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E-V-4v1-Détermination de la toxicité aigué (EGy-48h) par Daphnia
magna Straus — Méthode en kit (DAPHTOXKIT F MAGNA).

1. Préambule

Il existe deux méthodes de détermination de lacitéxaigué paDaphnia magna la méthode
dite « conventionnelle » qui utilise des daphnies3d® génération maintenues en élevage et la
présente méthode dite « en kit » qui utilise dgshdies directement écloses a partir d’ceufs
dormants (éphippies ; kit disponible par exemplgres de la société belge Microbiotests Inc.).
Cette derniere méthode est particulierement biemptée a |'autocontrble puisqu’elle ne
nécessite pas le maintien d’'un élevage de daphmegs,exige la méme rigueur dans sa mise en
ceuvre, en particulier dans le respect des conditiambiance (température, milieu, ...).

Différentes études comparatives de la sensibilit® deux méthodes ont été réalisées : aucune
différence significative n’a été constatée entsedeux méthodes.

2. Objet

Cette procédure décrit la méthode de déterminatéola toxicité aigué d’échantillons liquides
vis-a-vis deDaphnia ma@na StrauqCladocera Crustacea suivant la méthode en kit qui utilise
des daphnies directement écloses a partir d’ceufiates (éphippies ; kit disponible par
exemple aupres de la société belge Microbiotesty. lne paramétre d’effet est I'inhibition de
la mobilité.

3. Domaine d’application

Cette procédure s’applique aux échantillons ligsiitids les eaux usées industrielles et les eaux
usées urbaines ou agricoles, épurées ou non,Uasdeaces de surface et souterraines, les eaux
interstitielles, les lixiviats de résidus soliddes substances chimiques solubles dans les
conditions de I'essai, ou pouvant étre maintenmesuspension ou en dispersion stable dans les
conditions de I'essai, ou tout autre échantilloneac.

4. Définitions et abréviations

Daphnia magna : microcrustacé d’eau douce de I'ordre des claadkscer

EC50-24/48 h: concentration ou dilution effective estimée gmmobilise 50 % des daphnies
apres 24/48 h d’exposition.

Parthénogenese acyclique reproduction asexuée (pas d’intervention de gamgéle) sans
alternance avec une phase de reproduction sexug®leo Dans ce cas, les femelles donnent
naissance uniguement a des femelles. L'apparit®rmdles dans I'élevage est le signe de
perturbations dans celui-ci.
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5. Conditionnement et conservation de I'’échantillon

Les échantillons doivent étre soumis a I'essaillis papidement possible aprés le prélévement,
ou éventuellement congelés puis décongelés, filmésentrifugés.

Les flacons en verre ou en matériau chimiquemesrtendoivent étre complétement remplis

pour ne plus contenir d’'air. L'essai de toxicitatdiire effectué des que possible, idéalement
dans les 6 heures qui suivent le prélevement. 8l ne peut étre respecte, I'échantillon doit
étre refroidit a 4 + 2 °C sur le lieu du prélévemenhconservé a cette température afin d'étre
analysé dans les 48 heures qui suivent le prélavenRemarquons que I'échantillon peut

éventuellement étre congelé afin d’étre analysé des 2 mois qui suivent le prélevement.

Cette congélation, bien que prévue par la norme@S84l, n’est toutefois pas a privilégier dans

la mesure ou une modification de la toxicité estégélement constatée suite a la congélation.

6. Introduction au Daphtoxkit

6.1. Origine

Les bioessais de criblage utilisant les espécesaghaniesDaphnia magna, Daphnia pulest
Ceriodaphnia dubiaont été développés par les équipes de rechercliReaduDr. G. Persoone
au « Laboratory for Biological Research in Aqud®allution » (LABRAP) a I'Université de
Gand en BelgiquéLa société MicroBioTests a repris les activitésalgant de ces recherches
en produisant les Toxkits et en les commercialisant

6.2. Champ d’application

Les TOXKITS sont des microbioessais contenant tmutqui est nécessaire (y compris les

organismes d'essai) pour réaliser des tests decit®xisimples, rapides, sensibles et

reproductibles. Les tests Toxkits sont particuliseat adaptés pour les essais de toxicité en
autocontréle sur des produits chimiques et degsr&eacués dans les milieux aquatiques, a
condition de respecter une rigueur dans la miseewre, en particulier le respect de conditions
d’ambiance reproductibles (température, milieu, ...).

