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I - SITUATION DE L'ETUDE

En juin 1983 plusieurs milliers de cas d'intoxications diarrhéiques consécutives a
l'absorption de moules furent observés en Bretagne Sud. La symptomatologie et les analyses
microbiologiques infirmérent 1'hypothése d'une contamination bactérienne alors que des
examens des contenus stomacaux des coquillages montrérent que leur toxicité était
vraisemblablement due & un genre phytoplanctonique nommé Dinophysis qui se développe
plus ou moins dans les eaux littorales en fonction des conditions environnementales.

A la fois par la nature des symptomes et le genre de l'algue en cause nous avions
affaire a une intoxication de nature différente de celle connue sous le nom d'empoisonnement
paralytique qui a été largement décrite surtout par les canadiens (Prakash et al., 1971 ; Quayle
1969). Par contre, il y avait une analogie évidente entre nos observations et celles décrites par
une équipe japonaise, en 1978 (Yasumoto et al,) qui mentionnait déja une relation entre la
présence de toxines liposolubles dans les moules et celle de Dinophysis dans l'eau. Dans ces
premiers travaux, la toxicité était détectée par un test biologique sur souris dont le principe est
le méme que le test AOAC, utilisé pour les toxines paralysantes, a savoir : on injecte a des
souris de 20 g des solutions d'extraits toxiques pour rechercher la dose minimale qui tue les
souris dans un temps donné (24 heures dans le cas des toxines diarrhéiques), appelée unité—

souris.

Cependant, ce test n'a pu €tre calibré et normalisé comme le test AOAC (1965) car la
relation dose/temps de survie présente une grande variabilité dans les faibles doses. Quand un
réseau de surveillance a été mis en place dés 1984, pour garantir la santé publique, plusieurs
laboratoires répartis le long de la cote ont di assurer les prélévements et les tests de toxicité en
période de crise (Belin et Berthomé, 1988). Ce controle systématique impliquait la maitrise par
plusieurs équipes non spécialisées, d'une méthode de détection, simple, rapide et peu coiteuse.
Pour illustrer les besoins, 750 tests ont été réalisés en 1987 et 1988 sur tout le littoral frangais
(Belin C., 1991). Ceci nous a donc conduit a modifier la procédure du test souris pour satisfaire
a ces contraintes (Marcaillou-Le Baut et al., 1985) et en conséquence les résultats ne sont pas
comparables a ceux obtenus par 1'équipe japonaise.

Plus tard, quand la purification et la nomenclature des toxines ont pu étre obtenues
(Murata et al., 1982) I'analyse chimique s'est développée et un dosage de l'acide okadaique, la
toxine diarrhéique principale (Kumagai et al., 1986 ; Marcaillou-Le Baut et al., 1991), a été
mis au point par Lee et al en 1987. D'autres toxines ont été identifiées mais leur standard
purifié n'étant pas disponible sur le marché, leur quantification systématique n'est pas possible.
Bien que quelques modifications et/ou améliorations de la méthode aient été proposées
(Stabell et al, 1991), I'analyse chimique reste un outil lourd a3 mettre en oeuvre pour un
controle de routine. Elle imposerait aussi la centralisation des dosages, ce qui retarderait la



décision éventuelle d'interdiction de vente. Elle est utilisée essentiellement comme outil de

recherche et d'expertise.

Actuellement, le controle en France repose donc sur un test souris qui présente
l'avantage de révéler une toxicité globale et de donner une réponse dans la journée mais il
présente une grande variabilité et ne satisfait pas du point de vue l'éthique. D'ailleurs beaucoup
de pays européens refusent de le pratiquer et l'utilisation d'animaux vivants est soumise a une

réglementation de plus en plus contraignante.

Ceci nous a amené a rechercher des alternatives a ce test et cela a fait l'objet de

l'action du programme national présentée ici.

Cette étude est le résultat d'un travail de trois équipes : elle porte sur la comparaison
du test souris avec différents bioessais déja pratiqués en routine dans les laboratoires

participants. Ces bioessais sont :

- un test sur micro crustacé dont la méthodologie est normalisée et qui est trés

utilisé en écotoxicologie aquatique ;

- un test de cytotoxicité a court terme qui a €t€ mis au point pour cette étude.

II - MATERIEL D'ETUDE

Le matériel qui a servi aux bioessais et sur lequel a porté la comparaison est constitué
d'extraits d'hépatopancréas de moules récoltées sur le littoral frangais en période de

prolifération de Dinophysis (Fig. 1).

Comme ce phénomene est saisonnier, la premicre étape a été de constituer une réserve
d'échantillons en profitant des informations fournies par le réseau de surveillance de
I'IFREMER. En 1991, les concentrations en Dinophysis ayant été relativement faibles sur toute
la période favorable, la récolte de matériel toxique fut modeste, ce qui a justifié en partie la

prolongation de ce contrat d'un an.

L'acide okadaique pur a été acheté chez Diagnostic Chemicals ; il est fourni en
ampoule scellée contenant 1 ug, dissous dans le N, diméthylformamide.

