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Avant-propos

L'ISO (Organlsatnon internationale de normalisation} est une fédération
mondiale d'organismes nationaux de normalisation (comités membres de

|'1SO). L'élaboration des Normes internationales est en général confiée aux

comités techniques de I''SO. Chaque comité membre intéressé par une
étude a le droit de faire partie du comité technigue créé a cet effet. Les
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organisations internationales, gouvernementales et non gouverne-
mentales, en liaison avec I''SO participent également aux travaux. L'1SO
collabore étroitement avec la Commission électrotechnique internationale
(CEI) en ce qui concerne la normalisation électrotechnique.

Les projets de Normes internationales adoptés par les comités techniques
sont soumis aux comités membres pour vote: Leur publicationycomme
Normes internationales requiert 1'approbation de 75 %" au ‘moins des
comités membres votants.

La Norme internationale 1ISO 9363-1 a été élaborée par le comité technique
ISO/TC 172, Optique et instruments d'optique, ~sous-comité SC 7,
Instruments ophtalmiques, endoscopiques et métrologiques et méthodes
d'essais.

L'annexe A fait partie intégrante de la présente partie de I''SO 9363.
L'annexe B est donnée uniqguement a titre d'information.
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Optique et instruments d'optique — Lentilles de contact —
Détermination de la cytotoxicité des matériaux des lentilles

de contact —

Partie 1:

Essai de diffusion a travers |'agar et essai d'inhibition de la

croissance cellulaire

1 Domaine d'application

La présente partie de [1S0O'9863 7 prescrit' deux
méthodes in vitro pour la détermination de la
cytotoxicité des matériaux des lentilles'de"contact:

— I'essai de diffusion & travers |'agar; et

— |'essai d'inhibition de la’'croissance cellulaire.

Ces essais ont pour objet principal de détecter la
présence de substances cytotoxiques extractibles
dans ou sur les lentilles de contact.

NOTES
1 L'attention est attirée sur I'|SO 10993-5.

2 |l est recommandé d'effectuer au moins un essai in vitro
pour une évaluation préclinique des lentilles de contact
neuves. On peut utiliser 1'un ou l'autre des deux essais in
vitro suivants.

2 Principe

Les essais proposés sont congus pour constater
['absence de substances cytotoxiques extractibles.

L'essai de diffusion a travers l'agar est congu pour
évaluer la présence de substances toxiques libérables
dans les matériaux solides. L'échantilion pour essai
est placé en contact avec la surface d'une couche
d'agar qui couvre une couche monocellulaire traitée
avec un colorant vital. Aprés 24 h d'incubation, la
présence de substances toxiques extractibles se
manifeste par la décoloration des cellules situées

dans la zone de diffusion de la (des) substance(s)
soluble(s) sortant de ['échantillon et par la lyse des
cellules [dans [cette’'zone si les concentrations et la
toxicité de la (des) substance(s) diffusante(s) est
(sont)-suffisamment élevée(s).

lYessai d'inhibition de la croissance cellulaire a pour
but ld’évaluerdalprésence de substances cytotoxiques
extractibles. La vitesse de croissance des cellules de
mammiféres diminue significativement en présence
de substances toxiques. Généralement, le taux de
croissance est déterminé en comparant le nombre de
cellules ou la teneur en protéines des cellules &
différents temps. Etant donné qu'il y a une relation
linéaire entre le nombre de cellules et la concentration
en protéines dans les conditions de l'essai décrit, la
vitesse de croissance est déterminée par dosage des
protéines. On peut utiliser le comptage des cellules
comme autre méthode d'évaluation.

Dans |'essai d'inhibition de la croissance cellulaire, des
extraits de matériau des lentilles de contact sont
ajoutés au milieu de culture cellulaire et la teneur en
protéines de la culture cellulaire aprés 72 h de contact
avec |'extrait est comparée a la teneur en protéines
des cultures de cellules sans extrait.

Pour assurer un travail de bonne qualité, il convient
d'effectuer les essais de cytotoxicité des lentilles de
contact dans des laboratoires expérimentés confor-
mément aux principes généraux des B.P.L. Il convient
gue |'évaluation globale des résultats soit effectuée
par un expert toxicologue informé sur le produit fini,
les conditions de son utilisation et les données
chimiques et biologiques appropriées sur ce produit.
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3 Essai de diffusion a travers I'agar
3.1 Appareillage et solutions

3.1.1 Appareillage

Installations types pour la culture de tissus, compre-
nant un équipement de stérilisation (autoclave et
filtration sur membrane), hotte a flux laminaire,
incubateur dioxyde de carbone/air a 37 °C, bain-marie,
verrerie et récipients plastiques pour culture de tissus.