6.3. Avantages des essais Toxkit

L'avantage majeur des microbioessais Toxkit papoepaux bioessais conventionnels est que
les organismes d'essai sont intégrés dans lesdits une forme dormante ou immobilisée, a
partir de laquelle ils peuvent étre activés a lmalede avant I'exécution de I'essai de toxicité.
Ceci élimine la nécessité d'un approvisionnememttico et/ou d’'un élevage d'organismes
d'essai et donc diminue la charge de travail liéerdretien d’'un élevage pour des laboratoires
qui n'exécutent pas ce test en routine.

Tous les essais Toxkit ont été « miniaturisés sn@robioessais pratiques et faciles a utiliser
qui peuvent étre effectués avec du matériel derddbive et des équipements conventionnels,
sur un espace de travail relativement réduit.

1 * e Laboratoire a récemment été renommé « Laboyator Environmental Toxicology and
Aquatic Ecology» (LETAE).
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6.4. Caractéristiques biologiques des Daphtoxkits

Les Daphtoxkits sont basés sur l'utilisation d’cedésmants des crustac&aphnia magna,
Daphnia pulexet Ceriodaphnia dubiaqui sont utilisés dans le monde entier pour dsgie de
toxicité. Ces ceufs sont protégés par une capsitieatise appelée éphippie, et peuvent étre
stockés pendant de longues périodes sans perdngdbilité. Quand les éphippies sont placées
dans des conditions environnementales spécifiqoes géclencher I'éclosion, les ceufs se
développent en néonates en environ 3 jours. Cesateé® peuvent alors étre employés
immédiatement pour les essais de toxicité.

La présente procédure concerne le Daphtoxkiiglgnaqui permet de travailler avec le crustaceé
Daphnia magna

6.5. Principe du Daphtoxkits

Les bioessais de détermination d&sQu LG) a 24 ou 48 h sont réalisés dans des plagues
d'essai multipuits jetables au départ de néonsses id'éphippies homogénes en taille et en age.

6.6. Méthodologie d'essai

Les essais réalisés a I'aide du Daphtoxkit sortcafies conformément aux procédures d'essais
prescrites par les organisations nationales etnationales (p. ex. OCDE, I1SO, CEE, EPA,
ASTM).

6.7. Dispositifs

Chaque Daphtoxkit contient tous les matériaux lfjet) nécessaires pour exécuter 6 bioessais
complets (essai préliminaire ou @ 24-48 h définitif). Le seul équipement complétagn
requis est un incubateur ou une salle a tempérammgdlée a 20 - 25 °C, un frigo pour la
conservation des ephippies , une petite table leuse ou une loupe binoculaire, de la verrerie
de laboratoire conventionnelle, une balance amplgtiun pH métre et un oxymetre.

6.8. Sensibilité
La recherche comparative réalisée dans plusiebosdtoires de différents pays a prouvé que la

sensibilité des bioessais exécutés avec Daphtogkitsemblable a celle des tests de toxicité
conventionnels effectués avec des néonates d’'éevag

6.9. Précision

Etant donné que les Daphtoxkits contiennent le€rizatx d'essai standards (et les matieres
biologiques), la répétabilité de ces microbioesssidres élevée.
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6.10. Durée de conservation

Les éphippies doivent étre conservées dans l'abscars + 2 °C pour maintenir leur viabilité.
Le succes de I'éclosion des éphippies conservées das conditions est garanti pendant
plusieurs mois, comme indiqué sur |'étiquette noemant la date de péremption de chaque kit.

6.11. Représentativité

Comme les rotiferes et les copépodes, les cladecgoat des membres écologiquement
importants des communautés aquatiques d'eau daume sein des réseaux trophiques. Les
daphnies sont les espéces de crustacés les plisgagtipour la détermination des effets des
xénobiotiques sur les consommateurs primaires ldarécosystémes aquatiques d'eau douce.