Préparation des extraits

Suivant les publications, les procédures d'extraction et la nature des solvants différent
quelque peu. Nous avons donc recherché dans une étude préliminaire le protocole d'extraction
aboutissant a une concentration et une purification de I'acide okadaique satisfaisante pour la
réalisation des 3 bioessais et de l'analyse chimique.



Le protocole résultant de cette étude est le suivant. Par échantillon, un seul extrait est
réalisé puis est divisé en quantités différentes suivant les besoins de chaque essai. Ceci a
nécessité un poids de glandes digestives allant jusqu'a 100g quand 1'échantillon était trés peu

toxique.

Apres ouverture des moules, les glandes digestives sont disséquées et mises a
égoutter. Puis elles sont broyées a 'ultra turax dans une solution méthanolique (a raison de 100
ml pour 50 g), 'opération est répétée 3 fois afin d'épuiser totalement la matiére organique de
son conienu toxinique. Les phases méthanoliques réunies sont lavées 3 fois a I'hexane pour les
débarrasser des composés peu polaires puis, elles sont extraites 3 fois au dichlorométhane
apreés avoir ajouté un volume d'eau dans les proportions : 1 pour 2,5 ml.

Les phases dichlorométhane sont réunies et partagées entre chaque participants pour

subir un traitement ultérieur propre a chaque essai.

III - MATERIEL ET METHODES DES DIFFERENTS ESSAIS
1. L'analyse chimique

Rappelons qu'elle consiste a doser I'acide okadaique (AO), principale toxine du
poison diarrhéique rencontrée dans les coquillages en France par chromatographie liquide a
haute pression (CLHP), selon un protocole décrit par Lee et al en 1987.

Principe : L'AO qui est un acide gras polyéthéré (formule brute C44 Hgg O13 de
poids moléculaire 804) est estérifié par un réactif fluorescent (I'anthryldiazométhane ou
ADAM). Apres purification de l'ester, il est chromatographi€é et détecté par

spectrofluorescence.

Mode opératoire : Un volume correspondant a 0.1 g de glande digestive de l'extrait
dans le dichlorométhane, est séché sous courant d'azote puis le résidu sec est dissout dans 100
4l d'une solution méthanolique a 0.1 % d'ADAM. L'extrait estérifi€ est purifié sur cartouche
Sep pak au gel de silice. L'élution s'effectue successivement par Sml de mélanges des solvants

suivants :

- hexane/chloroforme 50/50 ;
— chloroforme pur ;

- chloroforme/ méthanol 95/5.
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Figure 1 : Points de préléevements des échantillons ayant servi a la comparaison.



La troisiéme fraction, contenant l'ester de la toxine, est recueillie ; aprés évaporation
du solvant le résidu est repris par 100 x4l de méthanol dont 10 gl sont injectés dans la colonne.

Les conditions chromatographiques sont listées ci—dessous :

- Colonne Phase inverse (Lichrospher 4 ym ; 250.4 mm) ;
- Eluant CH3CN / Hp0 (80/20) 5

— Débit-Pression 1.1 ml/mn, 170 bars ;

- Température 35°C;

- Fluorescence exc:365nm; em:412nm ;filtre: 10 nm;

Le dosage s'effectue par étalonnage externe ; le seuil de détection est de 1 ng d'AO

injecté et l'erreur relative de la mesure sur échantillon est de 14 %.

2. Le test souris

Il permet d'exprimer la toxicité de I'échantillon en nombre d'unités—souris contenu
dans un gramme de glandes digestives. L'unité—souris (US) conventionnelle est la quantité de
glandes digestives (sous forme d'extrait) qui tue deux souris sur trois en 24 heures. Pour I'AO
la dose 1étale 24 heures est de 4 ug. La détermination de I'US pour chaque extrait est établie a
partir d'au moins trois doses. A cet effet, on préléve, séparément, des volumes croissants de la
solution de dichlorométhane, on évapore le solvant et le résidu est repris dans un volume de
solution de tween 60 a 1 %, calculé de fagon a pouvoir injecter un millilitre de la dose désirée a

trois souris.

Pour chaque dose (X) on calcule la moyenne des inverses du temps de survie (Y). Il
faut une corrélation d'au moins 0.9 entre X et Y pour déterminer correctement 1'US, avec un
risque d'erreur de 5%. L'inverse de I'unité—souris donne le nombre d'US par gramme de glande

digestive.

Les souris utilisées sont des souris Zwiss males de 20 g, fournies par un centre

d'élevage et maintenues au repos pendant 24 heures avant le test.

La quantit¢ maximum injectée sans obtenir de mortalité fut I'équivalent de 8 g
d'hépatopancréas, nous en avons déduit un seuil de détection de 0,1 US.g=1 pour les

échantillons analysés ici.



3. L'essai sur daphnie

La daphnie (Daphnia magna) est un petit crustacé cladocere d'eau douce qui se
reproduit par parthénogénése dans des conditions d'élevage définies. La procédure pour
déterminer la concentration efficace qui inhibe la mobilité de 50 % des individus en 24 heures
ou CE.I (50-24) est normalisée et précisément décrite dans la directive AFNOR : NF T.90-
301 (Annexe). Cependant 1'élevage est propre a chaque laboratoire.