3.1.2 Milieu de culture

Le milieu de culture doit étre stérile.

NOTE 3 A cet effet, on peut se procurer le milieu de
culture stérile et prét a I'emploi, ou le préparer a partir de
composants stériles en utilisant des techniques aseptiques,
ou, lorsqu'on ne dispose pas d'un ou de plusieurs
composants sous forme stérile, on peut le stériliser aprés
préparation par filtration sur membrane.

Le milieu de culture complet doit- étre de-ymilieu
modifi¢ Eagle de Dulbecco, contenant' 3,7 g/ ‘de
bicarbonate de sodium, 10 % (V/V) de sérum foetal,de
veau (FCS), 100 [U/ml de pénicilline et 100 pg/ml de
streptomycine ou de tout autre milieu de culture avec
lequel on peut démontrer que l'on obtient des
résultats reproductibles sur cing'essais:

3.1.3 Milieu d'agar

Le milieu d'agar doit se composer d'un mélange a part
égale de milieu de culture complet stérile & double
concentration (tous les ajouts sont également a
double concentration) et d'agarose ou équivalent
stérile & 3 g/l dans de |'eau bidistillée ou équivalent.

Porter |'agarose fondu a environ 50 °C et le milieu a
37 °C dans un bain-marie, ou les deux a 42 °C, et
mélanger dans des conditions aseptiques. Utiliser a
42 °C.

3.1.4 Tampon phosphate salin (TPS) exempt de
calcium et de magnésium

Le tampon phosphate salin doit se composer de 8,0 g
de chlorure de sodium, 0,2 g de chlorure de potas-
sium, 2,9 g d'hydrogénophosphate disodique dodéca-
hydraté (NaH,PQ,412H,0), 0,2g de dihydrogéno-
phosphate monopotassigue (KH,PO,) dissous dans de
I'eau bidistillée ou équivalent (grade culture de cellule)
afin d'obtenir 1 000 ml de solution. Ajuster le pH a 7,2,
stériliser selon une méthode appropriée. Réchauffer &
37 °C avant utilisation.
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3.1.5 Colorant vital

Le colorant vital doit étre du rouge neutre ou toute
teinture vitale équivalente. Le colorant vital rouge
neutre doit &tre préparé comme suit.

Solution meére: 1,0 g/l de rouge neutre dans de l'eau
bidistillée. Ajuster le pH a 7,2, stériliser par filtration.
Protéger de la lumiére directe.

Colorant vital: 1:10 de solution mére dans du TPS
stérile, préparer extemporanément et protéger de la
lumiére directe.

3.1.6 Solution de trypsine

Une concentration appropriée (0,1 g/l a 0,25 g/l) de
trypsine dans du TPS ou tout autre agent (pour
dissocier la monocouche cellulaire} doit étre utilisée
pour la préparation des suspensions de cellules.

3.2 Matériau a essayer

L e )rmatériall) 4 éssayer| doit étre représentatif du
produit fini. Il est nécessaire d'avoir au moins deux
lentilles de tontact par essai.

3.3 Temoins

3.3.1 Matériau témoin positif

Le témoin positif doit étre un matériau qui, lors de
I'essai selon la procédure décrite en 3.5.2, produit une
réponse cytotoxique (tout matériau approprié et don-
nant une réponse cytotoxique reproductible).

3.3.2 Matériau témoin négatif

Le témoin négatif doit étre un matériau qui, lors de
I'essai selon la procédure décrite en 3.5.2, ne produit
pas de réponse cytotoxique (tout matériau approprié
et reconnu non cytotoxique).

3.4 Cellules

Utiliser une des lignées cellulaires suivantes:

a) Le type de culture de la collection américaine,
CCL 1, Clone 929 NCTC (tissu conjonctif, souris),
clone de race L (ci-aprés référencé cellules L 929).

b} Toute autre lignée cellulaire, & condition d'avoir
obtenu, lors des essais conformément & la pré-
sente partie de ''SO 9363, un niveau de toxicité
reproductible pour le matériau témoin positif et de
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n‘avoir observé aucune cytotoxicité pour le maté-
riau témoin négatif et le milieu de culture cellulaire
frais.

NOTES
4 |l convient d'enregistrer le nombre de passages.

