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Résumé

Le présent document renferme des indications précises et décrit en détail les modes opératoires et conditions
applicables a la préparation et a la conduite d’un essai biologique visant a mesurer la toxicité d 'un sol a I’aide
de collemboles (Orthonychiurus folsomi, Folsomia candida ou Folsomia fimetaria). La durée de [’essai est
propre a l’espece, soit 21 jours pour F. fimetaria et 28 jours pour F. candida et O. folsomi. Au terme de [’essai,
on determine les effets de [’exposition a un ou plusieurs échantillons ou concentrations de sol contaminé ou
susceptible d’étre contaminé sur la survie et la reproduction des collemboles. 1l s agit d’'un essai sans
renouvellement faisant appel a un échantillon ou plus de sol contaminé ou susceptible d’étre contaminé, ou
encore a une concentration ou plus d’au moins une substance ou un produit chimique qu’'on mélange avec un
sol temoin négatif (ou autre). Les collemboles sont nourris (avec une levure séche active) pendant la durée

de [’essai.

L’essai est mené a une température moyenne de 20 °C £ 2 °C; les bocaux de verre, d une capacité de

100 a 125 mL, contiennent environ 30 g de sol (masse humide mesurée). Au debut de [’essai, on transfere les
organismes d’essai [O. folsomi : 15 individus (5 males et 10 femelles), dgés de 28 a 31 jours, F. candida :

10 juvéniles, agés de 10 a 12 jours; F. fimetaria : 20 individus (10 femelles et 10 males), dgés de 23 a 26 jours)]
dans chaque récipient de répétition contenant un échantillon de sol d’essai ou de sol non contaminé (sol témoin
négatif ou sol de référence). Il faut préparer au moins trois répétitions de sol d’essai et cing répétitions de sol
non contaminé (sol témoin négatif ou sol de référence) pour chaque traitement. A la fin de ['essai, on établit le
taux de survie des groupes de collemboles adultes ainsi que le nombre de collemboles juveniles vivants produits,
et ce, pour chaque répétition et chaque traitement. On compare ensuite les moyennes obtenues par traitement.

Le présent document décrit les modes opératoires et conditions de nature générale ou universelle applicables

a la préparation et a la conduite de [’essai. 1l renferme aussi une description des autres modes opératoires et
conditions propres a | 'usage prévu des résultats de chaque essai. La méthode d’essai biologique présentée ici
convient a la mesure et a l’évaluation de la toxicité d’échantillons de sol, de biosolides, de boues ou de matériau
particulaire semblable recueillis sur le terrain, ou encore de sol naturel ou artificiel enrichi, ¢ est-a-dire
meélangé en laboratoire avec une substance ou un produit chimique d’essai ou plus. Des instructions et des
exigences sont incluses sur les éléments suivants : installations d’essais, prélevement, manipulation et
entreposage des échantillons, élevage des organismes d’essai; préparation du sol ou des mélanges de sol
enrichi; mise en route de l’essai; conditions propres a [’essai; observations et mesures pertinentes, parametres
et méthodes de calcul; utilisation d’un toxique de référence.
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Abstract

This document provides detailed procedures, conditions, and guidance for preparing for and conducting a
biological test method for measuring soil toxicity using springtails (Collembola) (Orthonychiurus folsomi,
Folsomia candida, or Folsomia fimetaria). The test duration is species-specific at 21 days for F. fimetaria, and
28 days for F. candida and O. folsomi, at the end of which effects on the survival and reproduction of springtails
exposed to one or more samples or concentrations of contaminated or potentially contaminated soil is
determined. Each test method is conducted as a static (i.e., no renewal) test, using one or more samples of
contaminated or potentially contaminated soil or one or more concentrations of chemical(s) or chemical
product(s) spiked in negative control (or other) soil. Collembola are fed (activated dry yeast) during the test.

The test is conducted at a mean temperature of 20 = 2 °C in 100- to 125-mL glass jars containing a measured
wet weight of approximately 30 g of soil. This test is initiated by placing test organisms [for O. folsomi,

15 individuals (5 males and 10 females), 28 to 31 days old are used; for F. candida, 10 juveniles, 10 to 12 days
old are used; and for F. fimetaria, 20 individuals (10 females and 10 males), 23 to 26 days old are used] into
each replicate vessel containing test or clean (negative control or reference) soil. A minimum of three replicates
for test soils and five replicates for clean (negative control or reference) soils are prepared for each treatment.
At the end of the test, the survival rate for the replicate groups of adult springtails in each treatment is
determined as well as the number of live juvenile springtails produced in each replicate and treatment. The
treatment means are then compared.

General or universal conditions and procedures are outlined for test preparation and performance. Additional
conditions and procedures are stipulated that are specific to the intended use of each test. The biological test
method described herein is suitable for measuring and assessing the toxicity of samples of field-collected soil,
biosolids, sludge, or similar particulate material; or of natural or artificial soil spiked (mixed) in the laboratory
with test chemical(s) or chemical product(s). Instructions and requirements are included on test facilities,
sample collection, handling and storing samples, culturing test organisms, preparing soil or spiked-soil mixtures
and initiating tests, specific test conditions, appropriate observations and measurements, endpoints and methods
of calculation, and the use of a reference toxicant.
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Avant-propos

Le présent document fait partie d 'une collection de méthodes recommandées pour la mesure et [’évaluation des
effets toxiques de l’exposition d’organismes terrestres ou aquatiques a des échantillons de substances ou de
matieres toxiques ou susceptibles d’étre toxiques, dans des conditions de laboratoire controlées et définies.
Environnement Canada a évalué les méthodes recommandées et en préconise [’emploi :

* dans ses laboratoires d’essais sur [’écotoxicité,

* pour les essais qu’il donne en sous-traitance ou qui sont demandes par des organismes ou des entreprises
de l’extéerieur,

* en l’absence d’instructions plus précises, comme dans les réglements;

* en vue de l’élaboration d’instructions tres explicites, comme celles qui pourraient étre exigees dans un
protocole réglementaire ou une méthode de référence normalisée.

Les différents types d’essais faisant partie de la collection ont été choisis parce qu’ils répondent aux besoins
des programmes de protection et de gestion de I’environnement que mene le Ministere. Les documents de la
collection ont pour objet d’orienter les utilisateurs et de faciliter la mise en ceuvre de modes opératoires
cohérents, pertinents et intégrés en vue d’obtenir des données sur la toxicité, pour des organismes terrestres ou
aquatiques, de substances ou de matieres d’essai données destinées a étre dispersées dans [’environnement

ou présentes dans |’environnement. Selon la ou les méthodes d’essai biologique choisies et le milieu naturel
visé, les substances ou matieres dont la toxicite doit étre mesurée pourraient comprendre des échantillons de
substances ou de produits chimiques, un sol ou une matiere particulaire semblable, un sédiment ou une matiere
particulaire semblable, un effluent, un élutriat, un lixiviat ou une eau réceptrice. On trouvera a l’annexe A du
présent document la liste des méthodes d’essai biologique et des documents a ’appui publiés par la Section de
[’élaboration et de I’application des méthodes [Ottawa (Ont.)] d’Environnement Canada.

Les termes définis dans la section Terminologie sont en italique lorsqu’ils sont mentionnés pour la premiere fois
dans le texte, conformément a la définition qui en est donnée ici. L’italique sert également a mettre en évidence
ces termes et certains autres.
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Terminologie

Nota : Toutes les définitions ci-dessous s’inscrivent dans le contexte des modes opératoires décrits dans
le présent rapport; elles pourraient ne pas étre adaptées a d’autres contextes.

Verbes auxiliaires
L’auxiliaire doit (doivent) exprime 1’obligation absolue.

L’auxiliaire devrait (devraient) et le conditionnel d’obligation (i/ faudrait, etc.) expriment une
recommandation ou la nécessité de respecter dans la mesure du possible la condition ou la méthode.

L’auxiliaire peut (peuvent) exprime I’autorisation ou la capacité d’accomplir une action.
L’auxiliaire pourrait (pourraient) indique la possibilité ou 1’éventualité.
Termes techniques

Acclimatation — Adaptation physiologique a une valeur précise d’un ou de plusieurs facteurs
environnementaux, comme la température. Ce terme désigne habituellement 1’adaptation a des
conditions de laboratoire contrdlées.

Adulte — Collembole ayant atteint la maturité sexuelle. (V. aussi juvénile.)

Assurance de la qualité — Programme permettant a un laboratoire de veiller a ce que les résultats des travaux
scientifiques et techniques soient précis et exacts. Comprend la sélection des modes opératoires
pertinents, la collecte des échantillons, le choix des limites, I’évaluation des données, le controle de la
qualité ainsi que les compétences et la formation du personnel.

Biomasse — Masse totale d’un groupe de végétaux ou d’animaux.
Collembole — Insecte de la famille Collembola.

Conductivite — Expression numérique de la capacité d’une solution aqueuse de conduire 1’¢électricité. Cette
capacité dépend des concentrations des ions en solution, de leur valence et de leur mobilité, de méme
que de la température de la solution. La conductivité est mesurée a 25 °C et exprimée en micromhos
par centimetre (wumhos/cm) ou en millisiemens par métre (mS/m); 1 mS/m = 10 pmhos/cm.

Conformité — Respect des réglements ou des exigences gouvernementales en mati¢re de permis.

Controle de la qualité — Mesures précises énoncées dans le programme d’assurance de la qualité,
notamment la normalisation, 1’étalonnage, la répétition, les échantillons témoins et les estimations
statistiques des limites relatives aux données.

Décontamination — Gestion d’un lieu contaminé dans le but de prévenir, de réduire au minimum ou
d’atténuer ses incidences sur la santé humaine ou I’environnement. La décontamination peut
comprendre a la fois des interventions directes (p. ex. €limination, destruction et confinement des
substances toxiques) et des mesures institutionnelles (p. ex. zonage ou décrets).

Dentes (dens au singulier) — Paire de structures saillant du manubrium (c.-a-d. deux bras formant la partie
distale de la furca).
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Descendants — Jeunes (descendants immédiats) produits par des collemboles ayant atteint la maturité
sexuelle (adultes).

Eclosion — Sortie de la larve d’un insecte (c.-a-d. le collembole) de son ceuf.

Elevage — Stock d’organismes élevés en laboratoire dans des conditions définies et controlées pendant une
génération ou plus afin d’obtenir des sujets d’expérience en bonne santé. Ce terme désigne également
I’activité visant a produire de tels sujets a partir d’une génération ou plus dans des conditions définies
et controlées.

Empodium — Petit appendice situé sur le prétarse, oppos¢ a la griffe.
Epines anales — Structures chitineuses partant du segment anal du collembole.

Euédaphique — Désigne les especes qui vivent en permanence dans les interstices du sol. Syn. : endogé.
(V. aussi hémi-édaphique.)

Evaluation du risque — Voir évaluation du risque écologique.

Evaluation du risque écologique — Identification et quantification des risques pour les organismes non
humains, puis détermination de 1’acceptabilité de ces risques.

Furca — Organe de saut qui s’est développé a partir de la fusion de la base de deux appendices situés sur le
quatrieme segment abdominal et qui propulse certains collemboles a une hauteur représentant plusieurs
fois la longueur de leur corps, et ce, en une fraction de seconde. Ce mécanisme de fuite permet
d’échapper aux prédateurs. Chez les espéces eué¢daphiques, la furca est peu développée ou a
completement disparu.

Hémi-édaphique — Désigne les espéces qui vivent dans les couches superficielles du sol ou dans la litiere
de feuilles. (V. aussi euédaphique.)

Hormese — Dans un essai toxicologique, stimulation observée du comportement (p. ex. sur le plan de
la reproduction) d’organismes exposés a de faibles concentrations, par comparaison avec les
organismes témoins.

Hyphes fongiques — Filaments longs et fins, habituellement ramifiés, du mycélium.
Juvénile — Collembole n’ayant pas atteint la maturité sexuelle. (V. aussi adulte.)
Lamelle — Mince couche ou plaque de tissu.

Lux — Unité d’éclairement mesurant 1’intensité¢ lumineuse par métre carré. 1 lux = 0,092 9 pied-bougie et
1 pied-bougie = 10,76 lux. Pour convertir des lux en flux quantique [umol/(m? - s)], il faut connaitre la
qualité spectrale de la source lumineuse. Les conditions de luminosité ou I’irradiance sont exprimées
sous forme de flux quantique (débit de fluence photonique) dans la gamme de longueurs d’onde
photosynthétiquement efficaces d’environ 400 a 700 nm. Le lien entre flux quantique et lux (ou
pied-bougie) varie énormément en fonction de la source lumineuse, du photometre utilis¢, de la
disposition géométrique et des réflexions possibles (voir ASTM, 1999a). Les conversions
approximatives entre flux quantique et lux sont les suivantes :
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« ampoules fluorescentes blanc froid : 1 lux = 0,014 pmol/(m? - s);
» ampoules fluorescentes en spectre continu (p. ex. Vita-Lite® de Duro-Test®) :
1 lux = 0,016 pmol/(m? - s);
« ampoules incandescentes : 1 lux = 0,019 pmol/(m?” - s) (Deitzer, 1994; Sager et McFarlane, 1997).

Manubrium — Partie basale de la furca.

Meéthode de référence — Protocole congu spécifiquement pour la mise en ceuvre d’un essai de toxicite,
c¢’est-a-dire une méthode d’essai biologique comportant un ensemble explicite de modes opératoires
et de conditions d’essai exposé avec précision dans un document écrit et dont sont convenues
formellement les parties en cause. Contrairement a d’autres méthodes d’essai biologique polyvalentes
(génériques) publiées par Environnement Canada, les méthodes de référence sont souvent réservées
aux essais associés a des réglements particuliers.

Mucron — Structure en forme de crochet (c.-a-d. une griffe modifiée) saillant a I’extrémité de chacune
des dentes. Les collemboles s’en servent pour prendre appui sur le sol au moment de sauter.

Mpycorhize — Champignon dont le mycélium est en association symbiotique avec les racines de certaines
plantes.

Ocelle — Organe photorécepteur parmi d’autres, chez les animaux. Aussi appelé « ceil simple », I’ocelle
est un ceil miniature capable de détecter la lumiére, mais non d’en distinguer la provenance.

Organe postantennaire — Organe dorsal situé sur la téte, a la base (postérieure) des antennes; on présume
que cet organe a une fonction olfactive.

Papilles — Protubérances ayant une fonction sensorielle, situées sur la cuticule du collembole.

Parthénogénétique — Désigne les organismes femelles qui pondent des ceufs non fécondés dont éclosent
des descendants viables ne comptant aucun male.

pH — Logarithme négatif de I’activité des ions hydrogéne exprimée en équivalents-grammes par litre.
La valeur du pH indique le degré ou I’intensité des réactions tant acides qu’alcalines sur une échelle de
0 a 14, le nombre 7 représentant la neutralité, les nombres inférieurs a 7, des réactions de plus en plus
acides, et les nombres supérieurs a 7, des réactions de plus en plus alcalines.

Photopériode — Durée de 1’éclairement (et de 1’obscurité) sur 24 h.

Pollution — Addition d’une substance, d’une matiére ou d’une forme d’énergie telle que la chaleur a un
milieu quelconque, en une quantité causant une altération décelable qui est nocive pour certaines
utilisations de ce milieu par un ou des organismes ou par les humains. Il existe des définitions
officielles (nationales et internationales) de la pollution, qu’il faudrait citer comme telles dans les
contextes qui s’y prétent.

Prétraitement — Traitement d’un échantillon de sol ou d’une portion de cet échantillon avant d’y exposer
les organismes d’essai.

Protocole — Document exposant avec précision I’ensemble des marches a suivre pendant un essai et dont
sont convenues formellement les parties en cause.

Pseudocelles — Petites zones de cuticule mince par lesquelles peut s’écouler un liquide défensif. Elles
peuvent étre réparties sur 1’ensemble du corps, y compris les appendices. Les pseudocelles se forment
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sur I’épicuticule; les glandes situées sous chacune sont composées de cellules sécrétoires en contact
direct avec I’hémolymphe. Le liquide défensif que sécretent les pseudocelles repousse les prédateurs
et les autres collemboles.

Risque — Probabilité ou vraisemblance d’un effet nocif.

Soies — Poils ou épines fins, habituellement rigides, formant des motifs caractéristiques sur I’exocuticule
et servant de récepteurs sensoriels ou a la locomotion.

Spermatophore — Capsule ou masse compacte de spermatozoides qu’expulsent les males de certaines especes
d’invertébrés; le transfert se fait directement dans les organes reproducteurs de la femelle.

Stade larvaire — Stade de développement d’un insecte ou d’une autre espece d’arthropode, entre deux mues.

Surveillance — Vérification périodique (p. ex. quotidienne, hebdomadaire, mensuelle, trimestrielle) de la
qualité, ou collecte et communication de I’information. Dans le présent rapport, le terme désigne soit
la vérification périodique et la mesure de certaines variables biologiques ou de variables relatives a la
qualité du sol, soit le prélévement d’échantillons de sol aux fins de la mesure de leur toxicité.

Tube ventral — Tube formé de sacs éversés partant d’une paire d’appendices située sur le premier segment
abdominal. Cet organe joue un réle important dans I’équilibre fluidique et dans I’adhérence aux
surfaces.

Termes relatifs aux matiéres ou substances d’essai

Capacité de rétention d’eau — Quantité¢ maximale d’eau qu’un sol peut retenir apres saturation complete.
En regle générale, elle est déterminée par une méthode gravimétrique et exprimée sous la forme du
pourcentage d’eau (en masse; masse d’eau/masse de sol sec) retenu dans un échantillon de sol qui
a été saturé avec de I’eau.

Carbone organique total — Quantité de carbone organique présente dans le sol, a I’exclusion du carbone
provenant des résidus de plantes et d’animaux non décomposés. La teneur en carbone organique total
est déterminée au moyen d’une analyse par combustion séche (ISO, 1995). (V. aussi matiere
organique.)

Concentration — Dans la présente méthode d’essai biologique, rapport entre la masse de la substance ou
maticre d’essai et la masse de sol, souvent exprimée en masse de substance ou de matiére d’essai par
kilogramme de sol sec (mg/kg). La concentration peut aussi étre exprimée sous forme d’un pourcentage
de la substance d’essai (p. ex. sol de site contaminé) ou de la matiére d’essai par rapport a la masse
séche du sol.

Contaminant — Substance ou matiere présente dans un systeme naturel ou présente a une concentration plus
forte qu’a I’accoutumée, le plus souvent en raison, directement ou non, de 1’activité humaine. Ce terme
désigne souvent les substances ou matiéres présentes a des concentrations susceptibles d’avoir des
effets biologiques nocifs.

Contaminé — Qui renferme des substances chimiques ou des maticres a des concentrations qui présentent
une menace connue ou potentielle pour 1I’environnement ou la santé humaine.

Eau d’essai — Eau utilisée pour préparer les solutions méres, rincer les organismes d’essai ou rincer la
verrerie et autres appareils utilisés pour 1’¢élevage des collemboles ainsi que pour d’autres manipulations
associées a la méthode d’essai biologique (p. ex. pour hydrater des échantillons de sol d’essai). L.’eau
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d’essai doit €tre de 1I’eau désionisée ou distillée, a défaut d’un meilleur traitement (p. ex. eau réactive
produite par un systéme d’osmose inverse, au carbone ou a cartouches d’échange d’ions). (V. aussi
eau d’hydratation.)

Eau d’hydratation — Eau utilisée pour hydrater les sols d’essai afin d’obtenir une teneur en humidité
appropriée pour les organismes d’essai. L’eau utilisée pour 1’hydratation est normalement de I’ eau
d’essai qui prend souvent la forme d’eau désionisée ou distillée, d’eau purifiée par osmose inverse
ou d’eau du robinet déchlorée. Selon le plan et le but de 1’étude, une eau superficielle ou une eau
souterraine provenant du site peut étre employée a la place d’eau désionisée ou distillée pour hydrater
chaque sol d’essai (y compris le sol témoin négatif). [V. aussi eau d’essai, eau désionisée et eau
distillee.]

Eau désionisée — Eau douce qu’on a purifiée en la faisant passer dans des colonnes de résine ou un systéme
d’osmose inverse pour en extraire les ions en solution, comme Ca™" et Mg

Eau distillée — Eau ayant ét¢ traitée dans un appareil de distillation en verre borosilicaté ou autre matériau
pour la débarrasser de ses impuretés.

Enrichissement — Ajout d’une quantité connue d’une substance ou d’un produit chimique ou plus, ou encore
d’une autre substance ou maticre d’essai ou plus (p. ex. un échantillon de boues d’épuration ou de boues
de forage) a un sol naturel ou a un sol artificiel. La ou les substances ou matiéres sont habituellement
ajoutées a un sol témoin négatif, a un sol de référence ou a un autre sol non contaminé, mais elles
peuvent 1’étre également a un sol contaminé ou susceptible d’étre contaminé. Apres 1’ajout
(« enrichissement »), le sol est soigneusement mélangé. Lorsque la matiére d’essai ajoutée est un sol
de site, les documents d’Environnement Canada ne qualifient habituellement pas cette manipulation
d’enrichissement, mais plutdt de « dilution », d’« amendement » ou simplement d’« addition ».