7. Contenu du DAPHTOXKIT F MAGNA

Le DAPHTOXKIT FMAGNAcontient :

o Six tubes en plastique de 1 ml couverts d’'une Meulfaluminium, contenant des
éphippies deDaphnia magna a stocker dans un réfrigérateur a 5 + 2 °C jasqu’
utilisation. Le nombre de néonates issus de chfigoen suffit pour un test de toxicité
complet.

o Deux lots de 4 petites bouteilles en verre, comerdacune une solution saline
concentrée, pour composer 2 x 2 litres d'eau ddeceférence (milieu ISO, formule
selon ISO 6341) avec de I'eau déionisée ou de ldBstillée, pour la préparation du
milieu d’éclosion et la dilution de la substanceigoe. Composition :

- flacon 1 : NaHC® (129.5 mg — a dissoudre dans 2 litres pour obten&
concentration de 64.75 mg/l)

- flacon 2 : CaCGl2H,0O (588 mg - a dissoudre dans 2 litres pour obtang
concentration de 294 mg/l)

- flacon 3 : MgSQ.7H,O (246.5 mg - a dissoudre dans 2 litres pour obtemé
concentration de 123.25 mg/l)

- flacon 4 : KCI (11.5 mg - a dissoudre dans 2 liear obtenir une concentration
de 5,75 mg/l)

« Six boites de Pétri en polystyréne de 5 cm de dignp@ur I'éclosion des éphippies.

« Six plagues d'essai en polycarbonate composéegdéstde ringage et 24 puits pour
les dilutions de la substance toxique.

« Six tubes en plastique de 1 ml contenant une pgtiémtité de poudre de spiruline pour
le "pré-nourrissage" des organismes d'essai aesshl de toxicité.

o Six bandes de Parafilm pour sceller les plaquestipoits afin de minimiser
I'évaporation au cours de la période d'incubation.

« Six micropipettes en polyéthyléne pour le trangdies organismes d'essai.
« Un petit tamis a mailles de 1@@n, pour le ringage des éphippies.

« Un Manuel de Protocole Standard, c'est-a-dire unehiore détaillée contenant toutes
les instructions pour I'exécution des essais phédiires et / ou des essais définitifs sur
les composés chimiques purs ou les déchets.

6
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« Un protocole de laboratoire, c'est-a-dire une wersibrégée du Manuel de Protocole
Standard.

« Six feuilles pour le report des résultats et ldsuwta de pourcentages d'effets moyens.
« Six feuilles d'interpolation graphique pour le adlmanuel rapide de I'Eg

« Une fiche de spécification indiquant le numéroateet la durée de vie des éphippies, le
numéro de lot des solutions salines concentréemtéad'expiration du Daphtoxkit et les
valeurs d’EG, a 24 ou 48 h pour le dichromate de potassium {anbs de référence).

Toutes les matiéres non biologiques prévues dar3afghtoxkit F magna sont réalisées en
matériaux inerte, non toxiques. Ces matériaux getatbles et ne devraient donc étre utilisés
gu'une seule fois.

A noter que tout ce matériel peut-étre commandérgéépent par exemple chez le fournisseur du
Daphtoxkit (MicroBio Test) ou chez d'autres fousesrs. De méme, MicroBioTests Inc. est un
exemple de fournisseur d’'ephippies Baphnia magnaappropriées. Le projet de norme

internationale ISO/DIS 6341 indigue par ailleurs nerche a suivre pour la production
d’ephippies a partir d'un élevage.

8. Préparation de I'eau douce de référence

Remarque générale: les solutions décrites ci-dessmint préparées avec de l'eau déionisée ou
d’'une pureté équivalente (conductivité < 10 uS/€@g; < 5ppb) pour la préparation des
solutions et de I'eau de dilution et de veiller dte¥ toute contamination de I'eau par des
substances inorganiques ou organiques pendarégpanation et la conservation.

L'eau douce de référence est préparée a l'aidefldesns de solutions salines concentrées
disponibles dans le kit (vopoint 2) et utilisée comme milieu d'éclosion pour les gples et
comme milieu de dilution pour la préparation dedae de dilution de la substance toxique.