Souche et élevage

La souche de Daphnia magna a été obtenue du laboratoire municipal d'hygiéne du
Havre (clone 5 de la souche de 'TRCHA").

Un milieu d'élevage peu contraignant a ét€ mis au point : la souche de daphnie
accompagnée d'algues vertes filamenteuses et de petits ostracodes est mise dans un volume
d'eau égal au quart du volume du récipient qui va les contenir. L'eau utilisée a des

caractéristiques bien définies :

— dureté globale: 25 a 30 degrés ( test Tétra GH/TH et KH),
-pH=8,

- température: 21°+2°C,

- éclairage continu,

- pas de bullage, récipient ouvert en atmosphére propre.

L'eau du robinet doit étre déchlorée obligatoirement par décantation naturelle pendant
trois jours au moins. L'eau permutée peut étre utilisée comme diluant afin d'avoir une dureté
convenable. L'évaporation naturelle est compensée par une eau de dureté et de ph plus faibles
que ceux de l'eau d'élevage. La solution nutritive est composée de 0.75 g d'extrait de viande
bactériologique (Prolabo, ref : 24379294) additionnée de 0.75 g de D (+) glucose anhydre
(Prolabo, réf: 33861268) dissous dans 50 ml d'eau. Aprés partition en petits volumes cette
solution est conservée congelée et est utilisée a la demande, a raison de 8 ml pour 15 litres
d'eau d'élevage. La présence d'ostracodes est indispensable car ils éliminent les déchets
organiques. Quant aux algues, elles assurent une partie de la nourriture et fournissent I'oxygéne
puisque la photosynthése l'emporte sur la respiration dans nos conditions d'élevage. La
présence d'un film bactérien en surface est trés favorable a la reproduction des daphnies.

* IRCHA : Institut National de Recherche Chimique Appliquée.



Protocole pour la détermination de la C.E.I (50-24).

La norme correspondante est donnée en annexe. L'AO n'étant pas soluble dans I'eau,
les solvants suivants : méthanol, diméthylsulfoxide, acétone, diméthylformamide, peuvent étre
utilisés jusqu'a 50 gl pour 10 ml de milieu d'essai sans dommage pour les daphnies.

Quelques modifications ont été apportées par rapport a la norme :

- récupération des daphnies par tamisage différentiel avec un jeu de deux passoires
(560 et 800 um) et lavages avec une quantité suffisante de la solution d'essai

pour bien éliminer toute trace de milieu d'élevage ;

- remplissage des tubes a essais avec 8 a 9 ml de milieu est réactionel auxquels est
ajouté, a la micropipette, le volume souhaité de solution a tester ;

— addition de 5 daphnies au compte-gouttes ;

- complémentation 2 10 ml avec le milicu réactionel, et agitation manuelle par

rotation.

et 4 témoins; les C.E.IL (50-24) sont calculées par la méthode de Litchfield et Wilcoxon (1949)

ou par mesure graphique.

La CE.L (50-24) pour I'AO est 0.15 ug +0.02 pour 10 ml de milieu réactionnel.

4. Le test de cytotoxicité a court terme ou DRAME

Cet essai utilise les propriétés cytotoxiques de 1'AO et des molécules substituées,
comme la dinophysistoxine 1 (DTX1). Habituellement, la détermination de la concentration
qui inhibe de 50 % la croissance des cellules ou C.1.50 nécessite au moins 72 heures. Ici, le test
mis au point récemment par Amzil et al (1992) est basé sur 'observation de la modification
rapide (3 a 4 heures) des cellules exposées a I'AO et permet de déterminer la concentration
minimale active ou C.M.A. en ug par millilitre d'oll son nom : détection rapide de I'A.O. dans
les moules aprés extraction ou DRAME.
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Culture cellulaire

La lignée cellulaire KB provient d'un carcinome humain de nasopharynx (Eagle,
1955). La culture est maintenue a 37°C dans une atmosphére composée de 95 % d'air et 5 % de
dioxyde de carbone, dans le milieu de Eagle auquel on ajoute 10 % (V/V) de sérum de veau
foetal contenant 10 UI de pénicilline et 100 ug de streptomycine par millilitre. 50 gl d'une
suspension cellulaire a 200000 cellules par millilitre sont distribués dans chaque puits d'une

micro plaque puis, 50 ul de solution a tester sont ajoutés.
Détermination de la C.M.A

Une gamme de concentrations en progression géométrique est préparée a partir d'une
solution meére, par dilution successive au demi et en tenant compte que le volume réactionnel
final est de 100 ul. Trois ou quatre heures apres l'introduction des solutions test, on procede a
l'examen microscopique des microplaques qui permet de déterminer la concentration minimale
pour laquelle on observe plus de 30 % de cellules modifiées.

Le seuil de détection de la méthode est de 1.25 ug d'AO par millilitre ou de 0.125 ug

dans la totalité du volume réactionnel.

IV - RESULTATS

Ils sont présentés dans le tableau 1 ou ils figurent dans l'expression habituelle du test

et sous forme transformée pour aboutir a de meilleures corrélations.