5 |l convient que les cultures souches stockées soient
contrélées avant utilisation pour vérifier ['‘absence de
mycoplasme. La recherche des mycoplasmes peut é&tre
effectuée conformément a W.C. Russel et al. ou par toute
autre méthode reconnue. Il convient de n'utiliser pour
I'essai que des cellules exemptes de mycoplasme.

3.5 Mode opératoire et évaluation

3.5.1 Préparation de I'échantillon

Les lentilles de contact devraient étre appliquées
directement sur la couche d'agar. L'essai de diffusion
a travers l'agar ne nécessite pas d'échantillons
stériles, bien que la stérilité soit souhaitable.

3.5.2 Déroulement des essais

Utiliser les cellules L 929 provenant d'une culture en
monocouche & croissance exponentielle.

Préparer une quantité suffisante de cellules.-Retirer le
milieu, laver deux fois avec du TPS, ajouter environ
3 ml de solution de trypsine par flacon de culture de
tissus de 75 cm? et laisser incuber jusqu'a ce que les
cellules se détachent {environ 3 min & 37 °C avec de
la trypsine & 0,25 % dans du TPS).

Arréter la réaction enzymatique en ajoutant 10 ml de
milieu de culture complet, centrifuger pendant 10 min
a 100 g et amener le milieu a 2,5 x 105 cellules viables
par millilitre. La viabilité des cellules doit étre
supérieure a 75 %; elle peut étre déterminée par la
méthode de coloration au bleu de trypan ou par toute
autre méthode appropriée.

Déposer 10 ml (4,5 mi) de la suspension de cellules
ajustée dans des boites de Petri & usage unigue de
90 mm (60 mm) de diametre et laisser incuber
pendant 24 h a 37 °C dans de |'air humide contenant
5 % (V/V) de dioxyde de carbone.

Aspirer le milieu aprés incubation et ajouter
10 ml (4,5 ml) de milieu d'agar & 42 °C dans chagque
boite de Petri. Laisser le milieu d'agar se solidifier
{environ 30 min dans l'incubateur).

Verser 10 ml (4,5 ml) de solution de colorant vital
fraichement préparé sur la surface de l'agar solidifié.
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Laisser incuber les boftes de Petri pendant 30 min a
37 °C dans l'obscurité et aspirer la solution de colorant
excédentaire.

Placer deux spécimens du matériau a essayer, ainsi
qu'un témoin négatif et un témoin positif symé-
triguement sur chacune des deux boltes de Petri de
90 mm. Si 'on utilise des boltes de Petri de 60 mm,
placer un échantillon par plaque et utiliser deux
plagues séparées pour chaque contrdle.

Pour les lentilies rigides, il est recommandé de placer
une goutte d'agar sur la surface de l'agar avant de
déposer la lentille pour éviter que celle-ci ne se
déplace a la surface de I'agar.

Pour les lentilles hydrophiles, il est recommandé de
faire deux ou trois coupes équidistantes sur la
circonférence de la lentille afin de permettre de poser
la lentille a plat sur la surface de ['agar. Laisser incuber
pendant 24 h de plus & 37 °C dans de I'air humidifié
contenant 5 % (V/V) de dioxyde de carbone.

3.5:3 )Résultats d'essai

Controler la réponse de la monocouche colorée par
I'étendue” de la décoloration (éventuelle) sous et
autour de I'échantillon & essayer, a l'aide d'un
microscope inversé ayant un grossissement de x 100.
Utiliser le systeme de comptage donné & |'annexe A.

Rejeter la plaque (pour les plagues de 90 mm) ou
I'essai (pour les plagues de 60 mm) si la monocouche
de cellules sous le témoin négatif ou autour de ce
témoin, a perdu de la couleur, ou si I'on n'observe pas
la réponse type du contrble positif.

Le rouge neutre est un colorant redox qui est
particulierement concentré dans les lysosomes des
cellules vitales. La décoloration des cellules est un
premier signe de lésion cellulaire et précéde le
détachement du substrat et la lyse des cellules. Selon
la solubilité dans I'eau et la concentration des
substances toxiques de faible masse moléculaire
dans la préparation, les cellules sous et autour de
I'échantilon sont décolorées (indice de zone).
Souvent, on observe une décoloration des cellules
placées directement sous I'échantillon, mais sans lyse
de cellules. Cependant, un matériau n'est jugeé
«cytotoxique» que si l'on observe simultanément la
lyse. Si un matériau libere des composés cyto-
toxiques hautement diffusables & faible concentration,
it peut se produire une décoloration des cellules sans
lyse. Un indice de zone de 2 ou plus sans lyse de
cellules peut étre considéré comme une réaction
significative. En tous les cas, l'indice de réaction doit
&tre indigué et le résultat doit étre interprété.
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NOTE 6 Les matériaux des lentilles de contact hydrophiles
peuvent absorber les teintes passivement, causant une
décoloration qui n'est pas due aux effets cytotoxiques.