Protocole pour la préparation de 2 litres d'eau doae de référencdvoir figure 1) :

1. Remplir un ballon jaugé de 2 litres avec envinarlitre d'eau déionisée.

2. Déboucher le flacon étiqueté 1 (NaH{,@t en verser le contenu dans le ballon.

3. Répéter cette opération pour le flacon 2 (Qat@ flacon 3 (MgSQ et le flacon 4 (KCI), en
respectant cet ordre.

4. Ajouter de l'eau déionisée jusqu'au trait de Bducher le ballon jaugé et agiter pour
homogénéiser le milieu.

N.B. un milieu d'eau douce concentré 2 fois peet@eparé dans un ballon jaugé de 1 litre, en
prévoyant une dilution ultérieure de moitié au matrde I'utilisation du milieu.

9. Stockage du milieu d’éclosion et de dilution

Deux litres d'eau douce de référence suffisent fexécution de 3 bioessais complets avec
Daphnia magnasSi les 3 essais ne sont pas effectués dans &gugs jours aprés préparation
de I'eau douce de référence, le milieu devrait@tveké dans un réfrigérateur a I'obscurité. Il est
important de prendre soin d’amener le milieu fr(pdogressivement) a température ambiante
avant de l'utiliser.
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Figurel: préparation de I'eau douce de référence (d'aprewtadard operational procedure
du Daphtoxkit de MicroBio Tests).
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10. Pré-aération de I'eau douce de référence

L’eau douce de référence doit étre aérée pendamo@ns 15 minutes avant d’étre utilisée pour
I'éclosion des ceufs de dormance et pour la prépardeés dilutions de substances toxiques. La
pré-aération peut étre effectuée tres facilementbopiage d'air a travers un tube relié a une
pompe a air d'aquarium.

11. Eclosion des éphippies

L'éclosion des éphippies doit étre initiee 3 joavant le début de I'essai de toxicité. En effet,
dans des conditions optimales, le développementyambaire des ceufs deaphnia magna
prend environ 3 jours. Sous éclairage et dansdeditions de température indiquées ci-dessous
(minimum 6000 lux et 20-22 °C), les premiers néeagieuvent méme apparaitre avant la fin
de la période d'incubation de 72 h, mais la magodiés éclosions se produira entre 72 h et 80 h
d'incubation. Le respect strict des conditions elapérature et d’intensité lumineuse est trés
important. En effet, un écart par rapport a ceslitimms peut entrainer un délai ou au contraire
une accélération dans I'éclosion des éphippieseBant compte du fait qu’un minimum de 120
néonates sont nécessaires pour effectuer un tegilebet que les néonates ne devraient pas
étre plus agés que 24 h au début de l'essai detégies organismes doivent étre collectés au
plus tard 90 h apres le début de I'incubation.

Procédure (voir figure 2):

1. Verser le contenu d'un flacon d'éphippies dansnicro-tamis et s’'assurer que toutes les
éphippies soient transférées.

2. Rincer les éphippies abondamment a I'eau duneblpiour éliminer toute trace du milieu de
conservation.

3. Transférer les éphippies dans la boite de &éstinée a I'éclosion avec 15 ml d'eau douce de
référence pré-aérée (on peut aussi utiliser urte lolei Pétri d’'un diametre de 10 cm contenant
50 ml d’eau douce de référence pré-aérée).

4. Couvrir la boite de Pétri d'éclosion et incupendant 72 h, & 20-22 °C sous un éclairage
continu de minimum 6000 lux (intensité lumineuségéie sur le haut de la boite de Pétri).

12. Préparation des dilutions d’échantillons

12.1. Essais sur effluents

La procédure décrite ci-dessous pour l'essai Slureats (ou déchets liquides) peut également
étre appliquée a n'importe quel autre type dediguiontaminé tel que, par exemple, eaux de
surface, eaux souterraines, eaux interstitiellesedénents, de sol ou de déchets, lixiviats, etc.

E-V-4vl
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Figure 2 : éclosion des éphippies (d’apréstandard operational proceduidu Daphtoxkit de

MicroBio Tests).
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Préparation des dilutions de I'’échantillon(voir figure 3).