1. Comparaison avec l'analyse chimique

Comme il était intéressant de comparer les résultats obtenus a partir de chaque test a
ceux obtenus par CLHP, nous avons calcul€ les coefficients de corrélation correspondants
(Tableau 2) a partir des résultats bruts.

Test souris Test Daphnie Test DRAME
Nbre d'US.g-1 CEI (50 - 24 h) Ln (CMA)
mg.Hp/ml mg Hp/ml
CLHP n=17 n=16
Cenug AO.g~ 1 r=091 r=-0,5
CLHP n=17
log Cen ,ug.g“1 r=-0,92

Tableau 1 : Coefficients de corrélation obtenus entre les résultats de 1'analyse chimique

et ceux de chaque bioessai (n = nombre de couples de valeurs).




CLHP

Test souris

Test daphnies Test DRAME
N* d'échantillon ng AO.g-1 Hp
Nbred'US |USeng. Hp | Quantitée AO | C.EI(50-24h) Quantité AO C.M.A. Quantite AO=C
par g. Hp en ug.g-! mg Hp.ml-! pg.g! mg Hp.ml-! C = exp (4-Ln CMA)
9201 <0,2* <0,1* 8 0,4 >57* 0,02 > 256,0 * 0,2
9202 <02* <0,1* 8 0,4 >57* 0,02 >256,0 * 0,2
9203 <02 * <0,1* 8 0,4 >57* 0,02 > 256,0 * 0,2
8816 0,2 0,1 8 0,4 12,2 1,23 59,8 0,9
9107 1,2 0,2 6 0,8 —_ —— 12,8 4,3
8829 2,0 0,4 2,20 1,6 6,1 2,46 56,1 1,0
9106 2,4 0,4 2,40 1,6 4,6 3,26 34,8 1,6
9205 2,5 0,8 1,20 3,2 4,6 3,26 21,9 2,5
9104 2,7 0,3 3,20 1,2 5,0 2,96 18,2 3,0
9029 3,4 0,3 3,40 1,2 6,6 2,25 14,3 3,8
9052 3,4 0,8 1,20 3,2 3,7 4,04 14,8 3,7
9207 3,6 1,4 0,70 5,6 1,2 1,20 9,7 5,6
9036 3,9 1,4 0,70 5,6 2,2 6,73 16,2 3,4
9206 4,7 1,3 0,77 5,2 2,0 7,54 14,7 3,7
9204 6,5 2,1 0,48 8,4 2,3 6,39 7,3 7,5
9003 74 1,3 0,75 5,2 3,5 4,28 5,1 10,7
9006 9,5 2,8 0,35 11,2 1,3 11,76 4,5 12,1

Tableau 1 : Résultats des analyses chimiques (CLHP) et des tests biologiques (souris, daphnies, DRAME)

Hp : hépatopancréas, AO = acide okadaique.

* : Pour les échantillons non toxiques on a pris les valeurs inférieures au seuil de détection pour la CLHP et la dose maximum testée pour les
bioessais.

bl
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Figure 2 : Régressions linéaires représentants les relations entre 1'analyse chimique et
chacun des bioessais. Résultats exprimés en concentrations d'acide
okadaique (A.O.).
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Il est cependant, plus logique de comparer des concentrations entre elles, ainsi, pour le
test daphnie on peut obtenir une meilleure corrélation en transformant les CEI (50 — 24 h) en
concentrations de toxine sachant que le CEI (50 — 24 h) de I'A.O. pur est de 0,015 ug/ml ( 1=

0,86 ; n = 16).

De méme, la dose minimum exprimée en g d'équivalent d'hépatopancréas pour tuer 2
souris sur 3 ou U.S., peut étre convertie en concentration d'A.O. sachant que 1'US pour I'A.O.

purest de 4 ug (r=0,91,n=17).

Pour le test de cytotoxicité, la relation linéaire établic dans une étude précédente
(Amzil et al., 1992) et qui a pour équation : Log C = 4 — Log (CMA) permet de calculer la
concentration en A.O. contenue dans les échantillons (r = 0,93, n = 17).

Il est alors, possible de représenter sur le méme graphique la relation entre les
résultats obtenus par le dosage chimique et ceux obtenus avec chacun des bioessais, exprimés

en ug AO.g 1 (Figure 2).

2. Comparaison avec le test souris

L'étude de la relation a été réalisée sur les doses c'est—a—dire la quantité minimale
d'hépatopancréas capable, suivant le test, de tuer les souris en 24 heures, d'immobiliser 50 %
de daphnies ou d'agir sur au moins 30 % des cellules KB (Tableau 3).

Test souris
Ln USen g Hp
Test daphnies : Ln CIE (50 - 24 h) r=091
en mg HP n=16
Test DRAME : Ln CMA en mg Hp r=0,81
n=16

Tableau 3 : Coefficients de corrélation calculés entre les résultats du test souris et ceux
des deux autres bioessais.
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Figure 3 : Régressions linéaires représentant les relations entre test souris/test DRAME (A) et
test souris/test daphnie (B).
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V - DISCUSSION

Les résultats des 3 tests biologiques, une fois convertis en concentrations de toxine,
présentent une trés bonne corrélation avec ceux de l'analyse chimique (probabilité d'erreur
inférieure a 1 */e). La figure 2 suggeére que les pentes des 3 droites ne différent pas
significativement étant donné la dispersion des points. Les échantillons témoins qui ne
présentaient pas de toxine a l'analyse chimique n'ont pas montré de toxicité aux limites
supérieures des doses utilisées dans les bioessais. Il ne semble pas y avoir d'interférence

marquée avec la présence d'autres substances.