3.5.4 Considérations générales

Un indice de réponse positif de 1/1 ou plus est une
indication définitive de la présence d'une substance
toxique diffusable dans I'échantillon.

35.5 Evaluation des résultats

L'évaluation globale des résultats doit étre effectuée
par un expert toxicologue, familiarisé avec ce type
d'essai. Si ce dernier considére que les résultats sont
peu concluants ou non valables, l'essai doit étre
répété avec de nouveaux échantillons du matériau a
essayer et, si nécessaire, une autre lignée cellulaire
et/ou un autre milieu de culture.

4 Essai d'inhibition de la croissance
cellulaire (mesurée par la détermination
des protéines)

4.1 Appareillage et solutions

4.1.1 Appareillage

Installations types de culture de tissus, comprenant
un équipement de stérilisation (autoclave et filtration
sur membrane), hotte a flux laminaire, incubateur d'air
a dioxyde de carbone a 37 °C, bain-marie, verrerie et
récipients plastiques pour culture des tissus.

4.1.2 Milieu de culture

LLe milieu de culture doit &tre stérile.

NOTE 7 A cet effet, on peut se procurer le milieu de
culture stérile et prét a I'emploi, ou le préparer a partir de
composants stériles en utilisant des techniques aseptiques
ou, lorsqu'on ne dispose pas d'un ou de plusieurs de ces
composants sous forme stérile, on peut le stériliser aprés
préparation par filtration sur membrane.

Le milieu de culture complet doit étre le milieu
modifié¢ Eagle de Dulbecco, contenant 3,7 g/l de
bicarbonate de sodium, 10 % {V/V) de sérum foetal de
veau (FCS), 100 IU/m! de pénicilline et 100 pg/ml de
streptomycine ou de tout autre milieu de culture avec
lequel on peut démontrer que l'on obtient des
résultats reproductibles sur cing essais.

SO

4.1.3 Tampon phosphate salin (TPS) exempt de
calcium et de magnésium.

Le tampon phosphate salin doit se composer de 8,0 g
de chlorure de sodium, 0,2 g de chlorure de potas-
sium, 2,9 g d'hydrogénophosphate disodique dodéca-
hydraté (NaH,PQO,,12H,0), 0,2g de dihydrogéno-
phosphate monopotassique (KH,PO,) dissous dans de
l'eau bidistillée ou équivalent (grade culture de cellule)
afin d'obtenir 1 000 ml de solution. AjusterlepHa 7,2,
stériliser selon une méthode appropriée et stocker a
4 °C. Réchauffer a 37 °C avant utilisation.

4.1.4 Solution de trypsine

On doit utiliser une concentration appropriée (0,1 g/l a
0,25 g/l) de trypsine dans du TPS ou tout agent
appropri¢ de désintégration des cellules pour la
préparation des suspensions de cellules.

415 Solutions de Lowry

Solution A:, 20,0 g de carbonate de sodium
4,0.gvd'hydroxyde de sodium
dans 1 000 ml d'eau distillée ou
équivalent.

Solution B: 2,0 g de tartrate de sodium et potassium
dans,1 000 ml d'eau distillée ou
eéquivalent.

Solution C: 2,0 g de sulfate de cuivre
dans 1 000 ml d'eau distillée ou
équivalent.

Solution D:  Mélanger la solution B et la solution C
dans un rapport de 1:1 (V/V).

Solution E: 98 parties de solution A
2 parties de solution D
Mélanger juste avant utilisation.

Solution F: 1 partie de réactif phénol Folin-Ciocalteus
1 partie d'eau distillée ou équivalent
Mélanger juste avant utilisation.
Controler tout nouveau lot de réactif
phénol avec une courbe type d'albumine
de sérum bovin.

4.2 Matériaux a essayer

6 cm? de surface de lentilles de contact sont extraits
par 1 ml de milieu de culture. On a besoin de 6 ml
d'extrait par essai.

NOTES

8 L'extraction polaire et non polaire sont également
recommandées.
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9 On a obtenu de bons résultats en appliquant une
extraction a l'aide d'un solvant additionnel, par exemple
20 cm? de matériau par 1 mi de diméthylsulfoxyde (DMSO).