Avant de préparer les dilutions, les échantillotsI'®au de dilution sont amenés a une
température de 20 + 2 °C. Le pH et la concentragioroxygene dissous sont mesurés. Si la
concentration en oxygéne dissous des échantillsnisférieure a 3 mg/l, elle peut étre amenée
a minimum cette valeur (en suivant les instructicerues avec I'échantillon) par aération de
I'échantillon. Le pH de I'échantillon peut égalermetire corrigé (en suivant les instructions
recues avec I'’échantillon) lorsqu’il se situe ehals de I'intervalle de tolérance (5.5 a 9) pour
le parametre d'effet observé par ajout de HCI ouN#OH (généralement une solution
concentrée a 1 M est utilisée). Cette correctiommptonnelle et se fait si I'objectif est d’évatue
la toxicité aigué en ne tenant pas compte desseffietpH. Si une correction est appliquée, il
convient également de faire le test sans correctopH car celle-ci est susceptible d'altérer la
nature de I'échantillon.

Une série de dilutions (100 % - 50 % - 25 % - 1®.%t 6.25 %) de I'échantillon d’effluent est
préparée par dilution de 1:1 avec de I'eau douceéfdeence :

1. Prendre cing ballons jaugés de 100 ml et les madpi€1 a Cb.
C1 est l'effluent non-dilué et C5 est la dilutiarplus élevée (votableau 1).

2. Remplir le flacon C1 jusqu’au trait avec 100 mfitient.

Mettre 50 ml d'eau douce de référence dans lesf&a€2, C3, C4, et C5.

4. Transférer 50 ml a partir du flacon C1 dans ledfa€2. Boucher et bien agiter le
flacon C2.

5. Répéter cette opération (étape 4) pour les dilatguivantes c'est-a-dire 50 ml de C2
dans C3 ; 50 ml de C3 dans C4 et 50 ml de C4 dans C

6. Voir point 14 : Remplissage de la plaque d'essai

w

Tableau 1: série de dilutions de I'effluent

Concentration
Flacon d'effluent
(en %)

C1 100
Cc2 50

C3 25

C4 12.5
C5 6.25

E-V-4vl
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Figure 3: essais sur effluents, préparation des séries dioahll : 1 (d’aprés latandard
operational procedurelu Daphtoxkit de MicroBio Tests).
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12.2. Essais sur la substance de référence,(¢,0-)

Afin de vérifier la bonne exécution de la procéddiessai et la sensibilité des organismes
d'essai, il est indispensable d'effectuer un testas substance de référence, le dichromate de
potassium (KCr,0O).

L’essai de contrble avec la substance de référestoealisé chaque semaine d’essai et a chaque
fois qu'un élément du mode opératoire de I'essaideul’élevage est modifié. A cette fin,
préparer les dilutions suivantes dans de I'eauildéah.

12.2.1. Procédure:

Une série de dilutions allant de 3.2 mg/l a 0.32l nhgit étre préparée.

1. Prendre sept jaugés calibrés de 100 ml. Noterdmiar jaugé «stock 1 », le deuxiéme
flacon « stock 2 » et les autres C1 - C2 - C3 - C5.

2. Peser 100 mg de dichromate de potassium sur uaadeabnalytique, les transférer
dans le flacon « stock 1 » et remplir jusqu’aut taaiec de I'eau déionisée.

3. Transférer 1 ml de solution « stock 1 » dans ledfta« stock 2 » et remplir ce flacon
jusqu’au trait de facon a obtenir une concentratiensubstance de référence de 10
mg/l.

4. Transférer les volumes suivants de solution detanbe de référence du flacon « stock
2 » dans les autres flacons de 100 ml:

- 32 ml dans le flacon C1 (3.2 mg/l)

- 18 ml dans le flacon C2 (1.8 mg/l)

- 10 ml dans le flacon C3 (1 mg/l)

- 5,6 ml dans le flacon C4 (0.56 mg/l)
- 3,2 ml dans le flacon C5 (0.32 mg/l)

5. Pour chaque flacon, ajouter de I'eau douce deemdérjusqu’au trait, boucher les
flacons et les agiter pour homogénéiser les saisitio

6. Remplir la plaque multipuits avec les solutions sidbstance de référence, comme
indiqué awoint 14. Remplissage de la plaque d'essai.