(V. aussi sol enrichi d’'une substance chimique et sol enrichi.)

Essai définitif (de toxicité d’'un sol) — Se dit d’un essai décisif (par opposition a un essai préliminaire qui sert
a choisir la gamme de concentrations). [Voir aussi essai preliminaire.]

Essai préliminaire — Essai de toxicité du sol effectué pour obtenir une indication initiale de la toxicité de la
matiere d’essai dans des conditions définies et pour choisir la gamme de concentrations qui sera utilisée
dans un essai définitif a concentrations multiples. [V. aussi essai définitif (de toxicité d 'un sol).]

Essai toxicologique de référence — Essai effectué a I’aide d’un toxique de référence parallélement a un essai
de toxicité du sol afin d’estimer la sensibilité des organismes ainsi que la précision et la fiabilité des
résultats obtenus par le laboratoire en regard de cette substance chimique au moment ou on évalue la
matiere ou la substance d’essai. Toute déviation par rapport a une plage normale préétablie indique que
la sensibilité des organismes d’essai ainsi que 1’exécution et la précision de I’essai sont suspectes, et la
cause de cette déviation devrait étre examinée. L’essai toxicologique de référence avec des collemboles
consiste en un essai avec un sol enrichi d’un étalon chimique.

Fertilité (d’un sol) — Capacité d’un sol de fournir des éléments nutritifs dans les quantités, formes et
proportions requises pour permettre une croissance optimale des végétaux. La fertilité d’un sol est
mesurée directement par dosage des ions et des composés importants pour la nutrition des végétaux.
Les composantes fondamentales de la fertilité sont constituées des €léments nutritifs essentiels
(macro-¢éléments tels que C, H, O, N, P, K, Ca, Mg et S; micro-¢éléments tels que Fe, Mn, Mo, B, Cu,
Zn et Cl). La fertilité¢ d’un sol est mesurée indirectement par sa productivité (c.-a-d. sa capacité de
produire des végétaux qui fournissent les aliments et les fibres essentiels a la vie; Hausenbuiller, 1985).
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Lot — Quantité totale d’un so/ d’essai donné (ou concentration spécifique correspondante) préparée pour
chaque traitement (concentration) faisant partie d’un essai. Désigne tout sol d’essai hydraté prét a étre
subdivisé aux fins des répétitions.

Matiere — Substance ou substances dont est faite une chose. Ses caractéristiques seraient plus ou moins
uniformes. Un sol, un sédiment ou une eau de surface sont des matic¢res. Habituellement, la maticre
renferme un nombre plus ou moins grand de substances.

Matiere organique — Dans le sol, consiste principalement en débris végétaux et animaux a différents stades
de décomposition, y compris ’humus. L’accumulation de maticre organique dans le sol représente un
équilibre entre le retour ou 1’ajout de débris végétaux et animaux et leur perte subséquente due a la
décomposition de ces débris par les micro-organismes présents dans le sol. Pour la plupart des types
de sol, I’équation suivante (AESA, 2001) permet d’estimer la teneur totale en matiére organique (MO)
a partir des mesures du carbone organique total (COT) : % MO = % COT x 1,78. (V. aussi carbone
organique total.)

Produit — Préparation commerciale d’une ou de plusieurs substances chimiques. (V. substance chimique.)

Produit chimique — Dans le présent rapport, tout élément, composé, préparation ou mélange d’une substance
qui pourraient se trouver associés a de 1’eau ou a un sol, y étre mélangés ou y étre déposés.

Site — Terrain délimité utilisé ou envisagé comme zone d’étude, habituellement parce qu’il est considéré
comme contaminé ou susceptible d’étre contaminé par des xénobiotiques.

Sol — Matiere enticre et intacte représentative du milieu terrestre, manipulée le moins possible apres son
préleévement ou sa préparation. Dans la nature, le sol est formé par I’altération physique, chimique
et biologique des roches et par la décomposition et le recyclage des éléments nutritifs de la matiere
organique provenant des plantes et des animaux. Les activités biologiques [p. ex. des micro-organismes,
invertébrés (dont les collemboles) et plantes] qui s’y déroulent, de méme que les activités anthropiques,
influent sur ses caractéristiques physicochimiques.

Sol artificiel — Sol préparé en laboratoire pour simuler un sol naturel, avec des proportions particuliéres de
constituants naturels de sable, d’argile et de tourbe. Un sol artificiel peut étre utilisé comme so/ témoin
négatif et comme diluant pour préparer des concentrations multiples d’un ou de plusieurs sols de site
ou sols enrichis d’une substance chimique.

Sol d’essai — Echantillon de sol prélevé sur le terrain ou sol enrichi d une substance chimique dont on évalue
la toxicité pour des collemboles. Dans certains cas, le terme désigne également tout échantillon en
phase solide ou tout mélange d’un tel échantillon (p. ex. sol témoin négatif, sol témoin positif, sol de
référence, boues d’épuration, boues de forage) utilis¢ dans un essai de toxicité d’un sol.

Sol de référence — En général, sol non contaminé prélevé sur le terrain ou sol préparé (artificiel) choisi pour
étre utilisé dans un essai de toxicité particulier avec un sol témoin négatif et un ou plusieurs échantillons
de sol d’essai. Le sol d’essai peut étre soit un sol de site contaminé ou susceptible d’étre contaming, soit
un sol enrichi d’'une substance chimique. Le sol de référence utilisé dans un essai présente souvent des
propriétés physicochimiques (p. ex. texture, compacité, teneur en carbone organique total, pH) trés
comparables a celles de I’échantillon ou des échantillons de sol d’essai, sauf qu’il n’est pas touché par
la source de contamination étudiée. Dans des essais avec plusieurs échantillons de so/ de site, un ou
plusieurs échantillons de sol de référence sont souvent choisis a I’emplacement général du prélévement
d’échantillons de sol d’essai et, par conséquent, ils peuvent avoir subi les effets d’autres sources de
contamination que la ou les sources étudiées. Le sol de référence est utilisé pour décrire les effets de
matrice, dans 1’essai, et peut aussi servir de diluant dans la préparation des concentrations de sol d’essai.
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Dans les essais avec un sol enrichi d’une substance chimique, on peut choisir un ou plusieurs
échantillons de sol artificiel (préparé) possédant différentes caractéristiques physicochimiques pour
¢tudier I’influence de certaines propriétés du sol (p. ex. texture du sol ou pourcentage de maticre
organique) sur la toxicité d’une substance chimique mélangée a chacun de ces types de sol. (V. aussi sol
téemoin négatif, sol de site, sol non contaminé, sol artificiel et sol enrichi d’'une substance chimique.)

Sol de site — Echantillon de sol prélevé sur le terrain, a un endroit présumé contaminé par au moins une
substance chimique, qu’on se propose d’utiliser dans I’essai toxicologique avec des collemboles. Dans
certains cas, un sol d’essai englobe un sol de référence ou un sol témoin négatif provenant d’un site
donné.

Sol enrichi — Sol naturel ou sol artificiel (habituellement un so/ témoin négatif, un sol de référence ou un
autre sol non contaminé) auquel on a ajouté une substance ou un produit chimique ou plus, ou encore
d’autres substances ou maticres d’essai (p. ex. un échantillon de boues d’épuration ou de boues de
forage) en laboratoire, qu’on a mélangés soigneusement pour répartir uniformément la ou les substances
ou matieres dans le sol a une concentration particuliere, afin de constituer un /ot qui sera utilis¢ dans un
essai de toxicité du sol. [V. aussi sol enrichi d 'une substance chimique et enrichissement.]

Sol enrichi d’une substance chimique — Sol naturel ou sol artificiel (habituellement un sol témoin négatif, un
sol de référence ou un autre sol non contaminé) auquel on a ajouté une substance ou un produit
chimique ou plus qu’on a soigneusement mélangés afin de répartir uniformément la ou les substances
dans le sol a une concentration particuliere, afin de constituer un /ot qui sera utilisé¢ dans un essai de
toxicité du sol. (V. aussi sol enrichi.)

Sol non contaminé — Se dit d’un sol exempt de toute substance ou matiére a une concentration provoquant
des effets toxiques observables chez les organismes d’essai.

Sol témoin — Voir sol témoin négatif.

Sol temoin négatif — Sol qui ne contient aucun contaminant a des concentrations susceptibles d’avoir une
incidence sur la survie ou la reproduction des organismes d’essai. Un sol témoin négatif peut étre un sol
naturel provenant d’un site non contaminé, ou un sol artificiel (préparé). Ce sol ne doit contenir aucune
matiere ou substance d’essai ajoutée et il doit permettre une survie et une performance acceptables des
organismes pendant 1’essai. L utilisation d’un sol t¢émoin négatif permet d’interpréter les données
fournies par les essais de toxicité sur un ou plusieurs sols d’essai et renseigne sur 1’état de santé
(ou la qualité) des individus d’essai provenant d’un élevage.

Sol témoin positif — Sol contaminé qui contient un ou plusieurs contaminants a des concentrations ayant un
effet néfaste sur la survie ou la reproduction des organismes d’essai dans la méthode d’essai décrite
dans le présent document. On peut utiliser un sol témoin positif comme toxique de référence pour
estimer la sensibilité¢ des organismes d’essai au moment ou on évalue la matiére ou la substance
d’essai et pour déterminer la précision des résultats obtenus par le laboratoire en regard de ce toxique
de référence.

Solution mere — Solution concentrée de la ou des substances d’essai. Une quantité mesurée de cette solution
est ajoutée et soigneusement mélangée a un échantillon de sol naturel ou de sol artificiel pour préparer
un lot de sol enrichi d’'une substance chimique. Pour préparer la concentration requise de la solution
mere, des masses ou volumes mesurés d’une substance ou d’un produit chimique d’essai ou plus sont
ajoutés a de I’eau d’essai (eau désionisée, eau distillée ou équivalent), avec ou sans ajout d’un solvant
organique.
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Station d’échantillonnage — Lieu particulier, sur un site ou une unité d’échantillonnage (selon le plan de
I’¢étude), ou sont prélevés les échantillons de sol aux fins des essais toxicologiques et des analyses
physicochimiques connexes.

Substance — Matiére particuliére ayant des propriétés plus ou moins uniformes. Le terme a un sens plus
restreint que matiere et pourrait désigner une substance chimique (p. ex. un élément) ou un produit
chimique donnés.

Témoin — Dans une enquéte ou une étude, variante expérimentale reproduisant toutes les conditions et tous
les facteurs qui pourraient influer sur les résultats, sauf la condition particuliére étudiée. Dans un essai
de toxicité, le témoin doit reproduire toutes les conditions du ou des traitements d’exposition, mais ne
pas renfermer de la matiere d’essai contaminée. Le témoin sert a vérifier I’absence de toxicité
attribuable aux conditions de base de I’essai, par exemple, la température, la santé des organismes
d’essai ou les effets de la manipulation de ces derniers. Le terme témoin est synonyme de témoin
négatif, a moins d’indication contraire.

Témoin négatif — Voir témoin.

Témoin sol-solvant — Echantillon de sol (habituellement artificiel) inclus dans un essai avec un sol enrichi
d’une substance chimique dans lequel il est nécessaire d’introduire un solvant organique pour
solubiliser la substance chimique d’essai avant de la mélanger dans une quantité¢ mesurée de so/
téemoin négatif. Le volume de solvant utilisé dans la préparation du t¢émoin sol-solvant doit contenir la
méme concentration d’agent de solubilisation que I’échantillon de sol enrichi qui contient la plus forte
concentration de la ou des substances chimiques d’essai. Cette concentration de solvant ne devrait pas
avoir d’effet néfaste sur les collemboles pendant 1’essai. Tout essai dans lequel on utilise un solvant
organique pour préparer une ou plusieurs concentrations de sol enrichi d’une substance chimique doit
inclure un témoin sol-solvant. (V. aussi sol artificiel, sol témoin négatif et sol enrichi d 'une substance
chimique.)

Teneur en humidité — Pourcentage d’eau dans un échantillon de sol d’essai, par rapport a sa masse humide
ou séche. On détermine ce pourcentage en mesurant a la fois les masses séche et humide d’un
sous-échantillon de sol. La teneur en humidité du sol est ensuite calculée et exprimée par rapport a
la masse seche en divisant la masse d’eau dans le sous-échantillon (masse humide — masse séche)
par la masse de sol sec et en multipliant le résultat par 100. Toutes les masses doivent étre exprimées
dans la méme unité (p. ex. g ou mg).

Texture — Caractéristique définie en fonction du pourcentage pondéral de sable, de limon et d’argile dans
la fraction minérale du sol. La classification en fonction de la texture fournit de I’information sur le
caractere général et le comportement des substances contenues dans le sol, en particulier lorsque la
classification est assortie d’informations sur I’état structural et la teneur en matiere organique du sol.
La texture d’un sol est déterminée au laboratoire par une méthode d’analyse de la composition
granulométrique en deux étapes : les particules de sable (fragments grossiers) sont tout d’abord séparés
par tamisage des particules de limon et d’argile, puis les particules de limon et d’argile sont séparées
par sédimentation dans I’eau. Les systemes de classification texturale regroupent habituellement les sols
selon des fourchettes de quantités relatives de sable, de limon et d’argile.

Il existe trois grandes classes de texture :

(1) texture grossicre (sables, sables loameux, loams sableux);

(i) texture moyenne (loams, loams limoneux, limons, loams sableux tres fins);

(ii1) texture fine (argiles, loams limono-argileux, loams sablo-argileux, argiles limoneuses et argiles
sableuses).
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On peut aller plus loin dans la distinction des sols en fonction de la texture (p. ex. « argile sableuse »,
« loam limoneux », « loam ») en utilisant des systémes de classification fondés sur les quantités
relatives de sable, de limon et d’argile dans le sol, exprimées en pourcentage. Le systéme de
classification utilisé pour définir la texture d’un sol devrait étre signalé, étant donné qu’il peut différer
d’un pays a I’autre (Hausenbuiller, 1985; GTCS, 1998; SSS, 1999).

Toxique de référence — Etalon chimique permettant d’établir la fiabilité des données sur la toxicité d’une
matiere ou d’une substance d’essai. Dans la plupart des cas, on procéde a un essai de toxicité au moyen
d’un toxique de référence afin d’estimer la sensibilité des organismes ainsi que la précision et la
fiabilité des résultats obtenus en regard de cette substance au moment ou on évalue la matiere ou la
substance d’essai.

Termes relatifs aux statistiques et a la toxicologie

Aigu — Qui se manifeste a I’intérieur d’une période d’exposition relativement courte (secondes, minutes,
heures, quelques jours) par rapport a la durée de vie de I’organisme d’essai. Cet adjectif sert
généralement a décrire la durée d’un essai ou d’une exposition.

Batterie d’essais — Combinaison de plusieurs essais toxicologiques, normalement sur différentes especes
d’organismes (p. ex. série d’essais de toxicité d’un sol sur des collemboles, des plantes ou des vers
de terre), comportant différents parametres biologiques (p. ex. effet 1étal et divers effets sublétaux)
et différentes durées d’exposition (p. ex. aigué et chronique).

Carte de contréole — Graphique servant a suivre 1’évolution des effets mesurés d’un toxique de référence. La
date de I’essai se trouve sur 1’axe horizontal; sur I’axe logarithmique vertical, on porte la concentration
a laquelle I’effet est observé.

Chronique — Qui se produit a I’intérieur d’une période d’exposition relativement longue (semaines, mois ou
années), habituellement une partie appréciable (p. ex. 10 % ou plus) de la durée de vie d’un organisme.
Cet adjectif sert généralement a décrire la durée d’un essai ou d’une exposition.

CI, ou concentration inhibitrice correspondant a un pourcentage d’effet (précisé) — Estimation ponctuelle de
la concentration de la substance ou de la maticre d’essai qui inhibe, selon le pourcentage précisé (p), un
paramétre biologique quantitatif (continu), comme le nombre de descendants par individu a la fin de
I’essai, par rapport au groupe témoin (p. ex. Clps ou Clsg)

CLsy ou concentration létale médiane — Concentration (exprimée en pourcentage ou en milligrammes par
kilogramme, p. ex) d’une ou de plusieurs substances ou matieres dans le sol, qui est censée tre 1étale
pour 50 % des organismes d’essai. La CLs et ses limites de confiance a 95 % sont normalement
dérivées de 1’analyse statistique du pourcentage des mortalités survenues a chacune des cinq
concentrations expérimentales ou plus, apres une période d’exposition donnée. La durée de 1’exposition
doit étre précisée (p. ex. CLso 28 jours). Selon les objectifs de I’étude, une concentration 1étale autre
qu’une CLsj (p. ex. CLys) peut étre calculée en remplacement ou en plus de la CLs.

CMEO ou concentration minimale avec effet observé — Concentration minimale de la substance ou de la
matiere d’essai causant, chez les organismes qui y sont exposés, un effet statistiquement significatif par
rapport au groupe témoin.

Coefficient de variation (CV) — Ecart type (ET) d’un ensemble de données divisé par la moyenne de
I’ensemble de données, exprimé sous forme de pourcentage. Il est calculé selon la formule suivante :
CV (%) =100 x (ET ~ moyenne)



XXIV

CSEO ou concentration sans effet observé — Concentration maximale de la substance ou de la matic¢re d’essai
ne causant, chez les organismes qui y sont exposés, aucun effet statistiquement significatif par rapport
au groupe témoin.

Echantillons répétés — Echantillons de sol prélevés sur le terrain a une méme station d’échantillonnage pour
obtenir une estimation de I’erreur d’échantillonnage ou pour améliorer la justesse de I’estimation.
Lorsqu’un seul échantillon est prélevé a une station d’échantillonnage, il est considéré comme une
répétition. Les échantillons additionnels sont considérés comme des échantillons répétés additionnels
s’ils sont traités d’une maniere identique mais conservés dans des récipients distincts (c.-a-d. s’ils ne
servent pas a la préparation d’un échantillon compos¢).

Ecotoxicologie — Subdivision de la toxicologie ayant la méme définition générale; toutefois, elle s’intéresse
avant tout aux écosystémes, aux communautés naturelles et aux espéces sauvages, sans exclure les
humains des écosystemes.

Effet quantique — Dans un essai de toxicité, effet auquel chaque organisme d’essai réagit ou ne réagit pas.
Par exemple, la réaction d’un animal exposé a un sol d’essai contaminé peut étre la mort ou un
comportement d’évitement. En général, 1’effet quantique est exprimé sous forme de nombre ou de
pourcentage. (V. effet quantitatif.)

Effet quantitatif — Dans un essai toxicologique, effet dont la valeur mesurée varie continuellement sur une
échelle numérique. Il pourrait s’agir, par exemple, du nombre de descendants produits entre le début
et la fin de I’essai. En général, les effets quantitatifs sont déterminés et exprimés par des mesures.

(V. effet quantique).

Effet sublétal — Effet nocif se manifestant chez un organisme exposé a une concentration ou un niveau de
contamination dont la valeur est inférieure a celle causant directement la mort au cours de 1’essai.

Essai biologique — Essai mesurant la concentration ou 1’activité d’une substance par la réaction qu’elle
provoque chez des organismes vivants. En pharmacologie, un essai biologique permet d’évaluer
I’activité inconnue d’une préparation donnée d’'un médicament par rapport a I’activité connue d’une
préparation étalon. Dans le domaine de I’environnement, on utilise plutdt les termes « essai de toxicité »
ou « essai toxicologique », qui sont plus précis.

Essai de toxicité — Essai permettant de déterminer 1’effet ou les effets d’une substance ou d’une matiére
par suite d’une exposition d’un groupe d’organismes choisis d’une espéce particuliére (p. ex.
Orthonychiurus folsomi, Folsomia candida ou Folsomia fimetaria), dans des conditions définies. Au
cours d’un essai de toxicité au moyen d’échantillons de sol d’essai, on mesure habituellement : a) la
proportion d’organismes touchés (effet quantique) et/ou b) le degré de 1’effet observé (effet quantitatif
ou gradug), aprés exposition des organismes d’essai a un échantillon entier (p. ex. so/ de site non dilu¢)
ou a une concentration spécifique de celui-ci.

Hétéroscédasticité — Dans le présent document, se dit de données dont le diagramme de dispersion se
caractérise par une hétérogénéité des résidus (v. figures 1.2B et 1.2C, annexe I). Ce terme s’applique
lorsque la variance des résidus est passablement différente de celle des variables indépendantes
(c.-a-d. les concentrations d’essai ou de traitement). Lorsqu’on effectue des analyses statistiques et
qu’on évalue les résidus (p. ex. a ’aide du test de Levene), dans le cas de données d’essai affichant une
hétéroscédasticité (c.-a-d. une hétérogénéité des résidus), on observe une différence importante dans la
variance des résidus pour toutes les concentrations d’essai ou les catégories de traitement. [V. aussi
homoscédasticite et résidus.]