4.3 Témoins

On utilise le milieu de culture comme contrdle négatif.
Le matériau qui donne une réponse cytotoxique repro-
ductible doit étre considéré comme témoin positif.

4.4 Cellules

Utiliser les lignées cellulaires comme spécifié en 3.4.

45 Mode opératoire et évaluation

4.5.1 Préparation des extraits

Le matériau a essayer provenantdes dispositifs
préstérilisés doit étre manipulé-dans-des’ conditions
aseptiques pendant toute la procédure d’'extraction et
d'essai. Les matériaux a essayer ‘provenant de
dispositifs qui sont normalement fournis non stériles,
mais qui sont stérilisés avant utilisation, doivent'étre
stérilisés avant la procédure’d'extraction.

Les matériaux a essayer provenant de dispositifs pour
lesquels la stérilité n'est pas demandée lors de
['utilisation doivent étre utilisés tels quels. Les
matériaux doivent étre manipulés de fagon aseptique
pendant toute la procédure d'extraction et d'essai.

Si, dans le cas de dispositifs non stériles, des extraits
sont filtrés de fagon stérile avant application, cela doit
étre mentionné dans le rapport final.

Extraire 36 cm?2 de matériau de lentille de contact
avec 6 ml de milieu de culture complet pendant au
moins 24 h a 37 °C.

Lorsgu'on utilise le DMSO comme solvant, extraire
20 cm? de matériau de lentille de contact avec 1 ml de
DMSO pendant au moins 24 h a 37°C. Ajouter
['extrait 8 100 ml de milieu complet.

Aprés extraction, diluer les extraits avec du milieu
complet 330 %, 10 % et 3 % (V/V).

De méme, préparer l'extrait du matériau témoin
positif, mais ne |'utiliser que non dilué. Pour le témoin
négatif, laisser incuber le milieu de culture sans le
matériau a essayer dans des conditions identiques.
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45.2 Préparation des cultures cellulaires

Utiliser les cellules L 929 provenant d'une culture en
monocouche a croissance exponentielle.

Retirer le milieu, laver deux fois avec du TPS, ajouter
3 ml de solution de trypsine par flacon de culture de
tissu de 75cm? et laisser incuber pendant 3 min
environ a 37 °C. Aider au détachement des cellules en
remuant le flacon aprés incubation.

Arréter la réaction enzymatique en ajoutant 10 ml de
milieu de culture complet, centrifuger pendant 10 min
4 100 g et amener le milieu 4 2,0 x 105 cellules viables
par millilitre. La viabilité des cellules doit étre supé-
rieure a 75 %, ceci étant déterminé par exemple par
exclusion du bleu trypan.

Utiliser des plaques multipuits (24 puits ayant une
surface de base de 2 cm? chacun). On doit utiliser
chaque fois trois puits pour

— le temoin négatif au début de l'expérimentation
(Co);

— le “témoin "négatif (teneur en protéines de la
culture de cellules aprés 72 h d'incubation) (C55);

— l'extrait de I'éprouvette (100 %) & soumettre &
I'essai aprés 72 h (Tyg0 9);

L0 textrait'“de I'éprolvette (30 %) a soumettre 3
I'essai aprés 72 h (Tsg o,);

— l'extrait de I'éprouvette (10 %) a soumettre 3
I'essai aprés 72 h (Tyg 9);

— |'extrait de |'éprouvette (3 %) & soumettre a I'essai
aprés 72 h (T3 q,);

— I'extrait du matériau du témoin positif (C,).

Essayer les extraits d'un échantillon en ajoutant
1,0 ml d'extrait (non dilué ou dilué) dans 3 puits
chacun (T), 1,0 ml de milieu pré-incubé dans chacun
des trois puits pour {Cy) et (Cy,), 1,0 mi d'extrait du
témoin positif dans 3 puits (C,) et 0,2ml de la
suspension de cellule ajustée dans chacun des puits.

Laisser incuber les plagques multipuits a 37 °C dans de
l'air humide contenant 5 % (V/V) de dioxyde de
carbone. Aprés 1 h, aspirer le milieu dans les puits
témoins (C,) et laver trois fois avec du TPS. Tester les
cellules témoins pour la teneur en protéines. Conti-
nuer 'incubation des plagues multipuits pendant 72 h.
Aspirer ensuite les liquides excédentaires et laver les
couches de cellules trois fois avec du TPS a 37 °C.