Les valeurs des essais de contrOles sont repatéearte de contréle d’acceptation, la £C
24 h du dichromate de potassium devant étre cempentre 0,6 et 2,1 mg/l. En cas de
dépassement des limites d’acceptation, les résudeg échantillons ne pourront étre validés et
'essai devra étre recommencé dans la mesure dgibpms(selon la disponibilité de
I’échantillon).
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13. Pré-alimentation des organismes d'essai

Les néonates utilisés pour les essais Daphniessiglzes” sont nés dans des élevages ou ils
peuvent se nourrir jusqu'a ce qu'ils soient relisigibur les essais. Cette absorption alimentaire
leur fournit une «réserve énergétique» et empéeahendrtalité résultant d'un manque de
nourriture (ce qui fausserait les résultats desigsslurant les 48 heures d'essai au cours
desquelles les organismes ne sont pas nourris.

Dans ce but, les néonates éclos a partir des éphippnt pré-nourris avec une suspension de
micro-algues spiruline avant le test lors d’'uneé“plimentation” de 2 heures.

Procédure;

1. Prendre un flacon de poudre de spiruline et le liemypec I'eau douce de référence.

2. Agiter vigoureusement le flacon pour homogénéiseohtenu.
N.B.: Tl'utilisation d'un Vortex est conseillée powbtenir une suspension tres
homogene des particules de spiruline.

3. Deux heures avant la collecte des néonptes I'essai, verser la suspension d'algues
dans la boite de Pétri d'éclosion et mélanger doeot le contenu pour distribuer
uniformément la nourriture.

14. Remplissage de la plague d’essai

Pour une évaluation statistiquement acceptableffiets, chaque concentration d'essai ainsi que
le contrble doivent étre testés en 4 répétitions.

Chaque plaque multipuits est fournie avec 4 puissai pour les contréles et 4 puits d'essai
pour chague concentration de substance toxiquef{gare 4).

En outre, une colonne de "puits de ringage" seve@ur le coté gauche des plaques d'essai
fournies avec le Daphtoxkit. Ces puits de rincagwent a limiter la dilution de la substance
toxique dans les coupelles multipuits pendantdadfert des organismes d'essai de la boite de
Pétri d’éclosion a la plaque d’essai.

Les colonnes de puits d'essai sont étiquetées &, @,D (répliquats) et les lignes sont appelées
X (contrdle), 1, 2, 3, 4 et 5 pour les cing dilmsodes échantillons.

Tous les puits de chaque rangée doivent étre rerapéic une dilution de I'échantillon (ou avec
le milieu de dilution dans la ligne de contrdle).

Procédure (voir figure 4):
Transférer 10 ml d'eau de dilution dans chaqueslgtla rangée de contrble et 10 ml de chaque

concentration d’échantillon dans chaque puits dgse$ correspondantes, dans l'ordre des
concentrations de substances toxiques croissantes.

E-V-4vl
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o Figure4: remplissage de la plaque d’essai(d’apréstdadard operational proceduidu

nemental

Daphtoxkit de MicroBio Tests).
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15. Transfert des néonates dans les puits d’'essai

Le transfert des néonates de daphnies dans les gdlgssai est effectué a l'aide d'une
micropipette. En raison de la petite taille desmgsidaphnies, ce transfert est habituellement
effectué sous une loupe binoculaire a faible gssssnent (par exemple 10X). On peut aussi
utiliser une table lumineuse munie d'une bande serabsurmontée d’'une plaque transparente
(voir figure 5). L'utilisation d'une bande de papier noir et datgau transparent améliore
considérablement le contraste entre les organidiassai et le fond blanc de la table lumineuse,
ce qui facilite considérablement la visibilité deganismes d'essai.

Figure5: table lumineuse avec support transparent

Le plateau transparent, qui peut facilement étrdemionné avec n'importe quel type de
plastique transparent, doit étre a une distanecwidi 3 cm de la table lumineuse. La largeur
de la bande noire doit étre d'environ 3 cm.

