquant le procé&dé expérimental 3 plusieurs. repri-
ses dans des conditions déterminées. Selon les conditions d'exécution de
1'essal, cette caractéristique s'exprime sous forme de réplicabilité, de
répétabilité ou de reproductibilité.

~ Réplicabilité: & un niveau donné, &troitesse de l'accord
entre les résultats individuels successifs obtenus sur le
méme &chantillon soumis 3 l'essai dans le méme laboratoire
et dans les conditions sulvantes, méme analyste méme appa—
reil, m@me jour.

- Répétabilité: 3 un niveau donné, étroitesse de l'accord
entre les résultats individuels obtenus sur le m€me &chan-
tillon soumis 3 l'essal dans le mé&me laboratoire et dont au
moins 1'un des elements sulvants est différent, l'analyste,
l'appareil le jour.

- Reproductibilitd: 3 un niveau donné, &troitesse de l'ac-—
cord entre les résultats-individuels obtenus sur le méme
8chantillon soumis 3 l'essai dans des laboratoires diffé-
rents et dans les conditions suivantes, analyste différent,
appareil dlfferent, jour différent ou méme Jour.

Les trols termes precedents se rapportant d la £idélité s'ex-
priment, 3 1l'aide d'un intervalle de confiance 4 une concentration donnée,
en fonction de l'&cart-type (s), 3 un niveau de confiance spéclfi&, pour
un nombre donné (Nl) de déterminations. Le niveau de <confiance habituel

est de 95 Z. -

L'intervalle de confiance . bilatéral de la moyenne afithmétique
d'une série de mesures 3 un nlveau de confiance de 95 Z est d&fini par la

double inegalite sulvante:

~=  £(0,975;N;-1) S . = %0,975;§,-1) S
X - <mn L X+
W/Nl ‘ AN
ol Np: nombre de mesures;
m: : espérance mathématique de la moyenne de la
population;
X: la moyenne aritimétique d'une série de me su-
res;
s: 1'eCart-type d'une série de mesures;

€ x.—1): variable de la distribution de Student au
(0,97538,~1) a
niveau de confiance de 95 % pour Nyj~l degrées
de liberté;

I ..
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Nl-l: nombre de degrés de liberté.

Lorsque Ny > 30, t(O 973 N;-1) = 2. Pour Ny <-30, il faut se °
référer 4 une table statistique de 1a histribution de Student pour connai-
tre la valeur de m(o 975;N;=1) correspondant d la probabilité au dé&passe-—
ment bilatéral.

9.1.4.1 Intervalle de confiance des résultats: 1'intervalle de con-
fiance bilatdral de la moyenne arithmétique & un niveau de confiance de
95 % pour une mesure individuelle (Np = 1) ou pour une série de mesures
(Ng > 1) 4 partir d'un &cart-type (s) préalablement &tabli 3 1l'aide 'd’une
série de mesures (Nj) sur un &chantillon de concentration &quivalente est

définl par la double inégalité sulvante:

£ 7' ’ L | L 1
£ - r0,0755mm05-2) o ff; R, <o <R 0,975 D) S R

" od m: _ - espérance mathematique de la moyenne de
la population;

moyenne arithmétique de N, mesures. Dans
~le cas d'une seule mesure (Np =1), X =~
). '

"l

| t(0,975;N,+N,~2) variable de la distribution de Student-
au niveau de confiance de 95. Z pour
' N1+N2—2 deares de liberte,

: N1+N2f2:  nombre de degrés de liberté;

S ' . gcart—type de la moyenne arithmétique de
N, mesures. - Habltuellement cet &cart-ty-—
pe est calculé lors de la mise au p01nt
d'une méthode d'analyse; :

Nq: ' nombre de mesures qui ont servi d calcu-
' ler l'écart-type;

No: i nombre. de mesures effectuéés sur  un
&chantillon (en pratique N; = 1).