Effectuer la détermination des protéines selon Lowry
comme suit. Ajouter 2,0 ml de solution Lowry E 3
chaque puits et laisser les plaques multipuits dans

5
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I'obscurité pendant 1 h & la température ambiante.
Verser ensuite 0,2ml de solution Lowry F dans
chaque puits, mélanger intimement et continuer
I'incubation dans I'obscurité pendant encore 30 min.
Mesurer la densité optique a 660 nm juste aprés cette
période d'incubation.

NOTES

10 Si nécessaire, il convient d'effectuer une dilution
appropriée 1 h aprés avoir ajouté la solution Lowry E, en
ajoutant de la solution Lowry E avant d'ajouter la solution
de Lowry F.

11 La densité optique est proportionnelle & la teneur en
protéines des puits. On peut effectuer un comptage des
cellules a l'aide d'un hémocytomeétre a la place de la
détermination des protéines.

4.5.3 Résultats d'essai

Etant donné qu'il y a une relation linéaire entre le
nombre de cellules et la concentration en protéines
dans les conditions de l'essai, le pourcentage
d'inhibition de la croissance (% IC) des cellules en
présence de l'extrait est calculé selon la, formule
suivante:

A660 (M- A660 (CO)
A660 (C72) - A660 (CO)

%I1C=100-100 x

ou

AgeofT)  est la densité optique & 660 nm en
présence de l'extrait ou de la dilution de
I'extrait;

Agei(Cy)  est la densité optique & 660 nm en
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présence du témoin négatif au début de
['expérimentation;

AssolCs2) est la densité optique a 660 nm en
présence du témoin négatif aprés 72 h
d'incubation;

AseolCp)  est la densité optique & 660 nm en
présence du matériau du témoin positif.

L'inhibition de la croissance cellulaire pour le matériau
témoin positif se calcule en remplagant (T) par (C,)
dans la formule ci-dessus.

45.4 Considérations générales

Un échantillon est considéré comme cytotoxique si
I'on observe une courbe réponse dose/dilution non
équivogque et qu'au moins une dilution d'essai pré-
sente une réponse cytotoxique. Dans les conditions
d'essai décrites, on considere qu'un extrait non dilué
qui donne une inhibition de croissance de plus de
30 %, est cytotoxique.

NOTE 12 Ceci est statistiguement significatif.

Refaire 'essai si I'on n'observe pas de réponse type,
ni durtémoin milieu de culture, ni du témoin positif.

45,5 0Evaluation des résultats

L 'évaluationoglobale des résultats d'essai doit é&tre
effectuée par un expert toxicologue. Si ce dernier
considére que les résultats sont peu probants ou non
valables, I'essai doit étre refait a l'aide de nouveaux
extraits et, si nécessaire, d'une autre lignée cellulaire
et/ou d'un autre milieu de culture.



@ISO ISO 9363-1:1994(F)

Annexe A
(normative)

Systeme d'évaluation

A.1 Indice de zone (2)

Indice de zone, Z Description de zone
0 Pas de zone détectable autour de I'échantillon ou sous I'échantillon.
1 Zone limitée a la surface directement sous |'échantillon.
2 Zone = 5 mm autour de I'échantilion.
3 Zone = 10 mm autour de |'échantilion.
4 Zone > 10 mm autour de |'échantillon mais ne couvrant pas toute la plaque.
5 Zone couvrant toute la plaque.

A.2 Indice de lyse (L)

L'ampleur de la lyse {éventuelle) des cellules dans la)zone dedécoloration est évaluée comme suit:

Indice de lyse, L Description de I'ampleur de la lyse

0 Pas de lyse observable.

—_

Jusqu'a 20 % des cellules lysées.
Entre 20 % et 40 % des cellules lysées.
Entre 40 % et 60 % des cellules lysées.

Entre 60 % et 80 % des cellules lysées.

oW N

Plus de 80 % des cellules lysées.

A.3 Indice de réponse (R)

La réponse est consignée en termes d'«indice de réponse» R (= Z/L).

Evaluation Interprétation Indice de réponse, R
(moyenne de deux échantilions)
0 Non cytotoxique. 0/0 4 0,5/0,5" ou 1/0
1 Légérement cytotoxique. 1141515
2 Modérément cytotoxique. 2/22a3/3
3 Fortement cytotoxique. 4/4 a 5/5

1) Si un indice de réponse de 0,5/0,5 est obtenu d'aprés la moyenne de deux essais avec des résultats de 1/1 et 0/0,
I'essai doit étre répété.
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