XXV

Homoscédasticité — Dans le présent document, se dit de données dont le diagramme de dispersion se
caractérise par une homogénéité des résidus (v. figure 1.2A, annexe I). Ce terme s’applique lorsque la
variance des résidus n’est pratiquement pas différente de celle de la variable indépendante (c.-a-d. les
concentrations d’essai ou de traitement). Lorsqu’on effectue des analyses statistiques et qu’on évalue
les résidus (p. ex. a I’aide du test de Levene), dans le cas de données d’essai affichant une
homoscédasticité (c.-a-d. une homogénéité des résidus), on n’observe aucune différence importante
dans la variance des résidus pour toutes les concentrations d’essai ou de traitement. [V. aussi
hetéroscédasticité et résidus.]

Létal — Qui cause directement la mort. La mort des organismes d’essai est définie par I’interruption de tous
les signes visibles de mouvement ou d’activité.

Limite de controle de 95 % — Limite, calculée logarithmiquement, située a plus ou moins deux écarts types
(2 ET), de part et d’autre de la moyenne géométrique « historique » des parametres (effets) mesurés
au cours d’essais réalisés avec un toxique de référence.

Moyenne géométrique — Moyenne des mesures répétées, calculée logarithmiquement. Elle a pour avantage
d’atténuer I’influence qu’exercent les valeurs extrémes sur la moyenne, comme lorsqu’une moyenne
arithmétique est établie. On peut calculer la moyenne géométrique comme étant la racine énieéme
du produit de « n » valeurs et, aussi, comme 1’antilogarithme de la moyenne des logarithmes des
«n » valeurs.

Normalité (ou distribution normale) — Désigne une série de données d’observation décrivant une courbe
symétrique en forme de cloche. Cette série met en lien la fréquence d’occurrence et la valeur du
phénomene mesuré. Dans une distribution normale, la plupart des données d’observation se regroupent
pres de la valeur moyenne et deviennent progressivement moins nombreuses a mesure qu’on se
rapproche des extrémes de la gamme de valeurs. La distribution normale joue un réle central dans la
théorie statistique en raison de ses proprié¢tés mathématiques. Elle revét également une grande
importance dans les sciences biologiques du fait que beaucoup de phénomenes biologiques suivent la
méme courbe. Dans un bon nombre de tests statistiques, on présume que les données suivent une courbe
de distribution normale, de sorte qu’il peut étre nécessaire de déterminer si c’est le cas d’un ensemble
de données en particulier.

Parametre — Réaction (il peut y en avoir plus d’une) mesurée de I’organisme d’essai (p. ex. mort, nombre de
descendants) ou valeur (il peut y en avoir plus d’une) caractérisant les résultats d’un essai (CLsy, CEso,
Clys, etc.).

Précision — Degré de rapprochement des données recueillies au cours de mesures répétées de la méme
quantité. La précision décrit le degré de certitude entourant un résultat ou le rapprochement des valeurs
d’un parametre dérivées d’une analyse statistique, comme la CI,,.

Répetition (traitement, enceinte expérimentale ou unité d’essai) — Enceinte expérimentale individuelle
renfermant un nombre prescrit d’organismes ainsi qu’une concentration de la matiére ou de la substance
d’essai identique a celle du ou des traitements témoins ou des traitements de référence. Comme il s’agit
d’un récipient d’essai indépendant, tout transfert d’organisme ou de maticre d’essai d’un récipient
d’essai a un autre invaliderait ’analyse statistique fondée sur la répétition.

Résidu — Dans le contexte de la sous-section 4.8.2.1 et de I’annexe I, désigne la différence entre la valeur
estimative prévue (selon le modele) et la valeur réelle observée. Le résidu est déterminé en soustrayant
la premiere valeur de la seconde. (V. hétéroscédasticité et homoscédasticité.)
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Sans renouvellement — Se dit d’un essai pendant lequel le so/ d’essai (ou la substance ou le produit chimique
qu’il contient) n’est pas renouvelé au cours de 1’essai.

Toxicite — Capacité d’une substance ou d’une matieére de provoquer, en raison de sa nature toxique, un ou des
effets nocifs tant 1étaux que sublétaux chez les organismes vivants. Ces effets pourraient résulter d’une
exposition a des concentrations létales ou sublétales de contaminants dans le sol.

Toxicité aigué — Manifestation, chez 1’organisme d’essai, d’un effet nocif (1étal ou sublétal) discernable apres
une courte période d’exposition (habituellement quelques jours; aux fins du présent document, dans les
7—14 jours apres I’exposition a un ou des sols d essai).

Toxicité chronique — Effets nocifs discernables qui se manifestent pendant ou apres une exposition
relativement longue a un ou plusieurs contaminants. Ces effets sont associés a des modifications sur
les plans de la reproduction, de la croissance, du métabolisme, de I’aptitude a la survie ou d’autres
variables biologiques a I’étude (p. ex. le comportement).

(Toxicité) subléetale — Qui a un effet néfaste sur 1’organisme, mais en dega de la concentration ou du niveau
de contamination causant directement la mort au cours de 1’essai.

Toxicologie — Science qui étudie la toxicité des substances, des matiéres ou des conditions d’un milieu.
Cette science fait appel a une gamme illimitée de disciplines scientifiques, d’outils de laboratoire ou de
terrain, d’études a divers niveaux d’organisation allant de la molécule a une espéce individuelle, a des
populations ou a des communautés. La toxicologie appliquée se propose normalement de définir la
marge de sécurité de I’emploi d’une substance chimique ou d’autres agents. (V. aussi écotoxicologie.)

Toxique — Synonyme de substance toxique. Une substance ou matiere toxique peut avoir des effets nocifs
sur des organismes si elle se trouve en quantité suffisante, au bon endroit (c.-a-d. un récepteur ou
un organe).

Traitement — Désigne un sol d’essai spécifique (p. ex. un sol de site, un sol de référence ou un sol témoin
négatif) provenant d’une station d’échantillonnage particuliére, ou une concentration de sol enrichi
d’une substance chimique (ou un mélange de sol d’essai dilué¢ avec un sol non contaminé) préparé en
laboratoire. Les sols d’essai représentant un traitement particulier sont généralement répétés dans un
essai de toxicité. (V. aussi répétition et échantillons répétés.)
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Section 1

Introduction

1.1 Contexte

La Section de [’¢laboration et de I’application des
méthodes (SEAM) d’Environnement Canada est
responsable de la mise au point, de la normalisation
et de la publication (v. annexe A) d’une collection
de méthodes d’essai biologique recommandées
pour la mesure et I’évaluation des effets toxigues de
I’exposition d’organismes terrestres ou aquatiques
d’especes particulieres a des échantillons de
matieres ou de substances d’essai dans des
conditions de laboratoire controlées et définies.

En 1994, la SEAM, I’ Association canadienne des
producteurs de pétrole et le gouvernement fédéral,
par le biais du Programme de recherche et de
développement énergétiques, ont lancé un
programme pluriannuel afin d’étudier, d’¢laborer,
de valider et de publier un certain nombre de
méthodes d’essai biologique normalisées
recommandées pour mesurer la toxicité
d’échantillons de sol contaminé ou susceptible
d’étre contaminé, en faisant appel a des espéces
appropriées d’organismes terrestres d’essai. Le but
¢tait d’¢laborer des méthodes d’essai biologique
applicables a divers types de sols canadiens en
utilisant des espéces terrestres représentatives des
¢cosystemes de ces sols.

La phase initiale de ce programme pluriannuel
comprenait un examen exhaustif des méthodes
d’essai biologique utilisées dans le monde afin
d’évaluer la toxicité de sols contaminés pour des
plantes et des invertébrés terrestres. Les auteurs

du rapport rédigé a la suite de cet examen ont
recommandé qu’Environnement Canada appuie
1’¢laboration, la normalisation et la publication d’un
certain nombre de méthodes d’essai biologique
monospécifiques a utiliser afin de mesurer la
toxicité de sols, y compris pour des collemboles
(Bonnell Environmental Consulting, 1994). Cette
recommandation a regu 1’aval de I’administration
centrale et des bureaux régionaux d’Environnement
Canada (v. annexe B) ainsi que du Groupe
intergouvernemental sur I’écotoxicité

(v. annexe C).

Depuis 1994, plusieurs années de recherches
menées sous la direction de la SEAM ont été
consacrées a la sélection d’organismes d’essai
sensibles convenant a la mesure de la toxicité de
sols pour satisfaire aux exigences canadiennes en
matiere de réglementation et de surveillance, de
méme qu’a I’élaboration des méthodes d’essai
biologique appropriées. Un rapport technique a été
publié, dans lequel sont décrits les travaux réalisés
et les résultats obtenus aux fins de 1’¢élaboration
d’un essai de toxicité sur des collemboles
(Orthonychiurus folsomi), essai devant servir a
1I’évaluation de sols contaminés (Aquaterra
Environmental, 1998a). Deux autres rapports
techniques rédigés parallelement décrivent les
essais recommandés pour évaluer la toxicité de
sols, en particulier un essai servant a évaluer la
mortalité, le comportement d’évitement et
I’inhibition de la reproduction chez des vers de
terre (Aquaterra Environmental, 1998b) et un essai
qui peut étre utilisé pour évaluer les effets néfastes
d’un sol contaminé sur la survie et la croissance de
plantes terrestres (Aquaterra Environmental, 1998c).

Environnement Canada a coordonné ou appuy¢ de
nombreux essais de toxicité de sols réalisés avec
diverses especes de collemboles (O. folsomi,
Folsomia candida et F. fimetaria) exposées a des
¢chantillons de sol non contaminé ou de sol
contaminé par des pesticides, des métaux, des
déchets pétrochimiques ou des toxiques de
référence éventuels. Ces études (Aquaterra
Environmental, 1998a; Stephenson et coll., 1999a,
b, 2000a; Aquaterra Environmental et ESG, 2000;
ESG, 2000, 2001, 2002; ESG et Aquaterra
Environmental, 2002, 2003; Becker-van Slooten
et coll., 2003, 2005; Stampfli et coll., 2005;

EC, 2007a) étaient centrées sur 1’¢élaboration et la
normalisation d’une méthode d’essai biologique a
utiliser afin de déterminer la toxicité lefale ou
subletale d’échantillons de sol contaminé pour les
collemboles. En s’appuyant sur les résultats de ces
études et sur les conclusions d’une série d’études
interlaboratoires effectuées pour valider les
méthodes (EC, 2007b), Environnement Canada a
entrepris de préparer et de présenter sous sa forme
définitive une méthode d’essai biologique



recommandée pour réaliser des essais de toxicité
d’un sol, dans laquelle on mesure la survie et la
reproduction de trois espéces de collemboles

(O. folsomi, F. candida et F. fimetaria). Cette
méthode est décrite dans le présent rapport.

Un comité consultatif scientifique (v. annexe D)
composé de spécialistes internationaux possédant
de I’expérience dans la conception et la réalisation

d’essais de toxicité d’un sol avec des collemboles a
fourni des documents de référence cruciaux qui ont

été examinés et pris en compte durant 1’exécution

du projet. Les membres de ce comité ont également
participé activement en tant que pairs relecteurs des

deux versions préliminaires du présent document.
Un groupe plus large de personnes compétentes
(v. les remerciements) a fourni des observations
additionnelles apres avoir examiné la derniére
¢bauche, avant publication. Dans la préparation
de la présente méthode d’essai biologique,
Environnement Canada s’est grandement appuy¢
sur I’expérience de la communauté scientifique
internationale dans la réalisation d’essais
semblables visant a évaluer la toxicité d’un sol

a I’aide de collemboles (v. annexes E et F).

Le présent document décrit en détail les modes
opératoires et conditions applicables a la
préparation et a la conduite de cette méthode
d’essai biologique. Sont décrits également les
modes opératoires universels recommandés pour
préparer et réaliser des essais de toxicité d’un sol
a I’aide d’especes choisies de collemboles

(O. folsomi, F. candida ou F. fimetaria). Des
conseils sont aussi fournis au sujet des ensembles
particuliers de conditions et de modes opératoires
qui sont exigés ou recommandés lorsque cette

méthode d’essai biologique est utilisée pour évaluer

différents types de substances ou de matieres

(p. ex. des échantillons de sol ou de déchets
particulaires prélevés sur le terrain ou des
¢chantillons d’une substance chimique ou d’un
produit chimique ou plus mélangés ou mis en
contact en laboratoire avec un sol naturel ou
artificiel). Les parametres biologiques examinés
dans cette méthode sont la survie (mortalité) et le
succes de la reproduction, mesurés tous deux a la
fin de I’essai.

Le diagramme de la figure 1 indique les aspects
universels traités dans le présent document et
énumeére les aspects particuliers qui concernent

expressément les essais sur des échantillons de sol
ou de déchets particulaires prélevés sur le terrain
(p. ex. boues d’épuration, boues de forage, déblais
de dragage) ou de sol enrichi en laboratoire avec
une substance ou un produit chimique ou plus.

Cette méthode d’essai biologique a été congue pour
évaluer la toxicité 1étale et sublétale d’échantillons
de matiére, notamment :

1) un sol prélevé sur le terrain, contaminé ou
susceptible d’étre contaming;

2) des sols qu’on envisage d’¢éliminer ou de
soumettre a un traitement de décontamination;

3) des sols qui ont été soumis a un traitement de
décontamination;

4) des déblais de dragage destinés a étre éliminés
ou dont on envisage 1’épandage sur le sol apres
déshydratation;

5) des boues industrielles ou ménageres et des
déchets particulaires de méme origine qui
pourraient étre déposés sur le sol;

6) un sol contaminé ou non contaminé (naturel
ou artificiel), enrichi d’une substance ou d’un
produit chimique ou plus (p. ex. pour une
évaluation du risque posé par des substances
chimiques nouvelles ou d’utilisation courante).

Dans 1’¢laboration de la présente méthode d’essai
biologique, on s’est efforcé de trouver un équilibre
entre les considérations scientifiques, pratiques et
pécuniaires et de faire en sorte que les résultats
soient suffisamment précis pour la plupart des
situations dans lesquelles ils seront utilisés. On
suppose que I’utilisateur a une certaine
connaissance des essais de toxicité de sols. Les
instructions précises qui pourraient étre exigées
dans un protocole réglementaire ne sont pas
fournies dans le présent document, mais ce dernier
se veut néanmoins un guide utile a la fois pour la
mise en ceuvre de protocoles réglementaires et pour
d’autres applications.



MODES OPERATOIRES UNIVERSELS

* Obtention d’organismes pour les élevages et les essais
« Elevages d’O. folsomi, de F. candida et de F. fimetaria
» Manipulation et tri des animaux

» Préparation des sols d’essai

» Conditions d’essai (éclairage, température, etc.)

» Démarrage de I’essai

* Observations et mesures pendant 1’essai

+ Parametres d’essai et calculs

+ Validité des résultats

* Essais toxicologiques de référence

ASPECTS TRAITES DANS DES SECTIONS PARTICULIERES

SOL PRELEVE SUR LE TERRAIN SOL ENRICHI
OU DECHETS PARTICULAIRES D’UNE SUBSTANCE CHIMIQUE

* Prélévement de 1’échantillon * Propriétés chimiques
» Contenants et étiquetage  Caractérisation chimique
* Transport et entreposage . Etiquetage et entreposage
de I’échantillon * Sol t¢émoin
 Caractérisation de I’échantillon * Préparation et vieillissement
* Prétraitement de 1’échantillon des mélanges
» Sol témoin/sol de référence + Utilisation d’un solvant
* Observations pendant I’essai et d’un témoin avec solvant
* Mesures pendant I’essai » Concentrations et répétitions
* Paramétres * Observations pendant I’essai
* Mesures pendant I’essai
» Parametres

Figure 1. Aspects a considérer dans la préparation et I’exécution d’essais de toxicité
de sols avec des collemboles et divers types de matiéres ou de substances d’essai



Le lecteur qui souhaite obtenir des indications sur
la mise en ceuvre de la présente méthode d’essai
biologique et d’autres méthodes, de méme que

sur I’interprétation et I’application des données
relatives aux parameétres mesurés afin de déterminer
la toxicité d’un sol, est invité a consulter les sous-
sections 4.12, 5.5 et 5.6.4 de EC (1999).

1.2 Identification, répartition et cycle
biologique des collemboles
O. folsomi, F. candida et F. fimetaria

Les especes d’essai a utiliser (O. folsomi,

F. candida et F. fimetaria) dans la méthode d’essai
biologique décrite ici appartiennent a la classe
Collembola (embranchement Arthropoda; sous-
embranchement Pancrustacea; superclasse
Hexapoda). Les collemboles sont considérés
actuellement comme formant une classe
monophylétique (c.-a-d. dont les éléments sont
issus d’'un méme ancétre) de I’embranchement
Arthropoda (Hopkin, 2002; Bellinger et coll.,
2006). Ils ont toujours été considérés comme
formant un ordre a I’intérieur de la classe Insecta;
toutefois, leur emplacement par rapport a d’autres
arthropodes fait I’objet d’un intense débat et,
compte tenu des théories modernes de I’évolution et
des progres en phylogénie moléculaire, leur place
reste a définir (Hopkin, 1997, 2002). Parmi les
arthropodes, les collemboles sont les plus
abondants et les plus répandus dans les écosystémes
terrestres et on les trouve un peu partout dans la
grande variété de types de sols présents au Canada.
Des informations faisant autorité au sujet de
I’identification, de la systématique, de la
répartition, de la biologie, de la physiologie et du
cycle biologique des collemboles, y compris les
especes O. folsomi, F. candida et F. fimetaria, sont
fournies dans plusieurs ouvrages et sur divers sites
Web, notamment : Hopkin, 1997; Fountain

et Hopkin, 2005; Bellinger et coll., 2006
(<http://www.collembola.org>); Hopkin, 2006
(<http://www.stevehopkin.co.uk>).

Les collemboles sont des invertébrés aptérigotes
(dépourvus d’ailes) du sol. Les principales parties
du corps des especes a utiliser dans la présente
méthode d’essai sont représentées a la figure 2.
Le corps du collembole peut étre divisé en trois
parties principales : (i) la téte, qui porte une paire
d’antennes, une paire d’yeux (mais pas toujours

et des picces buccales, contenues dans la capsule
céphalique; (ii) le thorax, constitué de trois
segments portant chacun une paire de pattes;

(ii1) ’abdomen, qui compte six segments. Chez
plusieurs especes, certains des segments
abdominaux sont fusionnés, ce qui rend leur
distinction difficile (Hopkin, 1997; Bellinger et
coll., 2006). La furca constitue I’organe de saut des
collemboles. Lorsqu’elle est présente (la furca est
absente ou est devenue un vestige chez certaines
especes confinées au sol), elle est située sur la face
ventrale du quatrieme segment abdominal et est
habituellement repli¢e sous I’abdomen. La furca
provient d’une paire d’appendices qui ont fusionné
a la base pour former le manubrium. Les deux
parties distales sont restées séparées et ont évolué
en une paire de structures appelées dentes (au
singulier, une dens). Chaque dens se termine par
une griffe modifiée appelée mucron. Les
collemboles utilisent leur mucron pour exercer une
poussée ou pour s’accrocher au sol, ce qui leur
fournit le point d’appui nécessaire pour sauter
(Hopkin, 1997).

Tous les collemboles sont pourvus d’un fube
ventral (paire de sacs éversés a fines parois, tres
pres 1’un de I’autre, situés sur la face ventrale du
premier segment abdominal) qui joue un rdle
important dans les échanges de fluides avec le
milieu extérieur (régulation de la teneur en eau et
en sel) (Rundgren et van Gestel, 1998; Hopkin,
2000; Fountain et Hopkin, 2005), de méme que
dans I’ingestion de toxiques dissous dans I’eau
interstitielle (Lock et Janssen, 2003). Le tube
ventral permet également aux collemboles
d’adhérer a des surfaces glissantes (Hopkin, 2002).

Les collemboles occupent une place cruciale dans
le réseau trophique du sol, car ce sont des
consommateurs de champignons, de détritus, de
nématodes et de bactéries (Lee et Widden, 1996;
Laskowski et coll., 1998). Ils constituent également
I’un des importants groupes de proies pour les
prédateurs invertébrés généralistes dans les
agro-écosysteémes, tels que les acariens, les mille-
pattes, les araignées, les carabes et les staphylins
(Bilde et coll., 2000; OCDE, 2005). Les
collemboles contribuent aux processus de
décomposition et de respiration dans le sol,
principalement en se nourrissant d’hyphes
fongiques (Hopkin, 2000), mais leur role dans
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Figure 2. Femelle adulte Folsomia candida
Cette figure représente les principales parties du corps des trois especes décrites dans la
présente méthode d’essai. La furca est normalement repliée sous I’abdomen auquel elle est
rattachée par le tenaculum (ten). Le premier segment thoracique est réduit dorsalement en
comparaison du deuxieme (th2) et du troisieme (th3); les trois derniers segments
abdominaux (abd 4—6) sont fusionnés. Les autres parties principales du corps sont les
suivantes : dens (d); manubrium (m); mucron (mu); organe postantennaire (OPA); soies
ventrales du manubrium (svm); tube ventral (TV). (D’apres Fountain et Hopkin, 2005,
figure 1, et Hopkin, 1997, figure 4.1, avec 1’autorisation de S. Hopkin).



la formation de I’humus demeure mal connu. Dans
le sol, il a été¢ démontré qu’ils ont une incidence sur
la croissance des mycorhyzes et la maitrise des
maladies fongiques de certaines plantes (Laskowski
et coll., 1998; Hopkin, 2000; Fountain et Hopkin,
2005). Dans les sols forestiers acides, ils
représentent peut-Etre les invertébrés les plus
importants puisque les vers de terre et les
diplopodes sont absents (OCDE, 2005). Lorsque les
conditions sont favorables, on observe couramment
des densités de population de collemboles

de 10°/m? dans les couches de sol et de litiére de
feuilles (OCDE, 2005). Les collemboles sont

des membres importants de la faune du sol et
constituent des organismes appropriés pour
I’évaluation de sols potentiellement toxigues.