La comparaison avec le test souris montre aussi une relation satisfaisante avec les

deux autres essais (Figure 3).

En conclusion, les deux tests proposés pour détecter les toxines diarrhéiques, a savoir
la détermination de la CI (50 - 24 h) sur daphnies et la détermination de la CMA sur cellules
KB pourraient étre une alternative aux tests souris ; de plus ils sont suffisamment différents
pour pouvoir satisfaire de nombreux laboratoires. Dans les deux cas, la procédure a été
longuement éprouvée car ces deux essais sont pratiqués en routine par différentes équipes pour
d'autres objectifs. Ils donnent une réponse fiable en 24 heures et ne nécessite pas un matériel

coiiteux pour leur mise en oeuvre.

Leur contrainte réside dans l'entretien d'un élevage de daphnies dans un cas, d'une
culture cellulaire dans l'autre, tout au long de l'année et dans des conditions de disponibilité
immédiate en cas de besoin. Ce maintien nécessite probablement l'acquisition d'un certain
savoir faire pour les laboratoires qui ont en charge le contréle des coquillages, ainsi que
l'utilisation d'une substance de référence afin de contrdler I'état de 1'élevage ou de la culture et

I'homogénéité des résultats d'une batterie de tests a l'autre.
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NORME FRANCAISE ESSAIS DES EAUX NF
DETERMINATION DE L'INHIBITION DE LA MOBIUTE
HOMOLOGUEE DE DAPHNIA MAGNA T 90-301
Janvier 1383
AVANT-PROPOS

La présente norme, qui remplace la norme expérimentale de méme indice d‘avril 1974, est en
concordance technique avec la narme I1SO 6341 - Détermination de l'inhibition de 13 mobilité de

Daphnia magna.

C’est pourquoi certaines modifications ont été apportées d la norme expérimentale d‘avril 1974,
en particulier en ce qui concerne l'interprétation et I'expression des résultats.

Cependant dans le cadre de I'application de cette norme aux eaux résiduaires et aux effluents, il a
été estimeé nécessaire d’une part de préciser, plus que ne le fait la norme (SO 6341, les modalités

de traitement des échantillons d’eaux ou d‘effluents soumis & ‘essai, d’autre part de maintenir e -
pouvoir tampon du milieu de dilution tout en modifiant Iégérement sa compoasition de fagon 4 ce .
.qu‘elle réponde aux spécifications de la norme ISO 6341, .

1 OBJET ET DOMAINE D’APPLICATION , - ;

La présente norme a8 pour objet fa description d’une méthode permetiant la détermination de -

Finhibition & court terme de Ia mobilité de Daphnia magna par ;

a) Des substances ehithiques solubles dans les condition: de l'essai,

b} Oes effluents urbains ou industriels,

c) Des eaux~de surfacs ¢t des eaux souterraines.

2 PRINCIPE

Détermination, dans les conditions définies par la présente norme de ia concentration initiale
(c'est-a-dire la concentration présente au début de I'essai) qui, en 24 heures, immobilise 50 % des
daphnies mises en expérimentation.

Cette concentration, dite concentration efficace initiale inhibitrice est désignée par CE (1) 50-24 h,

Note : Dans le cas de l'application de la norme aux substances, il est possible de déterminer éga-
lement la concentration initiale qui en 48 heures immobilise 50 % des daphnies mises en
expérimentation. Cette concentration est désignée par CE () 50 - 48 h.

Lorsqu’il estimpossible de déterminer la CE (1) 50 - 24 h, l'indication de la plus forte concentration
utilisée qui n‘immobilise aucune daphnie est souhaitable et constitue une information utile.
L'indication de la plus faible concentration utilisée qui immobilise toutes les daphnies est égale-

ment souhaitable lorsqu’elle existe.

Homologuée pac arrété _ * stnor 1983
du 1982-12-21 Lapce e logué Nace la i L Droits Ge reproduction
effet le de méme indice publiée en avril 1974, et de traduction réservis
1983-01-21 paur tous pavs
Sersarmon, mer. S0 Lo T90-301 1~ TIRAGE &2-12

Testing water - Determination of the inhibition of the mobility of Daphnia magna.
Wassecrprifungen - 8estimmung der Beweglichkeitshemmung von Daphnia magna.
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L'essai est conduit en deux étapes ;

— Un essai préliminaire qui donne une indication approximative de la CE (1) 50 - 24 h et sert & déterminer la
gamme des concentrations pour |'essai définitif.

SRS - Ur essai définitif dont seuls les résultats sont retenus pour déterminer ia CE (i} 50 - 24 h, ou ies concen-
tra-ions correspondant 4 0 et éventuellement 3 100 % d'immobilisation.