L'intervalle de confiance des résultats est basé sur l'hypo—
thése que l'é&cart-type est le méme dans toutes les séries de mesures de
méme niveau de concentration. »

9.,1.5 Justesse: 3 un niveau donné, &troitesse de l'accord entre la
valeur certifife par un organisme reconnu et le résultat moyen qui serait
obtenu si on appliquait le procédé expérimental un grand nombre de fois.
Elle s'exprime ‘par le rapport, en pourcentage, de la moyenne des valeurs
observees sur la valeur vraie., :
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9.2 Termes et définitions relatifs 3 la méthode d'essai

9.2.1 Bioluminescence: phénomé€ne de luminescence chimique qui se
prodult chez des Etres vivants et qui est di généralement 3 des rdactions

enzymatiques.

9.2.2 €I50: concentration d'une substance tox1que provoquant 50 %
d'inhibition d'un processus chlmlque ou biologique apres une période fixe
d'incubation et dans des conditions définies.

9.2.3 Inhibition: effet d'une substance qui réduit la vitesse de
réaction 4 l'intérieur d'un processus chimique ou biologique.

- 9.2.4 Toxicité: caractére de ce qui agit comme une substance capa-

ble de troubler ou d'interrompre les fonctions vitales d'un organisme.

9.2.5 UnitE toxisue: expression de la CIS0 en valeur absolue.  Elle
est déterminge.en divisant la valeur relative de 100 % v/v par la valeur
de CI50 obtenue. L'unité toxique référe &galement au facteur de dilution
nécessaire pour que la CISO0 corresponde a 100 A v/v.
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TABLEAU 1

EXEMPLE D'UN FORMULAIRE DE DOYVEES UTILISE .

POUR LE TEST D'INHIBITION DE BIOLUMINESCENCE

v paee 19

R.L-

ECHANTILLON: LAURYL SULFATE DE SODIUM
ASPECT: go5lution mare de 18 me/L NO DU LABO: 6
COULEUR: Incolore DATE recue: 1985-12-02
pH: 5.9 Analysde: _1985-12-02
BACTERIE TEST RAPIDE
_ ¥o. |concentration| I Io | I A 28 | Témoin
FIOLE _M-504915 Cuv, 0 o
B5 0.4 mg/L 89 70 70 0 0 L 95
TEMPS 60 minutes c5 1. 9mg/L 85 .| 67 23 | 44 66 | Lg 75
(Hydratation) : ‘ ' FCS .789
No. | remoIN I I, {1 ECART DES TEMOINS (A-B)
Cuv, 0 5 15 et
NER 92 | 70 | s8. RES):  .024
a4 |V® 95 |71 | 58 R(15):_-.019
' RAPPORT DES TEMOINS A 1761 | .630
Ry ' . . )
€ B_1.737 | .611 CORRECTION PHOTOMETRIQUE
voy {.749 | .621 : |
No Concentration I, 15 | L5 of el
Cuv. ’ ' ¢
cs 19.00 wg/L 86 | 13| 6 . :
C 4 4.50 89 | 25 |12 N
c 3 2.25 89 | 49 | 28 REMARQUES
c2 1.13 90 | 62 | 45
c1 | 0.06 82 | 60 | 48
IS0 u.T.
CALCULS DUREE | ¢, 957y Be/T (L.C., 952)
- [J Graph. '
& 1af 5 min 3.8 (1.0-7.3)
) 15 min 2.3.(2.0—?..6)
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EXEMPLE DE RESULTATS CALCULLZS A PARTIR DU PROGRAMME iNFORMATISE

P

* RESULTATS‘DE LA BIOANALYSE MICROTOX *

0,2< 7Y < 5,0

. Description de 1'échantillon:.