De plus, en comparaison d’autres organismes
comme les invertébrés a corps mou (p. ex. les vers
de terre), les collemboles pourraient présenter une
voie ou, au moins, un taux d’exposition différents
(OCDE, 2005).

1.2.1 Orthonychiurus folsomi

Orthonychiurus folsomi Schéffer, 1900 (auparavant
dénommé Onychiurus folsomi) appartient a la
famille des Onychiuridae :

* classe, Collembola

 ordre, Poduromorpha

* super-famille, Onychiuroidea
 famille, Onychiuridae

* sous-famille, Onychiurinae

(Bellinger et coll., 2006). O. folsomi est un petit
collembole euédaphique, aveugle et peu pigmenté,
qui vit dans les espaces interstitiels entre les
particules de sol ou sous les pierres et le bois pourri
a la surface du sol. O. folsomi posséde plusieurs
caractéristiques typiques des espéces vivant en
permanence dans les espaces interstitiels du sol.
Ces caractéristiques, qui permettent un meilleur
acces a I’habitat et qui facilitent les mouvements
dans le sol (Kamplichler et Hauser, 1993) sont les
suivantes : absence de furca, absence d’yeux,
tégument blanchatre, corps allongé (jusqu’a

1,9 mm de longueur) avec un abdomen arrondi,
pieces buccales pointant vers le bas et absence
d’épines anales.

La diagnose d’O. folsomi comprend les
caractéristiques suivantes :

» absence d’ocelles (lentilles oculaires);

* organe postantennaire elliptique complexe
comportant 10 a 12 vésicules complexes;

 absence d’épines anales;

 organe sensoriel dorsal sur le troisiéme segment
antennaire, comportant quatre papilles;

 ongle interne comportant une petite dent;

 onguicule 1égérement plus court que I’ongle et
sans lamelle;

* tube ventral chez le male consistant en quatre
soies modifiées sur le deuxiéme segment
abdominal.

Les tibiotarses des pattes portent neuf soies distales
et I’empodium, long et filamenteux, atteint la méme
longueur que la griffe (figure 2). Les pseudocelles,
absents du premier segment thoracique, se
distribuent selon la formule dorsale 32/022/33342
(ou 3) et la formule ventrale 2/010/0101 (Hopkin,
2006)". Les pseudocelles sont des pores (petites
zones de fine cuticule) d’ou un fluide est sécrété
comme mécanisme de défense lorsque 1’organisme
se sent menacé (p. ex. en présence d’un prédateur).

O. folsomi est une espéce commune dans les sols
d’Amérique du Nord. O. folsomi est un détritivore
et joue un role fonctionnel important dans le cycle
des nutriments dans le sol. Cette espece se reproduit
sexuellement par transfert de sperme indirect. Le
sperme est produit par une paire de testicules et

! Les membres de la famille Onychiuridae sont pourvus de
nombreuses structures circulaires sur la téte, le thorax et
I’abdomen, appelées pseudocelles. Les taxinomistes ont
beaucoup utilisé le nombre et la répartition de ces pseudocelles
pour distinguer et identifier les différentes especes
d’Onychiuridae. O. folsomi a pour formule pseudocellaire
dorsale 32/022/33342 (ou 3). Cette formule indique le nombre
et la répartition des pseudocelles sur chaque segment du corps
(téte/segments thoraciques/segments abdominaux). En clair,
O. folsomi posséde une premiére rangée de trois et

une deuxiéme rangée de deux pseudocelles sur la téte,

aucun pseudocelle sur le premier segment thoracique et deux
pseudocelles sur chacun des deuxiéme et troisiéme segments
thoraciques, trois pseudocelles sur chacun des trois premiers
segments abdominaux, puis quatre et deux (ou trois) sur les
quatriéme et cinquieme segments abdominaux, respectivement
(Hopkin, 1997). Comme la face dorsale, la face ventrale de
I’organisme a une formule pseudocellaire particuliére. Dans

le cas d’O. folsomi, la formule pseudocellaire ventrale est
2/010/0101 (Hopkin, 2006).



¢jaculé par un orifice génital simple dans un
spermatophore, qui est déposé sur le substrat ou
directement sur la femelle. La femelle possede

une paire d’ovaires et les ceufs sont pondus
individuellement, mais souvent en grappes ou en
couvées. Le dimorphisme sexuel est rarement
¢vident et il est difficile de distinguer les males des
femelles. Les femelles sont généralement un peu
plus grosses, surtout si elles sont fécondes. On peut
déterminer le sexe d’un organisme en examinant la
plaque génitale, mais cela exige un puissant
grossissement. Des caractéristiques sexuelles
secondaires subtiles peuvent parfois permettre de
distinguer les males des femelles. Par exemple, les
soies peuvent étre Iégérement plus courtes chez les
males et il arrive que les pattes des males soient
pourvues d’épines supplémentaires.

Snider (1983) a étudié I’oviposition, le
développement des ceufs et la fécondité chez

O. folsomi. 1l a constaté que la température avait
une incidence sur la durée du développement des
ceufs et que le temps d’éclosion diminuait lorsque
la température augmentait. A 15 °C et 21 °C,
I’éclosion se produisait apres 21 jours et 14 jours,
respectivement, et a 27 °C, il fallait compter
seulement 11 jours. A 15 °C et 21 °C, le temps
d’éclosion était moins variable et la viabilité des
ceufs était supérieure. La ponte commengait plus tot
a2l °C (4 semaines) qu’a 15 °C (5 semaines). La
taille de la ponte variait entre 15 et 45 ceufs a 15 °C,
et entre 12 et 36 ceufs a 21 °C.

Snider (1983) a également observé que la
surpopulation nuisait a la fécondité (il y avait
quatre fois plus d’ceufs dans les petits élevages que
dans les grands) et que 1’élevage en couple
constituait la meilleure technique d’¢levage.
Contrairement a Snider, Aquaterra Environmental
(1998a) a observé que les ¢levages présentant une
plus grande densité de population étaient plus
productifs que les élevages contenant un plus petit
nombre d’individus.

1.2.2 Folsomia candida

Folsomia candida Willem, 1902, espéce connue
pour vivre dans le compost (Rombke et coll., 2006),
fait partie des especes de collemboles les plus
¢tudiées (Hopkin, 1997). Elle appartient a la famille
des Isotomidae :

* classe, Collembola

* ordre, Entomobryomorpha
* super-famille, Isotomoidea
» famille, Isotomidae

» sous-famille, Proisotominae

(Bellinger et coll., 2006). F. candida ressemble a
O. folsomi en ce sens que 1’organisme est dépourvu
de pigments, d’yeux et d’épines anales.
Contrairement a O. folsomi, F. candida est une
espece parthénogénétique (reproduction asexuée).
Les femelles pondent des ceufs non fertilisés qui
évoluent en descendants viables et les males sont
complétement absents de la population. F. candida
est une espece hémi-édaphique (Schrader et coll.,
1997) et posséde une furca bien développée
(Hopkin, 1997). Les adultes mesurent de 1,5 a

3,0 mm de longueur lorsqu’ils arrivent a maturité
(Fountain et Hopkin, 2005).

La diagnose de F. candida comprend les
caractéristiques suivantes :

» absence d’ocelles;

* rapport entre la longueur de la soie la plus longue
a ’extrémité de I’abdomen et la longueur du
mucron se situant entre 2 et 4 environ;

» manubrium doté de nombreuses (16-32) soies
ventrales (antérieures) robustes;

* dens portant entre 20 et 40 soies ventrales
(antérieures) et entre 7 et 10 soies dorsales
(postérieures);

 organe postantennaire treés large, mais plus
court que la largeur du premier segment
antennaire (figure 2) (Fountain et Hopkin, 2005,
Hopkin, 2006).

F. candida est une espéce qu’on peut trouver dans
la plupart des régions du monde, a I’exception de

I’ Afrique et de I’Inde (Hopkin, 1997). 11 est difficile
d’établir ses aires de répartition biogéographique
originelles, car les organismes ont été transportés
partout dans le monde dans de petites portions de
sol (Fountain et Hopkin, 2005). Au Canada, sa
présence est limitée principalement aux régions
méridionales (Christiansen et Bellinger, 1980).

F. candida est une espece indigéne des sols
forestiers de I’Ontario et du Québec (Addison,
1996); cependant, elle présente une faible
importance écologique (elle n’est pas abondante)
dans les sols des foréts boréales et des régions
septentrionales du Canada (Rémbke et coll., 2006).



La présence de cette espece a également été
consignée en Colombie-Britannique (Skidmore,
1995). L’espece F. candida est trouvée dans une
variété d’habitats, dont des cavernes, des mines,
des systemes agricoles, des sols a forte teneur en
matiere organique, des foréts, des rives de cours
d’eau et des serres (Fountain et Hopkin, 2005;
Hopkin, 2006). Elle est bien adaptée aux sols secs.
L’organisme posséde des caractéristiques
physiologiques qui I’empéchent de se dessécher et
il est capable d’absorber la vapeur d’eau (Fountain
et Hopkin, 2005). L’oxygene est absorbé par la
cuticule (absence de trachée) et I’organisme peut
survivre jusqu’a 18 h dans des conditions
entiérement anaérobies ou en présence de
concentrations élevées de dioxyde de carbone
(Fountain et Hopkin, 2005).

Comme d’autres collemboles, F. candida se nourrit
d’hyphes fongiques. Dans des études de
microcosme en laboratoire, /. candida a montré
une préférence pour les champignons poussant a la
surface de la liticre de feuilles plutot que sur des
particules de sol et il a été clairement montré que
I’organisme est un agent important de
décomposition (Fountain et Hopkin, 2005). Il a
aussi ét¢ démontré que le type de champignon dont
se nourrit F. candida a une incidence sur la
croissance et la fécondité de I’organisme (certains
taxons de champignons sont plus nutritifs que
d’autres) (Fountain et Hopkin, 2005).

F. candida peut se reproduire 12 a 16 jours apres
I’éclosion (Spahr, 1981). Cependant, la premicre
ponte se produit généralement entre 17 et 26 jours
apres 1’éclosion, et le plus souvent aprés 21 ou

22 jours (K. Becker-van Slooten, comm. pers.,
Laboratoire de chimie environnementale et
d’écotoxicologie, ENAC-ISTE, Ecole
polytechnique fédérale de Lausanne, Lausanne,
Suisse, 2006). Cette espece présente un taux de
reproduction élevé et les populations consistent
exclusivement en femelles parthénogénétiques. Les
ceufs sont pondus en petits groupes ou sur les ceufs
déja déposés par d’autres femelles, formant des
agrégats facilement visibles a I’ceil nu dans les
¢élevages en laboratoire. La surpopulation ou des
densités de population élevées réduisent le nombre
d’ceufs pondus (Hopkin 1997; Fountain et Hopkin,
2005). Pendant les premiers stades larvaires,
environ 20 ceufs sont pondus par couvée, mais ce

nombre augmente a 100 autour du 20° stade
larvaire, avant de baisser a 60 au 30° stade larvaire
(Snider, 1973; Hopkin, 1997). F. candida mue tous
les 3 a 8 jours, passant par un court stade larvaire
reproductif (~1,5 jour) en alternance avec des
stades larvaires non reproductifs plus longs

(~8,5 jours) (Fountain et Hopkin, 2005).
L’oviposition se produit tous les 5 a 10 jours, selon
I’age de I’organisme (Snider, 1973). Les ceufs,
blancs, sphériques et de 80 a 110 um de diametre,
¢closent au bout de 7 a 10 jours. La température
optimale pour une éclosion réussie est de 21 °C et
les ceufs maintenus a une température supérieure

a 28 °C ne réussiront pas a éclore (Fountain et
Hopkin, 2005). F. candida a une durée de vie
d’environ 140 jours (190 jours au maximum) et
peut muer jusqu’a 45 fois dans des conditions de
laboratoire a 21 °C. La longévité peut presque
doubler et la production d’ceufs est plus élevée de
pres de 30 % a 15 °C comparativement a 21 °C
(Hopkin, 1997). L’espece F. candida est tres
utilisée par les écotoxicologues dans des essais de
toxicité normalisés (Hopkin, 1997). 1l est tres facile
d’élever ces organismes en laboratoire et leur
biologie et leur écologie sont trés bien connues.

1.2.3  Folsomia fimetaria
Folsomia fimetaria Linnaeus, 1758, comme
F. candida, appartient a la famille des Isotomidae :

 classe, Collembola
* ordre, Entomobryomorpha
* super-famille, Isotomoidea
» famille, Isotomidae
» sous-famille, Proisotominae

(Bellinger et coll., 2006). Comme F. candida
¢galement, F. fimetaria est une espece
hémi-édaphique (Folker-Hansen et coll., 1996;
Bilde et coll., 2000; Kanal, 2004) dépourvue de
pigments et d’yeux et dotée d’une furca trés
développée (Jensen et coll., 2003). En revanche,
F. fimetaria se reproduit sexuellement,
contrairement a 1’espece parthénogénétique

F. candida (v. 1.2.2) et les adultes sont plus petits
(de 0,8 mm a 1,4 mm de longueur).



La diagnose de F. fimetaria (figure 2) comprend les
caractéristiques suivantes :

» absence d’ocelles;

* rapport entre la longueur de la soie la plus longue
a ’extrémité de I’abdomen et la longueur du
mucron se situant entre 3,2 et 4,0;

» manubrium doté de 4 + 4 soies apicales ventrales
(antérieures), dont 3 + 3 dans une rangée
transversale et 1 + 1 au-dessus;

* dens portant de 18 a 24 soies ventrales
(antérieures) et 5 soies dorsales (postérieures).

L’organe postantennaire est étroit et presque aussi
long que la largeur du premier segment antennaire
(Hopkin, 2006). De nos jours, il est possible de
distinguer sans probléme cette espéce des autres
especes appartenant au méme genre en raison de la
position unique des soies du manubrium et d’autres
caractéristiques (Fjellberg, 1980); toutefois, il faut
veiller a ne pas confondre F. fimetaria avec
d’autres organismes blancs et dépourvus d’yeux
appartenant au méme genre, tels que F. candida,
F. lawrencei et F. litsteri (Krogh, 2004). Les
organismes de I’espece F. candida (v. 1.2.2)
peuvent étre confondus avec ceux F. fimetaria et
vice versa, mais il existe un bon moyen pour les
distinguer : F. candida porte 2 + 2 ou 3 + 3 soies
sur la face ventrale du troisiéme segment
thoracique, alors que ces soies sont absentes chez
F. fimetaria (Hopkin, 2006).

F. fimetaria est une espece tres répandue et tres
commune dans plusieurs types de sols allant des
sols sableux aux sols limoneux et des sols a mull
aux sols a mor (OCDE, 2005). Sa présence a été
observée dans des sols agricoles partout en Europe
(Rombke et coll., 2006); toutefois, il existe peu de
preuves que cette espéce se rencontre dans les
foréts boréales ou les zones septentrionales. Au
Canada, on a trouvé F. fimetaria dans les
Territoires du Nord-Ouest, en Colombie-
Britannique, en Alberta, au Manitoba, en Ontario,
au Nouveau-Brunswick et a Terre-Neuve
(Skidmore, 1995).

F. fimetaria est une espéce omnivore qui se nourrit
d’hyphes fongiques, de bactéries, de protozoaires et
de détritus (OCDE, 2005). Dans les sols agricoles,
I’organisme est considéré comme une proie
importante pour les prédateurs arthropodes
bénéfiques dont le role dans I’élimination des

insectes nuisibles est reconnu. Par conséquent,

F. fimetaria peut stabiliser ces populations
d’insectes bénéfiques a une densité souhaitable
dans les systémes agricoles intégrés et biologiques
(Laskowski et coll., 1998). On a observé chez

F. fimetaria un degré élevé de sélectivité
alimentaire, avec une préférence pour les
champignons qui optimisent la croissance, la survie
et la fécondité de I’organisme. Cette espece pouvait
méme choisir I’aliment optimal lorsqu’une espéce
fongique était cultivée dans différents substrats de
sol. Le haut degré de sélectivité concernant la
qualité des aliments qui a été observé chez cette
espece pourrait tre attribuable a la production
d’une odeur fongique perceptible par les
collemboles (Jorgensen et coll., 2003).

F. fimetaria atteint la maturité sexuelle au bout de
18 jours, lorsque débute le sixieme stade larvaire.
Il est difficile de discerner les différences sexuelles
entre males et femelles avant le 20° jour suivant
I’éclosion. Les males ont un corps plus élancé et
sont seulement moitié moins longs que les femelles
(Krogh, 2004). F. fimetaria présente de nombreuses
caractéristiques souhaitables pour une espéce a
utiliser dans des essais de toxicité, notamment la
facilité avec laquelle les organismes peuvent étre
¢levés en nombres suffisants et le fait qu’ils se
reproduisent rapidement et continuellement tout au
long de I’année, ce qui permet de disposer en tout
temps d’organismes d’essai (Riepert et Kula, 1996).

1.3 Historique de l’utilisation des
collemboles dans les essais de toxicité

La mise au point de méthodes d’essai biologique
pour mesurer la toxicité de sols accuse un retard
par rapport aux essais portant sur d’autres milieux
(p. ex. I’eau et les sédiments) (Bonnell
Environmental Consulting, 1994). Ce retard est

da en partie au fait que les chercheurs et les
organismes de réglementation se sont concentrés
sur I’environnement aquatique. Le sol constitue un
systéme plus complexe que les systémes aquatiques
et pose de nombreux problémes en raison de son
manque d’homogénéité. La diversité des voies
d’exposition a prendre en compte (p. ex. I’eau
interstitielle, les vapeurs émanant du sol ou le
contact direct avec les particules de sol), conjuguée
au colt ¢leve de la réalisation des essais de toxicité
sur les sols, ont souvent conduit les responsables



des essais a recourir a des extrapolations a partir de
méthodes d’essai portant sur des milieux aquatiques
appliquées aux expositions a des sols contaminés
(Bonnell Environmental Consulting, 1994).

Avant 1980, 1’évaluation de la qualité des sols
consistait principalement en des mesures des
propriétés physicochimiques du sol, et c’est
seulement apres 1980 que les organismes
responsables de ’homologation et de I’épandage
des pesticides ont commencé a utiliser des
méthodes d’essai biologique normalisées pour
mesurer la toxicité de sols [p. ex. I’United States
Environmental Protection Agency (USEPA) et
I’Office of Pesticides Programs (Holst et Ellanger,
1982)]. Les collemboles sont utilisés depuis
longtemps dans une large gamme d’évaluations
écotoxicologiques. Une des premieres études en
laboratoire sur des collemboles a été réalisée par
Sheals (1956) et portait sur les effets des composés
organochlorés sur des microarthropodes. Sheals a
notamment examiné les différences de sensibilité
au DDT de diverses especes en utilisant un papier
filtre pour I’exposition (Wiles et Krogh, 1998).
Dans une étude ultérieure, Scopes et Lichtenstein
(1967) ont utilisé F. fimetaria dans un essai de
toxicité aigué en faisant également appel a la
méthode d’exposition sur papier filtre. Thompson
et Gore (1972) ont été parmi les premiers a
encourager 1’utilisation de F. candida comme
espece d’essai en laboratoire lorsqu’ils ont réalisé
leurs essais biologiques de 29 insecticides. Par la
suite, de nombreuses études en laboratoire ont été
réalisées entre les années 1970 et 1990 avec
diverses especes de collemboles, en particulier avec
les quatre espéces suivantes : F. candida,

F. fimetaria, Onychiurus armatus (Protaphorura
armata) et Orchesella cincta (Scott-Fordsmand et
Krogh, 2005).

La toxicité de sols de site est devenue une
«nouvelle » source de préoccupation au milieu des
années 1980 et des programmes de réglementation
tels que le SUPERFUND aux Etats-Unis et le
Programme national d’assainissement des lieux
contaminés (PNALC) au Canada ont été mis en
place pour répondre au besoin impérieux de lignes
directrices sur 1’évaluation et I’assainissement des
lieux contaminés hautement prioritaires. Un
examen des essais biologiques existants sur des
organismes entiers, pour évaluer la toxicité de sols,
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d’eaux douces et de sédiments d’eau douce (Keddy
et coll., 1995), réalisé dans le cadre du PNALC, a
mené a la définition d’une série d’essais utilisables
immédiatement pour évaluer des lieux contaminés
au Canada (Bonnell Environmental Consulting,
1994). Keddy et coll. (1995) ont conclu que la
plupart des méthodes ou modes opératoires
existants pour mesurer la toxicité d’échantillons

de sol provenant de lieux contaminés étaient
inadéquats et ne permettaient pas une évaluation
écotoxicologique correcte, et ils ont recommandé
que des efforts soient déployés afin d’élaborer une
série de méthodes d’essai biologique normalisées
pour évaluer la toxicité de sols, qui feraient appel

a des especes et a des conditions d’essai applicables
aux écosystemes pédologiques canadiens. Le
Conseil canadien des ministres de 1’environnement
(CCME) a publi¢, en 1994, un cadre de travail pour
I’évaluation du risque écologique (ERE) (CCME,
1994) qui a eu subséquemment une incidence sur la
gestion des lieux contaminés (CCME, 1996, 1997).
La démarche adoptée dans I’ERE, qui s’appuyait
sur les résultats d’essais de toxicité
monospécifiques, a mis en évidence la nécessité
d’élaborer des essais de toxicité de sols fiables,
reproductibles et réalistes, avec des especes
terrestres pertinentes du point de vue écologique,
pour évaluer les sols prélevés sur des lieux
contaminés (Bonnell Environmental Consulting,
1994). A la fin des années 1990, les évaluations
biologiques sous la forme d’essais de toxicité sont
devenues un complément utile aux analyses
chimiques, notamment dans les évaluations du
risque particulier a un lieu.