R
ae!

3 ENVIRONNEMENT DE L'ESSAI

La préparation, la conservation du milieu d'essai et |'ensemble des manipulations décrites ci-aprés doi-
vent étre effectuées dans une enceinte climatizée a 20 °C *+ 2 °C exempte de poussiéres ou de vapeurs ¢

toxiques vis-3-vis de Daphnia magna.

4 REACTIFS ET PRODUITS

‘4.1 Organismes pour essai

Daphnia magna, Straus, 1820 (Cladocera Crustacea) (1) de troisiéme génération au moins, obtenue par
p.arthénogénése dans des conditions d'élevage définies.

Utiliser des animaux, de taille telle qu'ils passent au travers d’un tamis d'ouverture de maille 800 um,
- mais qu'ils soient retenus sur un tamis d’ouverture de maille 560 um, (voir annexe A).

4.2 Milieu d'essai

N —
Préparer le milieu d'essai 3 partir de quantités définies de réactifs de pureté analytique reconnue. Dissou-
dre ces réactifs dans de I'eau distillée dans un appareil en verre ou de I'eau déionisée de pureté au moins
équivalente et de conductivité au plus égale a 10 uS/cm.

- Hydrogénocarbonate de sodium anhydre, NaHCO; 0,200g
- Chlorure de calcium anhydre, CaCl, B 0,224g s
ou CaCly, 2H,0 0.297g \
: - Sulfate de potassium anhydre, K;S0, 0,026 g £
AR - Chiorure de magnésium anhydre, MqCl, 0,078g
) ou MgCl,,6H,0 0,167 g
1000 mi

-Eauaq.s.p
. . !

Le milieu d’essai préparé a un pH de 80 + 0,2, une dureté totale de ’250 mg/! £ 25 mg/| (exprimée en
CaC0y), un rapport 5% voisin de %

Si nécessaire, le milieu d’essai doit étre aéré jusqu’'a ce que la concentration en oxygéne dissous ait
atteint la saturation et jusqu'd stabilisation du pH. Au besoin, ajuster le pH 3 8,0 = 0.2 par ajout
d’hydroxyde de sodium (NaOH) ou d’acida chlorhydrique (HCI). Le milieu d‘essai ainsi préparé ne doit
plus étre aéré avant emploi. La solution peut étre conservée une dizaine de jours & 20 °C.

P Ty

4.3 Dichromate de potassium (K,Cr,0,} de pureté analytique reconnue.

(1) Des informations relatives & I'obtention des organismes pour essai peuvent étre obtenues aupres de
I'Afnor.

b henp P iy
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5 APPAREILLAGE ; E .

Materiel courant de laboratoire et notamment :
5.1 Appareil de mesurage de I'oxygéne dissous

5.2 Récipients pour essai

Les récipients pour essai doivent étre constitués de matériau chimiquement inerte et de capacité sufiisante
(par exemple, tubes & essai 18 x 180 mm ou 20 x 200 mm jaugés a 8 et 10 ml).

Avant emploi, les récipients pour essai doivent étre soigneusement lavés puis ringés successivemnent.avec
de I'eau et le miliey d'essai (4.2).

6 TRAITEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

6.1 PRECAUTIONS PARTICULIERES CONCERNANT LE PRELEVEMENT, LE TRAITEMENT ET LE TRANS-
PORT DES ECHANTILLONS D’EAUX OU D’EFFLUENTS

i
\

6.1.1 Prélevement

Tenir compte, pour effectuer les prélévements, des indications contenues dans le fascicule de document{a--
tion T 90-100 «Essais des eaux-Echantillonnage. Précautions 3 prendre pour effectuer, conserver et traitef
les prélévementsa.

Utiliser de préférence des récipients en verre de 2| pour prélever , transporter et conserver les échantillons.
A défaut utiliser des flacons neufs en polyéthyléne.

S’il s’agit de rejets, s'efforcer de réaliser un échantilion moyen pondéré sur 24 h. Dans ce cas, il est souvent
sounaitable de maintenir, pendant la durée du prélévement, le liquide & une température voisine de + 4°C.

6.1.2 Décantation

Aussitot aprés la fin du prélévernent, et obligatoirement avant la congélation si I'échantillon doit étre
congelé préalablement a son transport (voir 6.1.3), agiter I'échantillon a la main, le laisser décanter pendant
deux heures dans une éprouvette (ou equivaient) et prélever par siphonnage 50 % du volume initial, en
maintenant [‘extrémité du tube de siphonnage au centre d'une section de I‘éprouvette et 3 mi-distance
entre ia surface de la boue déposée et la surface du liquide. Le diameétre intérieur du tube de siphonnage H

doit étre de 5-mm.

Si ces opérations ne peuvent étre effectuées aussitot aprés le prélévgmeng. elles devront |’‘atre au labora-
toire; dans ce cas également, elles devront précéder une éventuelle congélation.

6.1.3 Transport
Si I'intervalle de temps séparant I3 fin du prélévement de son traitement au laboratoire d’analyse est :
-~ inférieur 4 36 h : conserver 'échantillon a I'état liquide, 4 une température comprise entre 0 *°C et 5 °C.