Lauryl sulfate de sodium (5 mlnutes)

# du test = 6
Testé le 85-10-03

Facteur de correctlon des IO = 0 76

(P > 99

ar
F )

% d'inhibition

# Conc. Gamma
(mg/L)
‘1 10 1,93 65,8
2 ' é 1,51 - 58,6
3 6 !-0595 48,7
4 4 0,36 26,7
0,09 7,9

CI-20 = 3,2 mg/L
* CI~-50 = 6,7 (5,6 - 7,6) mg/L
CI-80 = 14, 1 mg/L

Le nombre de donndes utilisées pour le calcul des CI = 4

* Les valeurs 7Y¥< 0,2 et les valeurs 7Y >5,0 sont retirées du calcul d

CI-50

Principales valeurs statistiques

Lféquation de la régression est de la forme Log Y= Llog A+ B Log C

Ordonnée & 1l'origine (A) = -3,439
Pente (B) = 1,81
Exreur type = 0,128

_ Coefficient de correlatlon (r) du test
Coefficient de correlatlon (r) pour 95

pasge .

i

o

0,989
de confiance = 0,95

e la
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FIGURE 1:

CORRECTION PHOTOMETRIQUE
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PRODUIT : Lauryl sulfate de sodium
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FIGURE 2: EXEMFLE D'UNE COURSE DE TOXICITE TRACEE SUR PAPIER LOG X LOG
3 CYCLES _
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ANMEXE A

_EXEMPLE D'UTILISATION DES PUITS D'INCUBATION

DE L'APPARETIL MICROTOX

Sur 1l'apparéil Microtox, le systdme d'incubation 3 15 °C com-
porte 15 pults, qui sont disposé&s de la fagon suivante:

1 2 3 4~ 5

A o o o o o
B . 0 0 o © o
c 0 (o T 0 o}

‘ Lors d'un test de toxicité avec 5 concentrations de l1'&chan—
tillon, le systéme d'incubation peut &tre utilisé de la faqon suivante:

- la série BL, B2, B3, B4 et BS sert 3 1°7 incubation des dllU“
tions de 1'eahantillon'

- la série C1, C2, C3, Cﬁ et C5 sert & la préparation dés sus—
pensions bactériennes, puls & la réalisation du test;

- ie test est initié par le transfert de chacune des concen-
trations de 1'échantillon en procddant de la fagon suivante:

Bl est transféré daﬁs Cl;
B2 est transféré dans C2;
B3 est transféré dans C3;
B4 est tranéféré dané Ca;
BS est transféré dans C5;

- 1le puits A3 est réservé au diluant et les puits A4 et AS
servent i 1'incubation des témoins durant le test.




NQ _3600—205

ANNEXE B

EXEMPLE DE PREP%RATTOV DE DILUTIONS

L'exemple suivant décrit les &tapes de manipulations ‘requises
pour la prépavation d'un &chantillon 2 cing (3) concentrations avec fac-
teur de dilution de 2 3 1 (0,5 x):

a)
)

d)

e

£)

numéroter 5 tubes de verre (12 mm x 75 mm) 1, 2, 3, &, 5;

introduire 2 mL de 1'&chantillon (dont la salinit& a &té&
préalablement ajustée) dans le tube 1, puis 1 mL de la so-
lution de dilution dans les tubes 2, 3 4 at 5;

transférer 1 mL de 1'&chantillon (tubs 1) dans le tube 2
puis agiter au vortex;

transférer 1 mlL de 1'&chantillon dilué du. tube 2 dans le
tube 3 puls agiter au vortex;

transférer .1 mL ée 1'échantillon dilué du tube 3 dans le
tube 4 puls agiter au vortex;

transférer 1 mL de 1'échantillon dilué du. tube 4 dans le
tube. 5 puils agiter au vortex; .

NOTE - Seul 1'échantillon du tube 5 devrait contenir 2 mL,
placer, ensuite, les tubes dans les puits By & Bg de 1l'ap-

pareil 3 une température de 15 °C. Le bioessal est ensuilte
réalisé selon la procéddure -décrite 3 la section 7.4.2.
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