En 1998, Wiles et Krogh ont publi¢ une méthode
d’essai faisant appel a trois espéces de collemboles
(Isotoma viridis, F. candida et F. fimetaria). La
méthode a été rédigée sur le modéle d’une norme
ISO, car I’Union européenne avait I’intention de la
normaliser selon le systéme ISO de lignes
directrices pour les essais biologiques (Scott-
Fordsmand et Krogh, 2005). Le premier essai
normalisé de toxicité d’un sol entier sur des
collemboles, applicable a la fois aux expositions

a des pesticides et aux expositions a des non-
pesticides dans un sol artificiel, était une méthode
d’essai de reproduction publiée par I’Organisation
internationale de normalisation (ISO) en 1999.
Cette méthode décrit I’utilisation de F. candida
comme espece d’essai et porte uniquement sur les



sols enrichis d’'une substance chimique. En 2005,
I’Institut national de recherche sur I’environnement
du Danemark a soumis une proposition a
1I’Organisation de coopération et de développement
¢conomiques (OCDE) en vue de 1’¢élaboration
d’une nouvelle ligne directrice pour des essais
servant a évaluer les effets de sols enrichis d’une
substance chimique sur la reproduction de deux
especes de collemboles (F. fimetaria et F. candida)
(OCDE, 2005).

Aujourd’hui, les collemboles sont largement
utilisés dans les essais de toxicité monospécifiques
pour mesurer la toxicité¢ de substances chimiques
pures, de produits chimiques ou d’échantillons de
sol contaminé ou susceptibles d’étre contaminé par
des substances chimiques, sur le terrain ou (a des
fins expérimentales) en laboratoire. Les
collemboles jouent un role essentiel dans les
fonctions du sol et constituent des indicateurs
cruciaux de I’écotoxicologie du sol (Cortet et
coll., 1999). IIs sont fréquemment exposés a de
nombreuses substances chimiques toxiques
présentes dans le sol telles que des engrais, des
insecticides, des herbicides et des fongicides
d’origine agricole et domestique, de méme qu’a
des métaux lourds, des hydrocarbures pétroliers
ou d’autres substances chimiques telles que les
produits de préservation du bois (p. ex. le
pentachlorophénol) ou des composés
nitroaromatiques explosifs présents dans les sols
contaminés. Les collemboles possedent de
nombreux attributs qui font d’eux des organismes
appropriés pour I’évaluation de sols potentiellement
toxiques. Les caractéristiques de leur cycle
biologique, leur répartition et leur fonction
¢cologique leur conférent une importance sur le
plan écologique (Riepert et Kula, 1996). IIs sont
répandus dans la nature, présents dans une grande
diversité de milieux pédologiques, souvent trés
abondants et faciles a prélever sur le terrain. En
outre, ils peuvent étre élevés ou conservés au
laboratoire et ils présentent un cycle biologique
relativement rapide, avec un taux de reproduction
¢leve (Scott-Fordsmand et Krogh, 2005).
Parallélement a la méthode d’essai normalisée avec
des vers de terre, les collemboles sont de plus en
plus utilisés pour évaluer les effets de substances
chimiques sur des organismes non ciblés.
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Au Canada, I’utilisation d’essais de toxicité sur les
collemboles comme « outils d’évaluation
¢cotoxicologique » pour évaluer la toxicité d’un sol
de site contaminé ou susceptible d’étre contaminé
croit également (Aquaterra Environmental, 1998a;
Stephenson et coll., 1999a, b, 2000a; Aquaterra
Environmental et ESG, 2000; ESG, 2000, 2001,
2002; ESG et Aquaterra Environmental, 2002,
2003) et les résultats des essais de toxicité de sols
sont utilisés pour :

(i) élaborer des critéres nationaux de qualité
des sols;

(i1) établir des objectifs d’assainissement pour
un site donné, fondés sur le risque (p. ex.
objectifs de décontamination);

(iii) évaluer I’efficacité des techniques de

décontamination (Stephenson et coll., 2002).

Divers auteurs ont examiné de maniere approfondie
I’utilisation d’essais de toxicité sur les collemboles
comme « outils d’évaluation écologique » pour
estimer la toxicité de sols contaminés ou
susceptibles d’étre contaminés, dans le cadre
d’essais séquentiels ou d’évaluations du risque
(INRE, 1993; Leon et van Gestel, 1994; Keddy et
coll., 1995; Rombke et coll., 1996; van Gestel

et coll., 2001; Achazi, 2002; Lanno, 2003). Les
collemboles ont ¢galement été utilisés dans d’autres
¢valuations écotoxicologiques telles que la
surveillance sur le terrain de 1’évolution de
populations (p. ex. Neuhauser et coll., 1989), des
essais biologiques sur le terrain (p. ex. Wiles et
Frampton, 1996), des études de mésocosmes et de
microcosmes (p. ex. Addison et Holmes, 1995;
Addison, 1996; Cortet et coll., 2003) et une

large gamme d’essais en laboratoire (p. ex.
Crommentuijn et coll., 1993; Addison et Holmes,
1995; Martikainen et Krogh, 1999; Fountain et
Hopkin, 2001).

Diverses méthodes de laboratoire ont été examinées
pour mesurer les effets de substances ou de produits
chimiques particuliers sur des collemboles. Parmi
les parametres moins « normalisés » qui ont été
étudiés, on compte : la croissance (p. ex. Folker-
Hansen et coll., 1996), la croissance de la
population (p. ex. Crommentuijn et coll., 1993),

la bioaccumulation par ingestion d’aliments



contamings, la biomobilisation de foxigues et la
charge corporelle (p. ex. Janssen et coll., 1991;
Pedersen et coll., 2000; Fountain et Hopkin, 2001;
Markweise et coll., 2001), les biomarqueurs
(Stdmpfli et coll., 2002). L’amélioration des
méthodes d’essai ainsi que les effets des variations
sur les caractéristiques du sol et/ou les conditions
d’essai au laboratoire ont également fait 1’objet
d’études et/ou d’examens (Riepert et Kula, 1996;
Sandifer et Hopkin, 1996, 1997; Smit et van Gestel,
1996, 1997, 1998; van Gestel et van Diepen, 1997;
Crouau et coll., 1999; Martikainen et Krogh, 1999;
Martikainen et Rantalainen, 1999; Lock et Janssen,
2001; Crouau et Cazes, 2003).

Les effets toxiques de 1’exposition de collemboles
a une large gamme de contaminants ont été
documentés dans des études de laboratoire réalisées
avec des échantillons de sol enrichis ou contaminés
avec :

* des pesticides (Thompson et Gore, 1972;
Tomlin, 1975; Mola et coll., 1987; Addison et
Holmes, 1995; Addison, 1996; Folker-Hansen
et coll., 1996; Petersen et Gjelstrup, 1998;
Martikainen et Krogh, 1999; ESG et Aquaterra
Environmental, 2002; Indinger, 2002; Campiche
et coll., 2006);

* des métaux (Crommentuijn et coll., 1993, 1997,
Posthuma et van Straalen, 1993; Sandifer et
Hopkin, 1996, 1997; Smit et van Gestel, 1996,
1997, 1998; Pedersen et coll., 1997, 1999; van
Gestel et van Diepen, 1997; Scott-Fordsmand
et coll., 1999; Aquaterra Environmental et ESG,
2000; Fountain et Hopkin, 2001; Pedersen et van
Gestel 2001);

* des hydrocarbures pétroliers (Neuhauser et
coll., 1989; ESG, 2000, 2001, 2003; van Gestel
et coll., 2001; Jensen et Sverdrup, 2002;
Sverdrup et coll., 2002);

* d’autres substances chimiques, y compris
des toxiques de référence (Aquaterra
Environmental, 1998a; Addison et Bright,
2002; Becker-van Slooten et coll., 2003, 2005;
Jensen et coll., 2003; Stampfli et coll., 2005;
EC, 2007a).

En outre, des examens de bases de données ont été
résumés dans des rapports consacrés a I’étude des
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tendances relatives a la toxicité de divers
contaminants pour les collemboles (Leon et
van Gestel, 1994).

F. candida constitue depuis longtemps 1’espéce
de choix pour I’étude des effets d’une exposition
prolongée a des contaminants sur la survie et la
reproduction de collemboles, pour plusieurs
raisons : les responsables des essais connaissent
bien cette espece et ont de I’expérience dans son
¢levage, cette espece a un cycle biologique rapide
et est présente partout dans le monde, et elle est
souvent utilisée dans les essais de toxicité. Le
développement, la croissance et la biologie de la
reproduction de F. candida dans des conditions de
laboratoire ont fait I’objet de nombreuses études et
sont bien documentés (Hopkin, 1997; Fountain et
Hopkin, 2005). Suite a un examen de 1’utilisation
de cette espece comme organisme d’essai

« normalisé », Fountain et Hopkin (2005) ont
conclu que, malgré certaines critiques au sujet de
la pertinence sur le terrain de I’essai de toxicité
ISO avec F. candida, cette espece joue un rdle
important dans 1’évaluation du risque et que,
partant, on continuera de I’employer dans
I’¢laboration de nouvelles normes
environnementales (Fountain et Hopkin, 2005).

En général, les résultats des expériences sur

F. candida ne peuvent pas €tre extrapolés a d’autres
especes de collemboles en raison des différences de
sensibilité parmi les especes (Krogh, 1995; Hopkin
1997). Par exemple, dans le cas de I’atrazine, la
CSEO est de 600 pg/g pour F. candida, mais de
seulement 40 pg/g pour Orchessella cincta (Badejo
et van Straalen, 1992). En revanche, pour le
diméthoate et le cuivre, aucune différence de
sensibilité n’a été observée entre F. candida et

F. fimetaria (Scott-Fordsmand et Krogh, 2005);
pour I’acide borique, la différence de sensibilité
entre ces deux especes est faible (K. Becker-van
Slooten, comm. pers., Laboratoire de chimie
environnementale et d’écotoxicologie, ENAC-
ISTE, Ecole polytechnique fédérale de Lausanne,
Lausanne, Suisse, 2006).

F. fimetaria est une espece d’essai relativement
nouvelle pour les essais d’écotoxicité sublétale de
sols. C’est en 1990, au Danemark, qu’un premier
essai utilisant F. fimetaria a été élaboré, dans le
cadre d’une ¢étude des effets de pesticides (Wiles et
Krogh, 1998). Depuis, on s’est servi de cette espece



pour évaluer les effets toxiques de nombreux
composés différents tels que le cuivre, le nickel, les
phtalates, les sulfonates d’alkylbenzéne lin€aires, le
pyréne, le diméthoate, les hydrocarbures ou les
composés aromatiques polycycliques, les produits
pharmaceutiques vétérinaires et les boues d’égout
(Fabian et Petersen, 1994; Folker-Hansen et coll.,
1996; Scott-Fordsmand et coll., 1997, 1999, 2000;
Holmstrup et Krogh, 2001; Jensen et coll., 2001;
Jensen et Sverdrup, 2002; Scott-Fordsmand et
Krogh, 2004; Becker-van Slooten et coll., 2005;
EC, 2007a).

Bien que la biologie et la pertinence écologique
d’O. folsomi soient bien connues (Snider, 1983;

v. aussi 1.2.1), I'utilisation de cette espece dans les
essais de toxicité en laboratoire est relativement peu

documentée et se limite a un certain nombre
d’études canadiennes (Aquaterra Environmental,
1998a; Stephenson et coll., 1999a, b, 2000a;
Aquaterra Environmental et ESG, 2000; ESG,
2000, 2001, 2002; Addison et Bright, 2002; ESG et
Aquaterra Environmental, 2002, 2003; EC, 2007a).

Les documents méthodologiques résumés aux
annexes E et F ont orienté 1’¢laboration de la
méthode d’essai biologique normalisée
recommandée par Environnement Canada pour
mesurer les effets foxiques d’une exposition
prolongée a un sol enrichi d’'une substance
chimique ou a un sol de site sur la survie et la
reproduction de collemboles. Cette nouvelle
méthode d’essai biologique est décrite dans le
présent document.



Section 2
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Organismes d’essai

2.1 [Espeéces et stade de développement

L’essai décrit dans la présente méthode biologique
doit étre réalisé a 1’aide d’organismes ¢€levés en
laboratoire et appartenant aux espéces
Orthonychiurus folsomi Schiffer, 1900, Folsomia
candida Willem, 1902, ou F. fimetaria Linnaeus,
1758. L’1dentification, la répartition et le cycle
biologique d’O. folsomi, de F. candida et de

F. fimetaria sont résumés en 1.2. L’identification
des especes doit etre confirmée et documentée par
des personnes compétentes qui ont de 1’expérience
dans I’identification des espéces de collemboles
(v. 1.2) qu’on se propose d’utiliser dans 1’essai de
toxicité. Tous les deux ans au moins, on devrait
identifier jusqu’au niveau de I’espéce les élevages
d’O. folsomi, de F. candida et de F. fimetaria
conservés pendant une longue période dans le
laboratoire d’essais. Les organismes utilisés pour
démarrer I’essai de toxicité d’un sol décrit dans le
présent document doivent étre agés de 28 a 31 jours
dans le cas d’O. folsomi, de 10 a 12 jours dans celui
de F. candida et de 23 a 26 jours s’il s’agit de

F. fimetaria.

2.2 Source

Les organismes d’essai a utiliser doivent étre des
collemboles élevés en laboratoire (v. 2.3). Les
sources de géniteurs d’O. folsomi, de F. candida et
de F. fimetaria nécessaires pour démarrer 1’¢levage
peuvent étre des laboratoires d’Etat ou des
laboratoires privés qui font I’élevage de ces espeéces
de collemboles en vue d’essais de toxicité de sols,
ou un fournisseur du commerce®.

* Les responsables des essais qui se préoccupent des effets

de croisements consanguins excessifs dans les élevages de
laboratoire pour les especes se reproduisant sexuellement

(O. folsomi et F. fimetaria) ou qui souhaitent utiliser des
descendants d’organismes ayant occupé une niche particuliére
peuvent démarrer les élevages a partir de populations sauvages
ou améliorer génétiquement les élevages en introduisant un
stock de géniteurs provenant de différentes sources. Si les
organismes proviennent d’une population sauvage, on devrait
confirmer leur taxinomie et évaluer leur sensibilité ou celle de
leurs descendants a un ou des toxiques de référence avant de
les utiliser dans des essais de toxicité. Idéalement, les

On peut obtenir un stock de géniteurs d’O. folsomi,
de F. candida ou de F. fimetaria aupres de la
source canadienne suivante :

Laboratoire de toxicologie des sols

Centre des sciences et technologies
environnementales

Direction générale des sciences et de la technologie
Environnement Canada

335, River Road

Ottawa (Ont.) K1A 0H3

Tél. : 613-990-9544

Tous les collemboles utilisés dans un essai de
toxicité d’un sol doivent provenir de la méme
population. Les collemboles destinés a servir de
géniteurs devraient étre transportés au laboratoire
avec une partie du sol ou du substrat auquel ils sont
adaptés. Il est préférable de transporter les stocks de
géniteurs sous la forme d’un élevage d’organismes
d’ages variés dans des boites de Petri contenant du
platre de Paris utilisé comme substrat (v. 2.3.5)° ou
dans un petit récipient contenant du sol. Au besoin,
on se procurera des quantités supplémentaires de ce
substrat a des fins d’acclimatation ou d’¢élevage,
selon les conditions et les exigences de I’¢levage
(v. 2.3). Les récipients utilisés pour I’expédition et
le transport devraient étre isolés afin de réduire au
minimum les fluctuations de température pendant le
transport et la température devrait étre maintenue a
~20 °C. Le transport d’organismes vivants devrait
se faire rapidement afin que les organismes soient
livrés dans les plus brefs délais (c.-a-d. dans les

organismes prélevés sur le terrain devraient provenir de sites
réputés exempts de tout épandage ou de toute source de
pesticides ou d’engrais pendant les cinq derniéres années

au moins.

? 1l est possible que le platre de Paris se détache du fond de la
boite de Petri pendant le transport; il faudrait donc prendre des
précautions pour éviter que les collemboles ne soient écrasés
entre le substrat détaché et le couvercle de la boite de Petri.
Deux morceaux de papier pliés insérés entre le substrat et le
couvercle de la boite de Petri devraient empécher que les
collemboles qui se trouvent a la surface du substrat ne soient
blessés (K. Becker-van Slooten, comm. pers., Laboratoire de
chimie environnementale et d’écotoxicologie, ENAC-ISTE,
Ecole polytechnique fédérale de Lausanne, Lausanne,

Suisse, 2004).



24 h). On devrait éviter toute surpopulation
d’animaux pendant 1’expédition ou le transport afin
de réduire le stress au minimum.

A Parrivée au laboratoire, les organismes peuvent
étre conservés dans le substrat (sol ou platre de
Paris) utilisé pour le transport pendant qu’on ajuste
la température, ou ils peuvent étre transférés dans
un autre substrat d’élevage (v. 2.3.5). Si la nature
du substrat (y compris sa texture et sa teneur en
humidite) dans lequel les collemboles ont d’abord
¢té conservés (p. ex. par un fournisseur du
commerce) ou transportés differe sensiblement de
celle du substrat dans lequel ils doivent étre élevés
(v. 2.3.5), il est prudent de prévoir une période
d’adaptation de plusieurs jours au nouveau substrat.

On devrait ajuster graduellement la température du
sol (p. ex. £3 °C par jour) pour I’amener a la
température d’exposition a utiliser pendant
I’¢levage (v. 2.3.4). Il est recommand¢ de suivre les
conseils fournis en 2.3.7 au sujet de la manipulation
des collemboles lorsqu’on transfére les organismes
d’une source extérieure aux récipients d’¢élevage

(v. 2.3.2). Pendant cette période transitoire
d’acclimatation du stock de géniteurs ou des
organismes d’essai, les autres conditions devraient
étre aussi semblables que possible a celles utilisées
pour le maintien des élevages (v. 2.3).

2.3 Elevage d’O. folsomi, de F. candida
et de F. fimetaria

2.3.1 Généralités

Le présent document fournit des orientations et des
recommandations générales pour I’élevage des
especes O. folsomi, F. candida et F. fimetaria en
vue d’essais de toxicité de sols. En général, ces
trois especes sont élevées dans les mémes
conditions et selon les mémes méthodes.
Conformément a 1’adage selon lequel ce qui
pourrait bien fonctionner dans un laboratoire
pourrait ne pas fonctionner aussi bien dans un
autre (USEPA, 1994a; EC, 1997a, b, 2001), les
conseils explicites concernant de nombreux aspects
de I’¢levage, notamment le choix du récipient
d’¢élevage, le nombre d’organismes par récipient,
les conditions de renouvellement du sol, le substrat
d’élevage, le type de nourriture et les rations, sont
laissés a la discrétion du personnel de laboratoire,
qui agira en fonction de son expérience, méme si
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des orientations et des recommandations sont
fournies dans les paragraphes qui suivent. On
utilise des indices de performance® pour déterminer
si les organismes d’¢élevage conviennent aux essais
et si les résultats des essais sont acceptables. Pour
convenir aux essais, les élevages doivent présenter
de faibles taux de mortalité et les organismes €levés
doivent sembler en bonne santé et se comporter et
se nourrir normalement (v. 2.3.9). En outre, les
organismes témoins doivent présenter des taux de
mortalité suffisamment faibles et satisfaire a tous
les critéres qui assurent la validité de 1’essai de
toxicité (v. 4.4). L’acceptabilité de 1’¢levage devrait
¢galement étre démontrée au moyen d’essais
réalisés paralléelement ou en continu a 1’aide d’un
toxique de reference (v. 4.9). Si un élevage
d’organismes ne satisfait pas a ces criteres, il est
recommandé¢ de rechercher les causes de cette
situation. Il est difficile de distinguer les trois
especes recommandées dans la présente méthode
et, partant, il faut prendre soin d’éviter toute
contamination croisée d’un élevage avec d’autres
especes de collemboles. En conséquence, il est
conseillé de procéder a des vérifications
taxinomiques périodiques (p. ex. tous les ans) des
¢levages conservés au laboratoire.