- — supérieur 3 36 h : congeler aussi rapidement que possible I'échantilion et le conserver 3 une température
inférieure 3 ~ 15 °C

Avant I'essai préliminaire, décongeler le cas échéant les échantillons en les placant dans un bain d'eau
tiéde (40 °C environ). Veiiler 4 ce que la température au sein des échantillons ne dépasse pas 25 °C en finde

décongelation.

R

Entre I'essai preliminaire et 'essai définitif, conserver (24 h) I’échantillon & une température comprise entre
0°Cet + 5°C, .
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Homogénéiser I'échantillon immédiatement avant I'essai préliminaire et immeédiatement avant |'essai défi-
nitif. Mesurer son pH, le noter; ne pas le modifier.

6.2 PREPARATION DES SOLUTIONS MERES DE SUBSTANCES A EXPERIMENTER

Les solutions méres des substances 3 expérimenter doivent étre préparées par dissolution d'une quantité
connue de la substance a expérimenter dans un volume défini du milieu d’essai (4.2}, (éventuellement dans
de I'eau déionisée ou de I'eau distillée en cas de difficultés a dissoudre dans le milieu d’essai). Elles doivent
étre préparées au moment de I'emploi & moins que la stabilité de la substance en solution ne soit connue,
auquel cas la solution mére peut étre preparée en quantité suffisante pour deux jours et conservée a 4 °C.

7 MODE OPERATOIRE

7.1 CONTROLE DE LA SENSIBILITE DU REACTIF ET DE LA CONFORMITE D’APPLICATION DU PROTOCOLE '
: EXPERIMENTAL

De: fagcon & contréler le réactif biologique, déterminer parailélement & l'essai définitif (7.4) la CE (i)
50 - 24 h du dichromate de potassium (4.3). Indiquer la valeur obtenue au procés-verbal d’essai.

7.27 PREPARATION DES SOLUTIONS D‘ESSAI
4
* 7:2.1 Cas des échantillons d'eaux ou d'effluents

A partir des échantillons d'eaux ou d’effluents (6.1), préparer des dilutions décimales en volume suffisant
avec le milieu d’essai (4.2) '

7.2.2 Cas des substances

A partir de la solution mére des substances 4 expérimenter (6.2), préparer des dilutions décimales au
moyen du milieu d’essai (4.2) de fagon 3 obtenir une gamme adéquate de concentrations (par exemple de

Tug/laigsn.

Note : Lorsque les solutions méres sant préparées dans de I'eau déionisée ou distillée, il est recommandé
dé ne pas ajouter pius de 10 mi de sotution mere par litre de milieu d’essai {4.2).

7.3 Essai préliminaire
Disposer d’un tube 3 essai (ou plus) par concentration d’'échantillon d'eau ou d’effluent (1) ou par concen-
tration de substance.

Dans chaque tube 3 essai, introduire successivement :

- le volume de la solution de substance ou de la dilution appropriée {(au 1/10, au 1/100 ou au 1/1000) de
I'eau ou de l'effluent & examiner nécessaire 3 obtenir la concentration souhaitée. (voir exemple en

annexe C) -

- Le miliey d'essai jusqu’a obtenir un volume d’environ 8 mi.

(1) Dans le cas des échantillons d’eaux ou ceffluents, les concentrations (C) sont exprimées en pourcen-

tage comma suit :
v.d )
100

Wc =
v+V
ou :
v = Volume d’eau & examiner ou volume de la dilution décimale préalablement effectude en 7.2.1.
d = Taux de dilution (1/10, 1/100, 1/1000)
V = Volume da milieu d’essai (4.2).
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Homogénéiser, introduire 5 daphnies et compiéter 3 10 ml avec le milieu d’essai (4.2).
Placer les tubes dans I'enceinte climatisée 4 20 °C + 2 °C, 4 l'obscurité.

Aprés 24 h, dénombrer dans chaque récipient les daphnies encore mabiles. Les daphnies qui sont incapa-
bles de se déplacer dans les 15 secondes qui suivent une légére agitation du récipient sont considérées
comme étant immobilisées, méme si elles agitent leurs antennes.

Déterminer l'intervalle de concentrations qui fait varier le pourcentage d’'immobilisation de 0 % 3 100 %.

Noter les deux concentrations encadrant le pourcentage d’immobilisation de 50 %. Mesurer le pH de ia
solution correspondant & la plus élevée de ces deux concentrations. Noter ce pH. :
Note : Dans le cas oG une coloration due aux substances examinées ne permettrait pas la détermirtation

directe dans les tubes du nombre de daphnies immobilisées, il est possible de procéder a la déter-

mination aprés avoir par exemple versé avec le maximum de précautions le contenu des tubes dans

une boite de Petri. |
]
\
'
i

7.4 ESSA! DEFINITIF ; )
i

Il permet de déterminer les pourcentages de daphnies immaobilisées en 24 heures par différentes conten-
trations de I'eau ou de la substance 3 examiner et d’en déduire la CE (1) 50-24 h.