Le transfert des daphnies dans la plague multigeifgit en deux étapes:
a. le transfert des néonates de la boite de R#is ks puits de rincage de la plague multipuits

(premiére colonne a gauche — figure 4).
b. le transfert des néonates & partir des puitsirdage vers les 4 puits d'essai des lignes
correspondantes.

L ¢
=
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Procédure (voir figure 6):

1. Mettre la boite de Pétri avec les néonates prérisosur le plateau d'une loupe
binoculaire ou sur le plateau transparent de e tainmineuse avec la bande de lumiere
noire.

2. Transférer_au moins 20 néonates (nageant activgrdans chaque puits de ringage
dans l'ordre suivant: ligne X (contréle), ligneligne 2, ligne 3, ligne 4 et ligne 5 (c'est-
a-dire dans l'ordre croissant des concentratiogshdintillon). Essayer de transférer
aussi peu de liquide que possible de la boite de ¥®&s les puits au cours de ce
transfert et rincer minutieusement la micropipatiees chaque transfert.

3. Mettre la plaque multipuits sur le plateau du mscape a dissection ou sur le plateau
transparent de la table lumineuse et transférestexeent 5 néonates de chaque puits de
rincage dans les 4 puits de chaque rangée.

Ce transfert doit également étre effectué dansdterdes concentrations d'essai
croissantes.

N.B. Compter les néonates a leur sortie de la mipette pour étre sOr d'avoir transféré
exactement 5 organismes d'essai par puits.

Remargue importante

IMMOBILISATION DES ORGANISMES D'ESSAI FLOTTANT EN SURFACE

Les daphnies sont susceptibles d'étre retenuesugféece du milieu liquide dans les puits
d'essai, par le phénoméne de « tension de surface »

Lorsqu'ils flottent en surface, certains organismiessai peuvent ne pas étre en mesure de se
libérer et risquent de mourir.

Afin d'éviter ce phénomene d’'immobilisation en seH, qui peut sérieusement compromettre
les résultats des bioessais, il est d'une impagtaapitale, lors du transfert des néonates dars les
puits d'essai, de mettre la pointe de la micropepedns le milieu, et de ne pas laisser tomber les
organismes sur la surface du milieu.

16. Incubation de la plague d'essai

Procédure;

1. Mettre la bande de Parafilm sur la plague multgpet poser hermétiquement le
couvercle sur la plaque.

2. Mettre la plague dans l'incubateur a 20 °C, dabsdturité.

"
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e Figure 6 : transfert des néonates dans les puits de la pliigasai(d’apres lastandard
operational procedurelu Daphtoxkit de MicroBio Tests).
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17. Lecture des plagues d’essais

Procédure:

1. Apres 24 h et 48 h d'incubation, mettre la plaqualtipuits sous le microscope a
dissection ou sur le plateau de la table lumineuse.

2. Noter le nombre de néonates morts et immobfjsémr rapport au nombre
d’organismes d'essai nageant activement dans clpadfse

3. Reporter les comptages sur la feuille de résultitsexemple de feuille de résultats est
donnéen annexe |

4. Calculer la somme des néonates morts et immobibes phaque concentration de
I’échantillon et calculer la moyenne et le poureget d’effet.

5. Mesurer la concentration en oxygene dissous pouniua faible concentration pour
laquelle toutes les daphnies sont immobilisées ill, 'y en a pas, pour la
concentration la plus élevée pour laquelle une ibihsation partielle est observée (1
réplique). Si celle-ci est inférieure & 2 mg/l, ores la concentration en oxygéne
dissous pour la concentration suivante ayant umgoinilisation partielle supérieure a
10 % (1 réplique), et ainsi de suite jusqu’a ce lgueitere de validité du test (teneur en
0O, > 2 mg/l) soit rencontre.