Il incombe au laboratoire de faire la preuve de sa
capacité d’obtenir des résultats cohérents et précis
a I’aide d’un foxique de référence, lorsqu’il se
prépare pour la premicre fois a effectuer des essais
de toxicité d’un sol avec des collemboles

O. folsomi, F. candida et F. fimetaria d’élevage.
A cette fin, il devrait déterminer sa précision
intralaboratoire, exprimée sous la forme d’un
coefficient de variation des données respectives sur
la CLs, en effectuant au moins 5 essais avec des
lots (groupes) différents d’organismes d’essai
provenant de la méme source, avec le méme
toxique de référence ainsi qu’un mode opératoire
et des conditions expérimentales identiques pour
chaque essai (v. 4.9).

* Les indices de performance concernent notamment la survie
et 1’état des organismes d’élevage qui seront utilisés dans
I’essai (v. 2.3.9); ils comprennent également les criteres
auxquels les organismes témoins doivent satisfaire pour que
’essai soit valide (v. 4.4) ainsi que les critéres reliés a la
performance de groupes d’animaux dans les essais de toxicité
de référence (v. 4.9).



Lorsque le laboratoire effectue régulierement des
essais de toxicité de sols sur O. folsomi, F. candida
ou F. fimetaria, il devrait réaliser des essais de
toxicité de référence tous les deux mois avec les
organismes ¢levés au laboratoire, dans les
conditions et selon les méthodes décrites en 4.9. En
I’absence d’essais bimensuels, il est recommandé
d’évaluer la performance de collemboles provenant
de I’¢levage utilisé pour démarrer un essai de
toxicité d’un sol en effectuant parallélement un
essai de toxicité de référence. En outre, on devrait
vérifier la performance de tout élevage établi
récemment a 1’aide d’un nouveau stock de géniteurs
(v. 2.2) en effectuant un essai de toxicité de
référence. Si les résultats sont jugés acceptables
(v.2.3.9 et 4.9), le laboratoire pourra alors
s’approvisionner en organismes d’essai dans

ces ¢levages.

Les ¢élevages d’O. folsomi, de F. candida et de

F. fimetaria devraient étre observés fréquemment
(p. ex. une ou deux fois par semaine). [déalement,
on devrait consigner les données suivantes :

+ la date de démarrage de 1’¢levage avec des
adultes;

* les dates de renouvellement du substrat;

* le régime d’alimentation et d’arrosage (y
compris le type et la quantité d’aliments ajoutés
chaque fois);

* les conditions ambiantes et la qualité du substrat
(p. ex. température ambiante, photopériode et
qualité de la lumiere, pH du substrat);

* des observations sur 1’état de santé de I’¢levage
(p. ex. comportement et aspect des collemboles
dans I’¢levage, odeur du substrat, emplacement
des collemboles dans le récipient, quantité de
nourriture délaissée dans le récipient, présence
de champignons).

Un résumé des divers modes opératoires et
conditions décrits dans les méthodes internationales
(Wiles et Krogh, 1998; ISO, 1999; OCDE, 2005)
pour I’¢élevage de diverses especes de collemboles
figure a I’annexe E. Le tableau 1 qui suit présente
une liste de controle des conditions et modes
opératoires recommandés pour 1’¢élevage

d’O. folsomi, de F. candida et de F. fimetaria afin
d’obtenir des organismes utilisables dans les essais
de toxicité de sols.
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2.3.2 Installations et appareils

L’¢levage des collemboles devrait se faire dans une
installation de laboratoire a température contrdlée.
Le dispositif de régulation de la température
(incubateur ou piéce a température constante)
devrait permettre de maintenir la température a
I’intérieur des limites recommandées (v. 2.3.4). Le
secteur des ¢levages doit étre isolé de tout secteur
d’essai, d’entreposage des échantillons ou de
préparation des échantillons afin d’éviter la
contamination a partir de ces sources. Il doit étre
congu et construit de fagon a prévenir la
contamination des élevages (p. ex. suppression des
tuyaux ou accessoires en cuivre ou en métal
galvanisé qui pourraient laisser dégoutter des
condensats contaminés par des métaux).

Tout le matériel et tous les récipients et accessoires
susceptibles d’entrer en contact avec les organismes
ou le substrat dans I’installation d’élevage doivent
étre propres, rincés convenablement et fabriqués
dans des matériaux non toxiques (p. ex. verre,
Téflon™C, acier inoxydable de type 316, nylon,
Nalgéne€, porcelaine, polyéthyléne,
polypropyléne). Les matieres toxiques comme le
cuivre, le zinc, le laiton, le métal galvanisé, le
plomb et le caoutchouc naturel ne doivent pas
entrer en contact avec I’appareillage et le matériel,
ni avec le substrat d’élevage ou 1’eau.

Divers récipients d’élevage tels que des bacs en
plastique ou des enceintes de reproduction d’une
capacit¢ de 1 L a 6 L (p. ex. boites en polystyréne
blanc mesurant de 15 x 23 X 8 cm environ a

20 x 33 x 11 cm environ) conviennent a I’élevage
d’O. folsomi et de F. candida. Pour F. candida, les
cotés et/ou le couvercle devraient étre translucides
ou transparents afin de permettre a la lumicre
d’atteindre la surface du substrat d’élevage

(v. 2.3.3). Chaque récipient devrait posséder un
couvercle qui peut étre non perforé, afin de réduire
au minimum I’asséchement du substrat en surface
et le risque de contamination, ou perforé (p. ex.
trous couverts d’un grillage en fibre de verre) pour
permettre la circulation d’air tout en empéchant les
collemboles de s’échapper. Pour I’élevage de

F. fimetaria, il est recommandé d’utiliser des boites
de Petri en polystyréne (10 cm de diameétre sur

1,5 cm de profondeur). Le tableau 2 de I’annexe E
fournit des détails sur le type et la taille de divers
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Tableau 1. Liste de contréle des conditions et modes opératoires recommandés pour I’élevage
d’Orthonychiurus folsomi, de Folsomia candida et de Folsomia fimetaria destinés a servir
d’organismes d’essai dans des essais de toxicité de sols

Source des
géniteurs

Acclimatation

Récipients
d’élevage

Température
ambiante

Eclairage

Type de substrat

Hydratation
du substrat

pH du substrat

Renouvellement
du substrat

Surveillance
de I’¢levage

Entretien
de I’¢levage

adultes provenant d’un élevage de I’Etat, privé ou commercial; identification du
stock jusqu’au niveau de I’espece confirmée

graduelle, pour les différences de température (on recommande pas plus de
3 °C/jour) et de substrat a I’arrivée

pour O. folsomi et F. candida : enceintes de reproduction d’une capacité de 1 L
a 6 L (p. ex. bacs en plastique mesurant de 15 x 23 x 8 cm environ a 20 x 33 x
11 cm environ), avec couvercles en plastique perforés ou non; parois et/ou
couvercle transparents ou translucides pour permettre a la lumiére d’atteindre la
surface du substrat d’¢élevage pour F. candida; pour F. fimetaria : boites de Petri
en polystyrene (10 cm de diametre sur 1,5 cm de profondeur), avec couvercle

moyenne quotidienne : 20 + 2 °C; température instantanée : 20 £ 3 °C

pour O. folsomi et F. fimetaria : obscurité¢ permanente ou éclairage incandescent
ou fluorescent; intensité, 400 a 800 lux a la surface du récipient d’élevage;
photopériode fixe (p. ex. 16 h de clarté et 8 h d’obscurité, ou 12 h de clarté et 12 h
d’obscurité); pour F. candida : éclairage incandescent ou fluorescent; intensité de
400 a 800 lux a la surface du récipient d’¢élevage; photopériode fixe (p. ex. 16 h de
clarté et 8 h d’obscurité, ou 12 h de clarté et 12 h d’obscurité)

mélange de platre de Paris et de charbon actif selon le rapport 8/1; épaisseur
minimale recommandée : 1 cm; pour O. folsomi, morceaux de papier filtre en
forme de quartiers de tarte enduits de platre de Paris ou trés fine couche de sol
artificiel déposée a la surface du substrat

avec de I’eau d’essai; teneur en humidité suffisante pour maintenir la surface du
substrat humide, mais sans accumulation d’eau stagnante sur celle-ci

entre 6,0 et 7,0

au besoin, et au moins tous les mois ou tous les 2 mois; transférer a la main

les collemboles dans les récipients d’élevage fraichement préparés; mélanger

des adultes provenant de récipients d’élevage d’une méme espece pour O. folsomi
et F. fimetaria

vérification de la température ambiante dans 1’installation d’¢élevage une fois par
semaine; mesure du pH des nouveaux lots de platre de Paris

aérer les récipients au moins une fois par semaine en enlevant les couvercles des
récipients d’élevage pendant plusieurs minutes; vérifier le taux d’humidité du
substrat dans chaque récipient au moment de 1’aération; ajouter plusieurs gouttes
d’eau d’essai pour maintenir le taux d’humidité; consigner 1’état de I’¢levage;
maintenir la densité de population des collemboles a ~2—-3 organismes

par centimetre carré pour O. folsomi et F. candida, et 3 ~5—6 organismes par
centimétre carré pour F. fimetaria; proportion d’au moins 2 femelles pour 1 male
recommandée pour O. folsomi et F. fimetaria




Alimentation —

levure séche granulée (p. ex. Fleischmann’s©); nourriture divisée en 2 ou 3 tas

ou saupoudrée a la surface du substrat; deux fois par semaine; pour O. folsomi
et F. candida : ~100 mg (pour des récipients d’¢élevage de 15 x 23 x 8§ cm); pour
F. fimetaria : ~10 mg (pour des boites de Petri de 10 cm)

Entretien -
d’¢levages
synchronisés en
fonction de 1’age

pour F. candida et F. fimetaria : déposer 200-300 adultes provenant d’un élevage
existant sur un nouveau substrat afin de stimuler 1’oviposition; nourrir; surveiller
quotidiennement 1’apparition d’ceufs; pour O. folsomi, F. candida et

F. fimetaria : surveiller I’apparition de grosses couvées d’ceufs dans les élevages

existants; 7 jours apres 1’apparition des premiéres couvées dans les nouveaux
récipients d’élevage ou de grosses couvées dans les élevages existants, transférer
les couvées dans des récipients d’éclosion (c.-a-d. des boites de Petri d’environ
10 cm de diametre et d’au moins 1 cm de profondeur) contenant du substrat frais;
nourrir; surveiller quotidiennement s’il y a éclosion; retirer les ceufs non éclos

48 h apres I’apparition de juvéniles pour F. candida et 72 h apres 1’apparition de
juvéniles pour O. folsomi et F. fimetaria

Age et taille des -
organismes d’essai

Indices de la santé —
de I’¢élevage

pour O. folsomi : adultes agés de 28 a 31 jours; pour F. candida : juvéniles agés
de 10 a 12 jours; pour F. fimetaria : adultes agés de 23 a 26 jours

¢levage considéré en bonne santé si : 1) les collemboles se déplacent activement a
la surface du substrat; 2) les résultats des essais de toxicité de référence a I’aide de

collemboles provenant de I’élevage se situent a 1’intérieur des limites de controle

« historiques »

récipients recommandés par les organismes
internationaux pour 1’¢levage en laboratoire de
plusieurs especes de collemboles et pour la
production d’organismes a utiliser dans les essais
de toxicité de sols. L’emploi de récipients
d’¢élevage en bois n’est pas recommandé en raison
de la présence possible de contaminants toxiques
(p. ex. colles pour contreplaqué, produits chimiques
anti-tache de séve ou produits d’extraction du bois
tels que les acides résiniques, les juvabiones, etc.).
Le choix de la taille et du nombre de récipients
d’élevage pourrait dépendre du nombre de
collemboles adultes dont le laboratoire d’essais a
besoin pour effectuer une ou plusieurs séries
d’essais de toxicité de sols. Chaque récipient
d’¢levage devrait pouvoir recevoir une couche de
substrat d’¢levage d’au moins 1 cm d’épaisseur.

2.3.3 Eclairage

Les especes O. folsomi et F. fimetaria peuvent étre
¢levées dans I’obscurité compléte (p. ex. dans un
tiroir fermé ou dans un récipient d’¢élevage opaque),
ou sous un éclairage incandescent ou fluorescent,

avec une photopériode régulée (p. ex. 16 h de clarté
et 8 h d’obscurité, ou 12 hde clarté et 12 h
d’obscurité). Pour F. candida, les ¢levages
devraient étre éclairés par des lampes a
incandescence ou a fluorescence, avec une
photopériode régulée (p. ex. 16 h de clarté et 8 h
d’obscurité ou 12 h de clarté et 12 h d’obscurit¢).
L’intensité lumineuse a proximité de la partie
supérieure des récipients d’élevage devrait se situer
entre 400 et 800 /ux. Cet intervalle équivaut a un
flux quantique de 5,6 a 11,2 pmol/(m? - s) pour un
¢éclairage fluorescent blanc froid, de 6,4 a

12,8 umol/(m* - s) pour un éclairage fluorescent &
spectre continu ou de 7,6 a 15,2 umol/(m?* - s) pour
un éclairage incandescent. Les sources lumineuses
devraient étre suffisamment ¢loignées des
récipients d’élevage pour empécher 1’évaporation
causée par I’accumulation de chaleur.

2.3.4 Température

Pour les trois especes d’essai, la moyenne
quotidienne de la température ambiante dans
I’installation d’¢levage devrait étre de 20 & 2 °C.



En outre, la température instantanée de
I’installation devrait étre de 20 + 3 °C.

2.3.5 Substrat d’élevage

Divers substrats ont été utilisés pour 1’élevage de
collemboles destinés a des essais de toxicité de sols
(v. tableau 4, annexe E). Le choix du substrat pour
I’¢levage de ces especes est laissé a la discrétion du
personnel de laboratoire, qui décidera en fonction
de son expérience; cependant, le substrat d’élevage
décrit ci-dessous a fait ses preuves et est
recommandé¢ pour les trois especes d’essai.

A Pinstar de Wiles et Krogh (1998), ISO (1999),
OCDE (2005) et EC (2007a), nous recommandons
ici un substrat composé de 8 parties de platre de
Paris (stuc)’ et 1 partie de charbon (p. ex. un
charbon actif de qualité analytique de 375 pm
mesh, dont celui de marque Fisher, n° de catalogue
35-474) pour I’¢élevage des espéces F. candida,

F. fimetaria et O. folsomi. Le substrat d’¢levage est
préparé sous une hotte, dans un flacon de 1 L en
verre ou en plastique. On commence par déposer
120 g de platre de Paris et 15 g de charbon dans le
flacon a I’aide d’un entonnoir et on agite
vigoureusement le flacon pendant environ

30 secondes. Lorsque le mélange est homogene,

on ajoute 130 mL d’eau d’essai (ultra pure; il est
recommandé d’employer de 1’eau MilliQ® pour
préparer le substrat a utiliser avec F. fimetaria) et
on agite de nouveau le flacon, apres 1’avoir bouché,
pendant encore 30 secondes. La quantité d’eau
nécessaire peut varier selon le type de platre utilisé.
On verse ensuite le mélange de platre de Paris ainsi
préparé dans le ou les récipients d’¢élevage de fagon
a obtenir une couche de 1 cm d’épaisseur (Becker-
van Slooten et coll., 2003; Stampfli et coll.,
2005)>7. 11 est recommandé de procéder
rapidement afin d’éviter que le substrat ne durcisse

* La qualité du platre de Paris peut varier. Si le platre de Paris
dégage une odeur forte et si le taux de reproduction des
collemboles est faible, on devrait utiliser un nouveau lot de
platre de Paris.

%120 g de platre de Paris, 15 g de charbon et 130 mL d’eau
donnent suffisamment de substrat pour un récipient d’élevage
de 16 x 11 x 5,5 cm (Becker-van Slooten et coll., 2003).

7l est important de ne pas faire couler le mélange le long des
parois du récipient, sinon le platre séchera sur les parois et
tombera ensuite a la surface du substrat. Les collemboles
pondront leurs ceufs sous les morceaux de platre et il sera alors
difficile de les récupérer (Stampfli, 2001).
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avant d’étre versé dans les récipients d’élevage. On
tapote doucement les récipients sur les cotés et sur
la table de travail pour éliminer les bulles d’air qui
pourraient s’étre formées pendant le mélange et
pour répartir également le substrat d’élevage et
supprimer les aspérités®. 11 faudrait placer les
récipients d’élevage sur une surface plane et laisser
sécher le substrat a I’air pendant au moins 3 heures.
Une fois le substrat durci, on ajoute de I’eau d’essai
dans les récipients d’¢élevage, pratiquement jusqu’a
saturation (il ne devrait pas y avoir d’eau stagnante
a la surface du substrat).

Si les récipients d’¢élevage préparés ne sont pas
utilisés immédiatement, ils peuvent étre entreposés
a la température ambiante pendant trois semaines
au maximum. Avant I’entreposage, il est
recommandé de saturer le substrat avec de I’eau
d’essai (en ajoutant lentement environ 1 cm

d’eau d’essai a la surface du substrat préparé) afin
d’éviter que le substrat ne s’asseche pendant
I’entreposage. Si le substrat s’asseche de maniere
excessive, il se tassera et se détachera des parois du
récipient, créant ainsi un vide. S’il se crée un tel
vide en raison d’un asséchement excessif, il est
recommandé d’éliminer le substrat, car les
collemboles se rassembleront et pondront des ceufs
le long des parois et au fond du récipient (les ceufs
seront alors inaccessibles). On devrait rincer le
substrat avec de I’eau d’essai avant d’y déposer les
collemboles. Pour rincer, on ajoute environ 1 cm
d’eau d’essai au substrat et on frotte doucement la
surface du bout du doigt (protégé par un gant en
plastique) pour éliminer les aspérités. Le substrat
devrait étre rincé trois fois. On vide ensuite 1’eau en
exces, on éponge doucement la surface avec du
papier essuie-tout et on ferme hermétiquement les
récipients avec les couvercles, apres quoi les
récipients sont préts a étre utilisés.

On vérifie le pH de chaque nouveau lot de substrat
en plagant un papier pH a la surface humide du

¥ Les bulles d’air laissent  la surface du substrat d’élevage des
crevasses dans lesquelles les collemboles s’installent et/ou
pondent leurs ceufs. I1 devient alors plus difficile de
synchroniser les élevages (EC, 2006a); cependant, il semble
que la présence de crevasses et de morceaux de platre améliore
la production d’ceufs (K. Becker-van Slooten, comm. pers.,
Laboratoire de chimie environnementale et d’écotoxicologie,
ENAC-ISTE, Ecole polytechnique fédérale de Lausanne,
Lausanne, Suisse, 2004).



substrat. Le pH du substrat devrait se situer entre
6,0 et 7,0. 11 est recommandé de réhydrater les
récipients d’¢levage avec de I’eau d’essai une ou
deux fois par semaine pour maintenir le taux
d’humidité (qui est optimal lorsque le platre de
Paris est humide). Pour la réhydratation, on ajoute
plusieurs gouttes d’eau d’essai a I’aide d’une
pipette ou on vaporise doucement les parois du
récipient a I’aide d’un brumisateur ou d’un flacon
pressable jusqu’a ce que I’eau commence a rester
a la surface. On prendra soin de ne pas blesser les
collemboles ou de ne pas souffler les collemboles
en dehors du récipient d’¢élevage pendant
I’opération de réhydratation.

Les récipients doivent étre aérés au moins une fois
par semaine; toutefois, il est recommandé d’aérer
deux fois par semaine si on a déja eu des problémes
de champignons dans les €élevages ou s’il s’agit
d’¢élevages de F. fimetaria, qui sont plus sensibles
a la présence de champignons. On peut aérer les
¢levages pendant I’opération hebdomadaire de
réhydratation en retirant simplement les couvercles
pendant au moins une minute.

Un mélange de terreau exempt d’engrais (mélange
de fumier, de tourbe et de limon), de tourbe a
sphaignes et de sol artificiel’ s’est également révélé

? On peut préparer comme suit 10 L de terreau exempt
d’engrais :

» Meélanger environ 3 L de terreau avec environ 4,5 L de
tourbe (ces deux matiéres étant a 1’état sec).

* Ajouter de I’eau d’essai (~1 L) au substrat et mélanger
mécaniquement (& 1’aide d’un mélangeur a main)
jusqu’a ce que la teneur en humidité, la couleur et la
texture du mélange semblent homogeénes.

» Ajouter environ 1,5 L de sol artificiel (v. 3.3.2).

» Ajouter encore de I’eau d’essai (~1 L) a ce mélange
tout en remuant mécaniquement, jusqu’a ce que la
teneur en humidité atteigne environ 70 % de la capacité
de rétention d’eau du mélange.