Choisir une gamme de concentrations (en général en progression géométrique) de fagon d'une part a

recouvrir et déborder de part et d’autre l'intervaile des concentrations qui lors de I’essai préliminaire fai-..

saient passer le pourcentage d'immobilisation de 0 % 3 100 % et d‘autre part & obtenir au moins 3 concen:
trations pour lesquelles ce pourcentage est compris entre 10 % et 30 %.

_ Des exemples de gammes de concentrations sont donnés & |‘annexe C.
Disposer de 4 tubes & ess3i par concentration et de 4 tubes témoins.

Poursuivie comme indiqué a I‘essai préiiminaire (7.3) et aprés 24 h, dénombrer dans chaque tube les
daphnies encore mobiles.

Immédiatement aprés avoir dénombré les daphnies immaobilisées, mesurer le pH et la concentration en
oxygéne dissous dans les tubes 3 essai correspondant 3 la plus faible concentration examinée pour
laguelle toutes les daphnies ont été immobilisées. -

8 INTERPRETATION ET VALIDITE DES RESULTATS
8.1 DETERMINATIONDE LACE (I} 50-24 H

A la fin de I'essai définitif, calculer pour chaque concentration les pourcentages d‘immobilisation par rap-
port au nombre total de daphnies utilisées.

Déterminer la CE (1) 50 - 24 h et son intervalle de confiance & 95 % & l'aide d’'une méthode graphique sur
diagramme gausso-logarithmique (1), de la méthode de Litchfield et Wilcoxon (2), de la méthode des Pro-
bits (3) ou de toute autre méthode de caicul statistique adéquate.

Si une détermination de la CE (I) 50 - 24 h ne peut étre raisonnablement obtenue, en rechercher les causes
et recommencer I‘essai en diminuant par exemple la raison de la progression géométrique choisie pour la
gamme de concentrations.

(1) Echelle logarithmique de base 10 en abscisses, échelle gaussienne de 1 & 99 en ordonnées. )

(2) LITCHFIELD, {J.F.) et WILCOXON, (F), (1949), A simplified mathod of evaluating dose effect experi-
ments, J. Pharmacol, 1849, 96, 99-113.

(3} FINNEY (D.J). Probit analysis. Cambridge university Press, 1971 (3¢ édition).
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S'il demeure impossible de déterminer la CE (1) 50-24 h il est suffisant d’indiquer la concentration mavimale
utilisée correspondant a 0 % d’'immobilisation et la concentration minimale utilisée correspondant 3 100 %

d'immobilisation.

8.2 VALIDITE DES RESULTATS

Considérer les résuitats comme valables si les conditions suivantes sont satisfaites :

a) la teneur en oxygene dissous mesurée en fin d'essai (comme indiqué en 7.4 est = 2 mg/i.
b) le pourcentage d'immobilisation observé dans les tubes témoins est < 10 %.

c) la CE (1) 50 - 24 h du dichromate de potassium est comprise entre 0,9 mg/l et 1,5 mg/1.

Si {a condition a) n’est pas remplie, la méthode ne peut étre appliquée 3 (‘'eau ou a la substance examinée.

Si les conditions b) et ¢) ne sont pas remplies, vérifier |1a stricte application du mode opératoire, les condi-
tions d'élevage des daphnies et s'il y a lieu, recommencer I'essai avec un nouveau lot de Daphnia magna.

9 EXPRESSION DES RESULTATS

La CE (1) 50 - 24 h, ainsi que les limites correspondant 4 0 % et 8 100 % d'immobilisation doivent étre expri-
mées :

— en pourcentage ou en millilitres par litre dans ie cas des eaux ou des effluents
- en milligrammes par litre dans le cas des substances chimiques.

Note : Dans le cas des eaux ou des effluents, il peut étre nécessaire pour certains usages d’employer un
autre mode d’expression des résultats. Consulter 3 ce propos I'annexe 8.

10 PROCES-VERBAL D’ESSAI
Le proces-verbal d’essai doit faire référence a la présente norme et comporter notamment :

— Toutes les données nécessaires & l'identification de I'échantillon ou de la substance expérimentee,

- Les méthodes de préparation des échantilions :
- Pour les effluents, le mode et la durée de conservation des échantillons
- Pour les substances chimiques, la meéthode de préparation des solutions méres et des solutions d’essai.

-~ Toutes informations biologiques, chimiques et physiques relatives 3 ['essai et non spécifiées dans la pré-
sente norme, y compris ies conditions d'élevage des daphnies

- Les résuitats de I'essai sous forme de CE (l) 50 - 24 h, la méthode seion laquelle elle a été calculée, les
limites de confiance 3 95 % et la courbe concentration-réponse.

- Le résultat de CE (1) - 50 - 24 h du dichromate de potassium obtenu lors de I‘essai de contrdle et les limites
de confiance.

- La concentration minimale correspondant & 100 % d'immobilisation et |a concentration maximale corres-
pondant & 0 % d'immaobilisation en 24 h.

— Tout comportement anormai des daphnies dans les conditions de l'essai.

- Tout détail opératoire non pcévu dans la présente norme ou facultatif et les incidents susceptibles d’avoir
agi sur les résultats. ’
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