18. Validité de I'essai

Comme pour la méthode classique, les résultats sonsidérés comme valables si les
conditions suivantes sont satisfaites:

a) la teneur en oxygéne dissous en fin d’essai (riescomme indiqué apoint 17) est
supérieure ou égale a 2 mg/l ;

b) le pourcentage d’immobilisation observé dansréespients témoins est inférieur ou égal a
10 %;

c) la EGy-24 h du dichromate de potassium de I'essai de@enfpoint 12.) est comprise entre
0.6 mg/l et 2.1 mg/l.

Z Les néonates qui ne sont pas en mesure de nagés ame légére agitation du liquide pendant 15

. secondes doivent étre considérés comme immobitiggege s'ils peuvent encore bouger leurs antennes.
&%)
q—ﬁ%’)) E-V-4v1
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19. Estimation de 'EC50

Il existe de nombreuses méthodes pour le calculsdeds d'effets a 50 %. La plus simple
(décrite ci-dessous) consiste a reporter les patages d'effet calculés sur un graphique (log
concentration/% mortalité). Chaque Daphtoxkit cemtti6 feuilles pour réaliser cette estimation
trés simple et rapide de I'EE par «interpolation graphique ». Un exemple deilleeu
d’interpolation graphique est doneé annexe |l

Procédure;

1. Indiquer les concentrations (ou les dilutions)is#és dans la série de dilution de
I’échantillon sur 'axe Y.

2. Tracer le pourcentage d’effet calculé sur la lidwizontale & hauteur de chaque
concentration ou dilution.

3. Relier les points tracés par une ligne droite.

4. Localiser les 2 points adjacents sur le graphesqnt séparés par la ligne verticale de
50 % d'effet et lire 'EG, & l'intersection des deux lignes.

N.B.: La comparaison des résultats du calcul diipblation graphique avec ceux d'autres
programmes de traitement de données de la toxiéitéle toujours que la méthode présentée,
malgré sa simplicité, donne des valeurs de 50 %et’qui sont trés proches de celles obtenues
avec des méthodes plus sophistiquées. La méthodermblation graphique a par contre
I'inconvénient de ne pas donner de "limites deiaong".

E-V-4vl
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20. Références
¢ DAPHTOXKIT F vy MAGNA Crustacean Toxicity Screening Test for Freshwater,
standard operational procedure.

* Norme internationale ISO 6341:Qualité de I'eau — Détermination de l'inhibition ke
mobilité deDaphnia magn&traus Cladocera, Crustacea- Essai de toxicité aigué.

®n ¢
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ANNEXE |

DAPHTOXKIT F

FEUILLE DE RESULTATS

Nom de I'opérateur: ....

Date de I'essai de performancCe: ...........ccccceeeieeeeeeiii e

Echantillon testé: ........

Type d’essai:

0 Essai préliminaire
o Essai définitif
Espéce utilisée:
o Daphnia magna
o Daphnia pulex
Série de dilutions:
Concentration 1 : .....cceeevvvnnieennnnn.
Concentration 2 : ......cceeeevvneeeeennnn.
Concentration 3 .....cceeevvvneeeeennnn.
Concentration 4 : .....cccoeevvneeeennnn..
Concentration 5: .....cooeeviveeeennnnns
Controle Conc. 5 Conc. 4 Conc. 3 Conc. 2 Conc. 1
Exposition 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 4
(h)
A
B
C
D
Total 120 120 120 /20 120 120 120 120 120 120 /20| 20/
% Effet
Effets observés:
2ANEGQ coovvvvvvvrvviiiiice e
ABN EGy wvvvvvveieiiieiiiiiiieeeeeeeeeeeee
” 4
€6
m\%(’g) E-V-4v1
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ANNEXE |l

TOXKIT

FEUILLE D'INTERPOLATION GRAPHIOUE

- Espéce testée :

1000 1000
. q00
- Substance toxique :
9 800
- Temps d’exposition : A0
| |
500 | !
400 L '
| | 320
300 | Gl Al =T 4 i
200 : 180
i
I
100 | | 100
g0 d t : :
80 = : :
70 = -
60 H—— i 36
= | | |
50
| ! |
i | |
G 1 |
gl | | 32
30 —— —
— :
20, === —— 18
T !
! e 55
O LC50: '
0 EC50: 10 10
0 30 100
Echelle Pourcentage Concentrations du
log d'effet bioessa
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