* Mesurer le pH du sol et, selon le résultat, parsemer
environ 30 g de carbonate de calcium (CaCO; ) a la
surface du substrat a I’aide d’un tamis fin, puis
incorporer cette substance au sol a ’aide d’un
mélangeur mécanique jusqu’a disparition de la poudre
blanche [pour une meilleure répartition, on peut aussi
mélanger le CaCOs; au substrat sec, avant d’ajouter
I’eau; J. McCann, comm. pers., Université de Waterloo,
Waterloo (Ont.), 2004].

On conserve ce mélange dans un récipient couvert, a la
température ambiante du laboratoire, pendant trois jours. On
remue ensuite le substrat d’élevage et on mesure le pH (a
I’aide d’une méthode utilisant une bouillie de CaCOs; v. 4.6)
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approprié pour I’¢levage d’O. folsomi [ESG et
Aquaterra Environmental, 2003) et de F. fimetaria
(J.I. Princz, comm. pers., Division des méthodes
biologiques, Environnement Canada, Ottawa
(Ont.), 2006]. On peut utiliser un tel mélange pour
conserver de gros élevages ou des ¢levages de
secours au laboratoire'’.

2.3.6 Alimentation

Divers types d’aliments et de régimes alimentaires
ont été utilisés pour 1’¢levage de collemboles
destinés a des essais de toxicité de sols

(v. tableau 5, annexe E). On a réussi a ¢lever les
trois especes décrites dans la présente méthode
d’essai en employant de la levure séche active
(Aquaterra Environmental, 1998a; Wiles et Krogh,
1998; ISO, 1999; Aquaterra Environmental et
ESG, 2000; ESG, 2000, 2001, 2002; ESG et
Aquaterra Environmental, 2002, 2003; Becker-van
Slooten et coll., 2003, 2005; Stadmpfli et coll., 2005;
EC, 2006a).

On peut se procurer dans les épiceries la levure
séche active a utiliser comme nourriture pour les
¢levages. Nous recommandons la levure
Fleischmann’s™C, car cette marque a été utilisée

afin de s’assurer qu’il se situe entre 6,0 et 7,5. Si le pH est
inférieur a 6,0, on ajoute encore du CaCO;. Si le pH est
supérieur a 7,5, on continue d’entreposer le mélange jusqu’a
ce que le pH baisse naturellement ou on ajoute du substrat
dont le pH n’a pas été¢ modifié, jusqu’a ce que le pH du
mélange devienne inférieur a 7,5. Une fois le pH correctement
ajusté, les élevages de laboratoire peuvent étre ajoutés au
mélange. Il est recommandé d’avoir une épaisseur de substrat
d’au moins 5 cm pour que les collemboles demeurent dans

le sol.

Le pH et la teneur en humidité du substrat devraient étre
mesurés réguliérement (p. ex. une fois par semaine) et ajustés
au besoin. Au moment de la vérification, on remue doucement
le substrat d’élevage, on recueille un sous-échantillon de
substrat et on mesure son pH afin de s’assurer qu’il se situe
entre 6,0 et 7,5. Si le pH est inférieur a 6,0, on ajoute du
terreau qu’on mélange avec le substrat d’élevage jusqu’a ce
que le pH soit supérieur a 6,0. On débarrasse le bac de toute
eau stagnante qui s’y trouve et, si le substrat semble trop sec,
on ’humidifie soigneusement en vaporisant une quantité
suffisante d’eau d’essai.

' Le probléme lorsqu’on conserve les élevages de collemboles
dans du sol est qu’il faut plusieurs mois pour que les
organismes s’acclimatent (c.-a-d. pour qu’ils produisent
suffisamment d’ceufs) au substrat de platre de Paris nécessaire
pour synchroniser les élevages [Rick Scroggins, comm. pers.,
Division des méthodes biologiques, Environnement Canada,
Ottawa (Ont.), 2006].



avec succes dans 1’¢laboration de la présente
méthode (Aquaterra Environmental, 1998a;

EC, 2006a, 2007a, b). La quantité de nourriture
ajoutée a chaque récipient d’élevage dépend de la
densité de population des collemboles et de leur
stade de développement et, partant, cette quantité
devrait étre établie en fonction des observations et
des notes prises au sujet de la nourriture qui a été
consommée ou non pendant les semaines
précédentes. Les quantités dépendent des especes,
comme suit :

* pour O. folsomi et F. candida, ~100 mg (pour un
récipient d’¢élevage d’environ 15 x 23 x 8 cm);

* pour F. fimetaria, ~10 mg (pour une boite de
Petri d’environ 10 cm de diamétre).

La nourriture peut étre divisée en 2 ou 3 tas ou
saupoudrée a la surface du récipient d’essai. La
levure devrait étre répartie a la surface du substrat
de chaque récipient deux fois par semaine au
moment de I’aération et de la réhydratation''. On
oOtera les restants de levure non consommeée (le cas
échéant) avant d’ajouter la nouvelle levure'?.

On devrait veiller a éviter toute apparition de
champignons et de bactéries dans les récipients
d’élevage, surtout pour 1’espece F. fimetaria, qui
est plus sensible aux champignons et aux
bactéries'®. Pour rendre la levure active, il est
recommandé¢ de I’ajouter apres 1’hydratation du
substrat. On peut aussi hydrater la levure avec
quelques gouttes d’eau d’essai.

"' On peut aussi déposer plus de nourriture une fois par
semaine seulement, a condition que la majeure partie de la
nourriture ait été consommeée avant la distribution suivante et
qu’il n’y ait pas présence d’une quantité excessive de bactéries
ou de champignons.

211 est important de bien 6ter tous les restants de levure non
consommée afin d’éviter la formation d’une quantité excessive
de bactéries ou de champignons qui pourrait étre néfaste pour
les élevages, en particulier pour F. fimetaria (Stampfli, 2001;
Stampfli et coll., 2005).

" Pour éviter la formation d’une quantité excessive de
champignons et de bactéries dans les récipients d’élevage,

on peut procéder comme suit : utiliser de 1’eau ultra pure

(p. ex. de I’eau Milli-Q®) pour la préparation et I’hydratation
du substrat d’élevage, aérer les récipients d’¢élevage plus
souvent (p. ex. au moins deux fois par semaine) et oter tout
restant de levure tous les quatre jours (Stampfli et coll., 2005).
Si la quantité de champignons et/ou de bactéries devient
excessive dans 1’un des récipients d’élevage, ce récipient
devrait étre éliminé.
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2.3.7 Manipulation des organismes et entretien
des élevages
Il est recommandé¢ de manipuler le moins possible
les collemboles pour éviter de les blesser et de les
stresser inutilement. S’il faut les manipuler, il
faudrait le faire avec douceur, minutie et rapidité
afin de réduire au minimum le stress subi par les
animaux. On peut employer un pinceau fin,
humide, pour transférer les collemboles d’un
récipient a un autre; toutefois, il faut faire attention
de ne pas blesser les organismes ou endommager
leurs ceufs. On peut également utiliser un systéme
d’aspiration a faible succion, décrit dans ISO
(1999), pour transférer les collemboles. Une pipette
Pasteur avec une poire d’aspiration donne
¢galement de bons résultats. Il est recommandé
d’ajuster le systéme d’aspiration de maniére a
aspirer le plus doucement possible les collemboles
pour ne pas les blesser. On peut aussi transférer les
collemboles en tapotant doucement un récipient
au-dessus d’un autre. Les animaux blessés ou
apparemment stressés lors de la manipulation ne
doivent pas étre utilisés pour les essais et il est
recommandé de s’en débarrasser.

Le tableau 6 de I’annexe E résume les conseils
utiles pour I’entretien des ¢levages de diverses
especes de collemboles qu’on peut trouver dans

les méthodes et guides publiés par des organismes
internationaux au sujet des essais de toxicité de sols
sur ces collemboles.

Il est recommandé d’inspecter le contenu de chaque
récipient d’élevage immédiatement avant chaque
distribution hebdomadaire de nourriture, afin de
déterminer 1’état apparent des collemboles et du
substrat d’élevage. On devrait consigner dans un
registre I’état apparent de 1’élevage (organismes

et substrat) au moment de chaque observation
(v.2.3.1).

Il faudrait limiter la densité de chargement des
collemboles dans chaque récipient d’¢levage afin
d’éviter la surpopulation et ses conséquences
négatives sur la croissance et la reproduction des
collemboles et sur la santé de 1’¢levage (ISO,
1999). Une densité de chargement de quelque 2 ou
3 collemboles adultes par centimétre carré est
suggérée pour O. folsomi et F. candida [K. Becker-
van Slooten, comm. pers., Laboratoire de chimie
environnementale et d’écotoxicologie, ENAC-
ISTE, Ecole polytechnique fédérale de Lausanne,



Lausanne, Suisse, 2004; G.L. Stephenson, comm.
pers., Aquaterra Environmental, Orton (Ont.),
2006]; la densité de chargement recommandée pour
F. fimetaria est d’environ 5 a 6 collemboles adultes
par centimetre carré [J.1. Princz, comm. pers.,
Division des méthodes biologiques, Environnement
Canada, Ottawa (Ont.), 2007].

On devrait renouveler le substrat dans chaque
récipient d’¢élevage selon les besoins et tous les
mois ou tous les deux mois, quelle que soit la
densité des collemboles. Pour ce faire, on peut
préparer de nouveaux récipients d’élevage ety
transférer les collemboles en tapotant 1’ancien
récipient au-dessus du nouveau. Pour réduire la
population de collemboles dans un récipient
d’élevage surpeuplé, on transfére une partie
seulement de 1’¢élevage (p. ex. 75 % des
organismes) au moment du renouvellement des
récipients d’élevage. Le changement de substrat
stimulera 1’oviposition (Wiles et Krogh, 1998).
Pour O. folsomi et F. fimetaria, il est important que
les nouveaux élevages contiennent un mélange de
males et de femelles (au moins deux femelles pour
chaque male) et que les organismes soient mélangés
entre les différents récipients afin d’éviter les
croisements consanguins (Stampfli et coll., 2005).

Il est recommand¢ de surveiller la température
ambiante dans I’installation d’¢élevage une fois par
semaine et de vérifier le taux d’humidité du substrat
d’élevage au moment de I’aération hebdomadaire.
Au besoin, on effectuera les ajustements
nécessaires (v. 2.3.4 et 2.3.5).

2.3.8 Elevages synchronisés en fonction de I’ige
pour les essais de toxicité

Pour que les élevages donnent de bons résultats,

il faut qu’ils produisent le nombre nécessaire

d’organismes d’essai en bonne santé, a un stade

de développement connu, ayant le méme age et

la méme taille. En outre, les organismes d’¢levage

doivent satisfaire a des indices de santé et de

performance particuliers (v. 2.3.9). Les paragraphes

suivants décrivent les méthodes a suivre pour

obtenir des organismes d’essai synchronisés en

fonction de 1’age (c.-a-d. 28—31 jours pour

O. folsomi, 10—12 jours pour F. candida et

23-26 jours pour F. fimetaria) a utiliser dans les

essais de toxicité décrits dans le présent document.
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Pour F. candida et F. fimetaria, on peut mettre

en route de nouveaux élevages pour lancer le
processus de synchronisation'*. Afin d’obtenir
suffisamment de juvéniles destinés a un essai de
toxicité, on devrait préparer au moins deux gros
nouveaux ¢levages (récipients d’élevage décrits
pour F. candida en 2.3.2) ou plusieurs petits
¢levages (boites de Petri décrites pour F. fimetaria
en 2.3.2). Pour ce faire, on peut transférer 200 a
300 F. candida ou F. fimetaria matures d’un
¢levage existant en tapotant légerement le récipient
de maniere a faire tomber doucement les
collemboles sur le substrat nouvellement préparé
dans un récipient d’¢levage (v. 2.3.5). Il faut éviter
de transférer plus de 300 organismes, car il y aurait
alors surpopulation de collemboles et inhibition de
la reproduction. Pour nourrir les élevages, on
dépose 100 a 200 mg de levure dans chaque
nouveau récipient. Le nombre d’organismes
transférés et la quantité de levure ajoutée aux
¢levages dépendent de la taille des récipients
d’¢élevage utilisés. On devrait inspecter les
nouveaux €levages quotidiennement afin de vérifier
la présence d’ceufs. Les collemboles devraient
commencer a pondre les premiéres couvées dans
les 24 a 48 heures aprés avoir été transférés sur le
nouveau substrat d’¢élevage.

Pour O. folsomi, on devrait utiliser les élevages
existants afin de produire suffisamment d’ceufs
pour assurer la synchronisation des élevages. On
peut également se servir des élevages existants pour
produire des ceufs de F. candida ou F. fimetaria
aux fins de la synchronisation, en plus d’établir de
nouveaux €levages selon la méthode décrite
précédemment.

Sept jours aprés I’apparition des premicres couvées
dans les nouveaux ¢levages, ou d’un grand nombre
d’ceufs dans les élevages existants, il faudrait
transférer plusieurs couvées (ou toutes, si possible)
sur du papier filtre enduit de platre et humecté'®

'* 0. folsomi ne produira pas un nombre suffisant d’ceufs dans
les nouveaux élevages établis aux fins de la synchronisation,
comme il est expliqué pour F. candida et F. fimetaria; c’est
pourquoi il est recommandé de prélever les ceufs dans les
¢élevages existants pour obtenir des organismes d’essai de
maniere synchronisée (EC, 2006a).

' On devrait préparer du papier filtre enduit de platre de Paris
en vue du transfert et de 1’éclosion des ceufs de F. candida ou
de F. fimetaria. On commence par découper un morceau de
papier filtre (~10 cm de diameétre) en plusieurs sections en



qu’on dépose ensuite dans les nouveaux récipients
d’¢levage ou dans des boites d’éclosion plus
petites'® 7. On peut transférer les ceufs & 1’aide
d’une fine spatule ou d’un pinceau légérement
humide. II est recommandé de passer délicatement
le pinceau sous la couvée et a travers celle-ci, puis
de tapoter doucement le pinceau pour déposer les
ceufs sur le papier filtre enduit de platre et humecté
ou sur le substrat dans les boites d’éclosion. Le
platre des nouveaux récipients d’éclosion et le
papier filtre enduit devraient étre suffisamment
humides, sinon les ceufs se déshydrateront (le platre
de Paris est assez humide lorsqu’une gouttelette
d’eau reste a la surface et n’est absorbée que tres
lentement dans le substrat). Pour O. folsomi et

F. fimetaria, on peut déposer un petit nombre de
femelles adultes (~6 des organismes les plus gros)
dans chaque boite d’éclosion pour améliorer le taux
d’éclosion.

On devrait ajouter de 3 a 5 grains de levure séche
active au substrat humide dans chaque boite
d’éclosion. On devrait ensuite fermer

forme de quartiers de tarte (d’environ 5 cm de longueur sur

3 cm de largeur). On prépare ensuite un mélange de platre de
Paris et de charbon (v. 2.3.5), mais en utilisant seulement

120 mL d’eau désionisée ou distillée au lieu de 130 mL d’eau
(le mélange devrait étre d’une consistance 1égérement plus
épaisse que celle du mélange utilisé pour préparer le substrat
d’élevage), comme il est expliqué pour la préparation du
substrat d’élevage. Puis on trempe les morceaux de papier
filtre dans le mélange de platre de Paris et de charbon afin
d’enduire les deux faces du papier filtre de ce mélange. On
peut aussi balayer le papier filtre a la surface du mélange, sur
les deux faces. On fera en sorte de ne pas déposer de mélange
de platre sur une bande de 1 cm de largeur le long du plus
grand bord pour permettre la manipulation du papier filtre. On
suspend ensuite (a 1’aide de trombones ou de pinces a linge)
les morceaux de papier filtre enduits pour les faire sécher. Une
fois secs, les morceaux de papier filtre peuvent étre conservés
dans un récipient pour une utilisation future (EC, 2006a).

'® On peut utiliser de plus petits récipients (p. ex. des bocaux

a conserve de 125 mL ou des boites de Petri en verre de 10 cm
x 1 cm) pour faire éclore les collemboles. Ces récipients sont
préparés avec le substrat d’élevage composé de platre de Paris
et de charbon (v. 2.3.5) (EC 2006a).

"7 On peut également transférer les ceufs en plagant un papier
filtre enduit de platre directement dans le grand récipient
d’élevage en plastique pour que les adultes déposent leurs
ceufs sur le papier filtre. 11 faudrait alors humecter le papier
filtre et le faire adhérer au substrat dans le récipient d’élevage
pour éviter que les collemboles ne pondent leurs ceufs sous le
papier filtre. On peut ensuite transférer le papier filtre enduit
de platre dans les boites de Petri pour faire éclore les ceufs.

23

hermétiquement'® les boites d’éclosion et surveiller
quotidiennement 1’apparition des juvéniles. On
ajoute de I’eau d’essai pour garder le substrat et le
papier filtre enduit de platre continuellement
humides. Les ceufs de F. candida devraient éclore
dans les 2 a 3 jours suivant le transfert (c.-a-d.

~10 jours apres 1’oviposition), tandis que les ceufs
de F. fimetaria éclosent dans les 3 a 4 jours apres le
transfert. Les papiers filtres enduits de platre qui
contiennent des ceufs non éclos devraient étre
retirés 48 heures aprés I’apparition des premiers
juvéniles pour F. candida, et 72 heures apres
I’apparition des premiers juvéniles pour O. folsomi
et F. fimetaria, et placés dans de nouvelles boites
d’éclosion fraichement préparées. On répéte le
processus pour obtenir un plus grand nombre
d’organismes d’essai synchronisés en fonction de
I’age. Comme les collemboles au stade juvénile ont
tendance a s’accrocher sous le papier filtre ou a se
glisser au-dessus, il est recommandé de tapoter le
papier filtre ou de passer un pinceau sec sur celui-ci
(en prenant soin de ne pas enlever les ceufs qui sont
sur le papier filtre) avant de retirer le papier filtre.
S’il arrivait que des femelles adultes F. fimetaria
soient déposées avec les ceufs dans les boites
d’éclosion, ces femelles devraient étre enlevées au
moment ou le papier filtre est retiré. Les juvéniles
F. candida peuvent étre utilisés pour les essais

10 jours apres ’enlévement des ceufs non éclos
restants (les collemboles de 1’espéce F. candida
utilisés pour démarrer les essais de toxicité doivent
étre agés de 10 a 12 jours); les organismes de
I’espece F. fimetaria peuvent étre utilis€s pour les
essais 23 jours apres I’enlévement des ceufs non
éclos restants (les collemboles de I’espece

F. fimetaria utilisés pour démarrer les essais de
toxicité doivent étre agés de 23 a 26 jours); les
organismes de I’espece O. folsomi peuvent Etre
utilisés pour les essais 28 jours apres I’enlévement
des ceufs restants non éclos (les collemboles

O. folsomi utilisés pour démarrer les essais de
toxicité doivent étre agés de 28 a 31 jours).

Une autre méthode pour synchroniser les élevages
de collemboles consiste a déposer un certain
nombre de collemboles adultes dans un grand
nombre de petits récipients contenant le mélange de

' 1 es bocaux & conserve devraient étre fermés
hermétiquement avec un couvercle métallique et un cercle
vissé et les boites de Petri devraient étre fermées avec un
couvercle en verre.



platre de Paris et de charbon (v. 2.3.5). On devrait
laisser les adultes pondre leurs ceufs pendant

2 jours. On retire ensuite les adultes deux jours
apres la premiére ponte. Il est recommandé de
surveiller I’apparition des juvéniles dans les petits
récipients et de nourrir les organismes avec 2 a

3 grains de levure seéche active, selon les besoins.
Les ceufs non éclos sont retirés 48 heures apres
I’apparition des juvéniles pour F. candida, et apres
72 heures pour O. folsomi et F. fimetaria. Les
organismes peuvent ensuite étre utilisés dans un
essai de toxicité 10, 23 et 28 jours apres 1’éclosion
des premiers juvéniles pour F. candida,

F. fimetaria et O. folsomi, respectivement.

Tout organisme des especes O. folsomi, F. candida
ou F. fimetaria utilisé pour démarrer un essai de
toxicité (y compris les essais avec un toxique de
référence) afin de mesurer les effets sur la survie et
la reproduction de I’organisme devrait étre
acclimaté dans le laboratoire, le plus possible dans
les conditions de 1’essai de toxicité (v. 4.3). Pendant
la période de synchronisation des élevages, les
conditions de température doivent étre identiques a
celles utilisées dans I’essai de toxicité et les
collemboles doivent étre nourris avec de la levure
séche (v. 2.3.4,2.3.6 et 4.3).

2.3.9 Indices de santé et de performance
Chaque récipient d’¢élevage devrait faire 1’objet
d’une vérification au moins une fois par semaine,
pendant laquelle la performance de I’élevage
devrait étre surveillée et consignée (v. 2.3.1, 2.3.6
et 2.3.7). On devrait évaluer régulicrement et
corriger au besoin les méthodes et conditions
utilisées pour entretenir 1’¢levage afin de préserver
ou de restaurer sa santé. Si 1’élevage semble en
mauvaise santé ou atypique lors d’une vérification
hebdomadaire (ou plus fréquente), il est
recommandé¢ de le vérifier quotidiennement pour
s’assurer qu’il ne se produit pas une « mortalité en
cascade » (augmentation exponentielle du taux de
mortalité au cours du temps). Les ¢élevages sont
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considérés comme étant en bonne santé si des
collemboles de tailles différentes se déplacent
activement a la surface du substrat.

On doit effectuer au moins un essai de toxicité de
référence (essai de 14 jours pour F. candida et de
7 jours pour O. folsomi et F. fimetaria) a 1’aide
d’une partie de la population des collemboles
¢levés de maniere synchronisée provenant d’un
¢levage particulier avant d’entreprendre un essai
de toxicité définitif (v. 4.9). Idéalement, on devrait
effectuer un essai de toxicité de référence
parallélement a chaque essai de toxicité d’un sol.
Les laboratoires qui effectuent régulierement des
essais de toxicité de sols a I’aide de collemboles
d’élevage peuvent choisir, plutot, d’effectuer
périodiquement un ou plusieurs essais de toxicité de
référence (au moins tous les deux mois) a I’aide de
collemboles élevés de maniére synchronisée
provenant du méme élevage ou des mémes élevages
que les organismes d’essai utilisés pour I’essai ou
les essais de toxicité d’un sol. Tous les essais
effectués avec le ou les toxiques de référence
devraient étre réalisés dans les conditions et selon
les modes opératoires exposés en 4.9. Les criteres
expérimentaux utilisés pour juger de la validité
d’un essai particulier de toxicité d’un sol (et,
indirectement, de la santé de 1’¢levage), fondés sur
la performance des organismes d’essai dans le so/
témoin négatif, sont décrits en 4.4.

Un laboratoire qui effectue régulierement (p. ex.
une fois par mois ou plus souvent) des essais de
toxicité a 1’aide de collemboles pourrait trouver
utile de surveiller les données sur le nombre de
descendants obtenus dans le sol témoin négatif,
comme mesure de la santé et de la performance de
I’¢levage. Un graphique de ces données en fonction
du temps peut révéler des problémes de
reproduction attribuables au régime alimentaire ou
a d’autres conditions auxquelles les élevages sont
exposés [G. Stephenson, comm. pers., Stantec
Consulting Ltd., Guelph (Ont.), 2004].



Section 3
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Systéme d’essai

3.1 Installations et appareils

Les essais peuvent étre réalisés dans une enceinte
a atmosphere controlée ou une installation
équivalente dans laquelle on peut commander
adéquatement la température et I’éclairage (v. 4.3).
L’installation d’essai devrait étre ventilée
convenablement afin d’éviter que le personnel ne
soit exposé a des vapeurs nocives, et elle devrait
étre a I’abri des perturbations physiques ou des
contaminants susceptibles d’avoir une incidence sur
les organismes d’essai. La zone de travail réservée
a la préparation des sols d’essai devrait étre dotée
d’une hotte et étre ventilée adéquatement.

Pour prévenir toute contamination, il faudrait que
I’installation d’essai soit isolée de la zone d’élevage
des collemboles (v. 2.3). En outre, I’installation
d’essai devrait étre séparée des endroits ou les
¢chantillons sont entreposés ou préparés afin
d’éviter tout risque de contamination des récipients
d’essai et de leur contenu a partir de ces sources. Le
systéme de ventilation devrait étre congu, inspecté
et exploité de sorte que ’air des installations
d’essai ne puisse contaminer les enceintes
d’élevage. L’air repris dans la zone ou sont
manipulés et entreposés les échantillons ou dans
celle ou les substances chimiques sont traitées ou
¢tudiées ne devrait pas €tre recirculé dans la partie
du laboratoire réservée aux essais.

Tous les matériaux de construction susceptibles
d’entrer en contact avec les organismes, 1’eau ou
les récipients d’essai a I’intérieur de I’installation
d’essai doivent étre non toxiques (v. 2.3.2) et
devraient réduire au minimum la sorption de
substances chimiques. Les matériaux conseillés
pour réduire au minimum la sorption et la
lixiviation de substances chimiques sont les
suivants : verre borosilicaté, nylon, polyéthylene
haute densité, polystyréne haute densité,
polycarbonate, plastiques fluorocarbonés, acier
inoxydable de type 316.

L’installation d’essai doit étre équipée des
instruments de base requis pour surveiller la qualité
(p. ex. température et pH) du sol d’essai et de I’eau

d’essai (eau d’hydratation) associée. Le laboratoire
devrait également étre équipé du matériel
nécessaire pour permettre une analyse rapide et
précise de la teneur en humidité des sols d’essai.
Le matériel requis comprend un four de séchage
qui peut étre réglé a 105 °C pour sécher les sols,
une balance précise a 0,1 mg pres et un pH-meétre.
Le matériel de protection comprend un respirateur
avec filtre contre la poussiere, des gants, des
vétements de laboratoire et des lunettes de
protection, et il doit étre porté lorsqu’on prépare
les mélanges et les aliquotes de sol d’essai.

Tous les récipients d’essai, appareils et fournitures
susceptibles d’entrer en contact avec les sols de
site, les sols d’essai, I’eau d’essai (eau
d’hydratation), les solutions meres ou les solutions
d’essai doivent étre propres et rincés avec de 1’eau
désionisée ou de 1’eau distillée (c.-a-d. de I’eau
d’essai) avant d’étre utilisés. Tout le matériel non
jetable devrait étre lavé apres usage. On
recommande d’utiliser la méthode de nettoyage
suivante (EC, 1997a, b, 2001, 2004a, 2005a)"” :

1) laisser tremper dans de I’eau du robinet (avec
ou sans détergent) pendant 15 minutes, puis
récurer avec un détergent ou laver dans un
lave-vaisselle automatique;

2) rincer deux fois avec de I’eau du robinet;

3) rincer soigneusement avec de I’acide nitrique
(HNOs) ou de I’acide chlorhydrique (HCI)
(qualité sans métal) fraichement dilu¢ (10 %,
v/v*) pour éliminer le tartre, les métaux et
les bases;

4) rincer deux fois avec de I’eau désionisée

(ou autre eau d’essai);

' On devrait appliquer les étapes 1 a 4 de la méthode de
nettoyage s’il y a risque de contamination par les métaux, les
étapes 1,2, 5, 6 et 7 s’il y a risque de contamination par des
matiéres organiques, et toutes les étapes s’il y a risque de
contamination par ces deux sources.

20 . . . N .
Pour préparer une solution d’acide a 10 %, ajouter avec
précaution 10 mL d’acide concentré & 90 mL d’eau désionisée.



5) rincer une fois avec de I’acétone de qualité
pesticide, non dilué, pour éliminer les composés
organiques et avec de I’hexane réactif (p. ex.
qualit¢ CLHP, pureté >98,5 %) pour éliminer
les résidus huileux (utiliser une hotte)*';

6) laisser le solvant organique se volatiliser des
récipients dans la hotte et laver de nouveau
avec du détergent (récurer au besoin);

7) rincer trois fois avec de I’eau désionisée
(ou autre eau d’essai).

Les récipients d’essai et le matériel susceptible
d’entrer en contact avec le sol ou avec I’eau
d’essai (eau d’hydratation) devraient étre rincés
a fond avec de ’eau d’essai avant d’étre utilisés
dans I’essai.

3.2 Essais initiaux et essais définitifs

3.2.1 Essais initiaux

Avant de procéder pour la premiére fois a des essais
définitifs de toxicité d’un sol selon la méthode
décrite a la section 4, il est recommandé que le
laboratoire effectue au moins cinq essais témoins
pour déterminer la performance des organismes
d’essai, avec un ou plusieurs échantillons du sol
naturel non contaminé ou du sol artificiel qu’il
prévoit utiliser (ou envisage d’utiliser) comme so/
téemoin négatif dans un ou plusieurs essais définitifs
de toxicité d’un sol (v. 3.3). En outre, au moins
cinq essais toxicologiques de référence devraient
étre réalisés avec un ou plusieurs échantillons d’un
sol témoin négatif artificiel ou naturel qu’on entend
utiliser en paralléle avec les essais définitifs de
toxicité d’un sol (v. 4.9). Il est conseillé de
procéder a ces essais initiaux pour confirmer que

la performance de I’espéce d’essai (O. folsomi,

F. candida ou F. fimetaria) sera acceptable dans

le sol témoin négatif naturel ou artificiel envisage,
et ce, dans les installations et selon les conditions
et modes opératoires décrits dans le présent

rapport (v. 2.3).

Les conditions et modes opératoires retenus pour
effectuer ces essais initiaux avec un sol témoin

' Tl n’est pas recommandé de rincer I’équipement ou les
récipients en plastique ou en Plexiglas™” avec de 1’acétone
ou de I’hexane, car ces solvants peuvent dépolir et attaquer le
plastique et lui faire perdre sa transparence.

négatif devraient €tre identiques et conformes

a ceux décrits a la section 4, tandis que les
conditions et modes opératoires retenus pour
effectuer les essais toxicologiques de référence
initiaux devraient étre identiques et conformes

a ceux décrits en 4.9. Chaque essai avec un sol
témoin négatif ou un toxique de référence ou plus
devrait étre réalisé avec un lot différent
d’organismes d’essai de la méme espece provenant
de la méme source.

Les données des essais témoins (>5) visant a
déterminer la performance des organismes d’essai
doivent montrer qu’il est possible de satisfaire aux
criteres de validité de 1’essai (v. 4.4) pour les
especes d’essai prévues lorsqu’on utilise un sol
naturel ou un sol artificiel dont on entend se servir
comme sol témoin négatif dans un essai définitif de
toxicité d’un sol. La méthode recommandée pour
comparer les données des essais toxicologiques de
référence initiaux (=5) consiste a calculer et
apprécier la grandeur du coefficient de variation
pour les séries d’essais respectives et les valeurs
des paramétres (v. 4.9).

3.2.2  Essais définitifs

Les récipients qui seront utilisés dans les essais
définitifs doivent €tre inertes en présence des
substances d’essai et de référence ou des mélanges
renfermant des contaminants (les substances d’essai
ou de référence et les mélanges préparés avec ces
substances ne devraient pas adhérer aux récipients
ou réagir de quelque facon que ce soit avec les
récipients). Ils devraient aussi étre suffisamment
grands pour permettre la survie et la reproduction
des collemboles pendant la durée de I’essai. Il faut
utiliser des bocaux en verre a col large (p. ex. pots
Mason pour les conserves maison) d’une capacité
de 100-125 mL (~5-8 cm de diamétre). Chaque
bocal doit étre nettoyé soigneusement avant et apres
emploi; on doit aussi le rincer a fond avec de I’eau
désionisée ou une autre eau d’essai avant de s’en
servir. Chaque récipient d’essai devrait étre muni
d’un couvercle en plastique ou en métal (dans ce
dernier cas, un anneau vissé maintient en place le
couvercle avec joint d’étanchéité en caoutchouc).

3.3 Sol témoin négatif

Chaque essai de toxicité d’un sol doit comporter un
sol téemoin négatif parmi les traitements



expérimentaux. Le sol témoin négatif est
essentiellement exempt de tout contaminant
susceptible d’avoir un effet néfaste sur le
comportement des collemboles pendant 1’essai.
L’utilisation d’un sol témoin négatif fournit une
mesure de I’acceptabilité de 1’essai, une preuve
de la santé et du comportement adéquat des
organismes d’essai, I’assurance que les conditions
et méthodes d’essai sont appropriées et une base
pour I’interprétation des données obtenues avec
les sols d’essail.

Dans un essai de toxicité d’un sol, on peut utiliser
un sol naturel non contaminé et/ou un sol artificiel
comme sol t¢émoin négatif. Les considérations a
prendre en compte dans le choix d’un sol témoin
négatif approprié comprennent le plan de I’étude,
les caractéristiques physicochimiques du ou des
sols d’essai et la disponibilité d’un sol naturel non
contaminé présentant des propriétés acceptables®.
On devrait également posséder des preuves
expérimentales que le sol choisi comme sol t¢émoin
négatif permettra de satisfaire de maniere régulicre
et fiable aux criteres de validité de ’essai définis
dans le présent document en regard de chaque
espece d’essai (v. 4.4).

La méthode d’essai biologique décrite ici a été
¢laborée et mise a I’essai avec cing sols témoins
négatifs présentant diverses caractéristiques
physicochimiques (Aquaterra Environmental,
1998a; Stephenson et coll., 1999a, b, 2000a;
Aquaterra Environmental et ESG, 2000;

ESG, 2000, 2001, 2002; ESG et Aquaterra

2 Le Conseil canadien des ministres de I’Environnement
(CCME) possede un site Web (<http://www.ccme.ca>)
consacré aux Recommandations canadiennes pour la qualité
de I’environnement ainsi que pour la qualité des sols.
L’information qu’on y trouve est utile lorsqu’on examine les
données analytiques (p. ex. les valeurs pour les métaux ou les
HAP) relatives a des échantillons de sol prélevés sur le terrain,
dans un endroit envisagé comme source de sol naturel pouvant
étre utilisé comme sol témoin négatif dans des essais de
toxicité. Les tableaux sommaires des Recommandations
peuvent étre consultés a 1’adresse
<http://www.ccme.ca/assets/pdf/rev_soil_summary tbl 7.1 f.
pdf>. Ces sites et les liens connexes aideront les responsables
des essais dans 1’examen des caractéristiques physico-
chimiques de sols naturels qu’on présume non contaminés et
qu’on envisage d’utiliser comme sol témoin négatif dans des
essais de toxicité de sols. On peut également communiquer
avec le CCME par téléphone, au 1-800-805-3025 (sans frais),
ou par courriel, a ’adresse <info@ccme.ca>.
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Environmental, 2002, 2003; Becker-van Slooten

et coll., 2003, 2005; Stadmpfli et coll, 2005;

EC, 2007a). Ces sols non contaminés comprenaient
un sol artificiel et quatre sols naturels (c.-a-d. des
¢chantillons de sols agricoles sablo-loameux et
limono-loameux du sud de 1’Ontario, un sol de
prairie argilo-loameux de 1’ Alberta et un sol
forestier loameux du Bouclier canadien” dans

le nord de 1’Ontario). Ces sols avaient des
compositions différentes en regard des
caractéristiques physicochimiques susceptibles
d’avoir une incidence sur le devenir et les effets des
contaminants. Tous les sols prélevés sur le terrain
venaient de zones non contaminées qui n’avaient
recu aucune pulvérisation directe de pesticides au
cours des années précédentes et, partant, étaient
considérés comme « non contaminés ». L’ origine
et les caractéristiques physicochimiques de ces sols
naturels sont décrites en détail a ’annexe G. Les
criteres de validité des essais pour O. folsomi,

F. candida et F. fimetaria décrits en 4.4 sont fondés
sur des données relatives a la performance des
collemboles dans un sol témoin négatif, données
qui ont été obtenues pour chacun des cinq sols
(Aquaterra Environmental, 1998a; Stephenson et
coll., 1999a, b, 2000a; Aquaterra Environmental

et ESG, 2000; ESG, 2000, 2001, 2002; ESG et
Aquaterra Environmental, 2002, 2003; Becker-van
Slooten et coll., 2003, 2005; Stampfli et coll., 2005;
EC, 2007a), notamment (Krogh, 2004).

3.3.1 Sol naturel

Le sol témoin négatif peut étre un sol naturel
prélevé sur un site non contaminé dont on sait qu’il
n’a recu aucune pulvérisation de pesticides ou
aucun engrais depuis au moins cinq ans. Les
collemboles dont on a besoin pour démarrer un
¢levage (v. 2.2) pourraient provenir du méme
endroit que ce sol t¢émoin négatif. Avant d’utiliser

 On sait que certains champignons ectomycorhiziens tuent
les collemboles présents dans des sols a forte teneur en matiére
organique (Klironomos et Hart, 2001). Ces champignons sont
sans doute le plus abondants dans les sols prélevés en
automne; en conséquence, la prudence s’impose lorsqu’on
procede a des essais sur ces types de sols avec des
collemboles. Lorsque ces sols forestiers sont entreposés a des
températures se situant entre 20 et 25 °C, ils constituent un
milieu de croissance idéal pour les champignons
ectomycorhiziens. Il faut abaisser leur température
d’entreposage jusqu’au moment des essais [G.L. Stephenson,
comm. pers., Aquaterra Environmental, Orton

(Ontario), 2006].



un échantillon de sol non contaminé prélevé sur le
terrain comme sol témoin négatif dans un essai de
toxicité définitif, le laboratoire d’essai doit posséder
des preuves expérimentales que le sol naturel
provenant de cette source peut satisfaire aux
critéres a respecter pour que les résultats d’ un

essai de toxicité soient considérés comme
acceptables (v. 4.4).

En conséquence, des essais initiaux avec un
¢chantillon de ce sol doivent étre effectués sur les
especes de collemboles prévues pour les essais afin
de confirmer que les organismes d’essai peuvent
satisfaire aux criteres de validité de 1’essai
applicables a I’espece en cause. Par la suite, en
supposant que les résultats de ces essais
biologiques initiaux soient satisfaisants, il est
recommandé que les échantillons de sol naturel
choisis pour étre éventuellement utilisés comme sol
témoin négatif dans des essais de toxicité d’un sol
(ainsi que des échantillons de sol de référence
possible) soient analysés en regard des
caractéristiques physicochimiques suivantes :

. pH

» composition granulométrique
 conductivité

* texture

* fertilité

* teneur en carbone organique total (%)
* teneur en matiére organique (%)

* capacité d’échange cationique

* principaux cations

* azote total

* phosphore total

* masse volumique apparente

« CRE

* métaux

* hydrocarbures pétroliers (y compris les HAP)
* insecticides organophosphorés

* insecticides organochlorés

* divers herbicides

Les concentrations des pesticides et des métaux ne
devraient pas excéder celles établies par le CCME
pour la qualité des sols, le cas échéant (v. note 22).
Si des organismes indigénes sont présents dans
I’échantillon ou les échantillons de sol naturel et/ou
qu’ils soulévent des problémes (p. ex. pendant
I’entreposage ou les essais), il faudrait prendre note
de ce fait (fournir une description physique et
indiquer leur nombre estimatif, p. ex.) et enlever si

possible ces organismes a la main (par tamisage,
notamment). Si les résultats des essais biologiques
initiaux et des analyses physicochimiques sont
satisfaisants, on peut prélever un plus gros
échantillon de ce sol naturel, le laisser sécher a ’air
jusqu’a ce qu’il ait une teneur en humidité comprise
entre 10 % et 20 %, le tamiser avec un tamis a
grosses mailles (4—6 mm), le transférer dans des
seaux en plastique propres, soigneusement rinces,
et I’entreposer dans I’obscurité a 4 + 2 °C jusqu’a
ce qu’on en ait besoin. Il est recommandé de ne pas
utiliser de seaux en plastique pour le prélévement
et I’entreposage des échantillons de sol s’il y a un
risque de lixiviation des composantes chimiques

du plastique dans le sol.

3.3.2 Sol artificiel

Le sol témoin négatif peut étre un sol artificiel
préparé en laboratoire. L utilisation d’un sol
artificiel permet de travailler avec un matériel
uniforme et normalisé; cette fagon de procéder est
¢galement avantageuse dans les essais de toxicité
de substances ou de produits chimiques ajoutés a
un sol témoin négatif (section 6).

Les méthodes publiées a I’échelle internationale
concernant la préparation des sols artificiels utilisés
dans divers essais de toxicité d’un sol avec des
collemboles sont trés semblables. L.’annexe F
(tableaux 4, 5 et 6) présente un résumé des criteres
applicables a la composition et a la préparation de
sols artificiels selon les recommandations
formulées dans diverses méthodes (Wiles et Krogh,
1998; ISO, 1999; OCDE, 2005); ces sols peuvent
servir de sol t¢émoin négatif dans les essais menés
en laboratoire en vue de déterminer les effets

d’un sol contaminé sur la survie et la reproduction
de collemboles.

Conformément aux recommandations de Wiles et
Krogh (1998), de I’'ISO (1999), de I’OCDE (2005)
et d’Environnement Canada (EC, 2004a, 2005b),
il est recommandé d’employer les ingrédients
suivants pour préparer un sol artificiel qui sera
utilisé¢ dans la méthode d’essai biologique décrite
dans le présent document :

* 10 % de tourbe (Sphagnum sp.) séchée a I’air
et tamisée (avec un tamis a mailles de 2 mm,
p. ex.);

* 20 % de kaolin avec des particules de <40 pum;

* 70 % de sable siliceux de « qualité 70 ».



Les ingrédients devraient étre mélangés
soigneusement, a sec, a I’aide d’un agitateur
mécanique et/ou manuellement (porter des gants)™*.
On recommande d’ajouter du carbonate de calcium
réactif au mélange sec, en quantité suffisante pour
que le pH (mesuré a 1’aide d’une méthode de mise
en suspension dans une solution de chlorure de
calcium; v. 4.6) du sol artificiel, une fois hydraté,
se situe entre 6,0 et 7,5%. On hydrate ensuite le
mélange, graduellement, a I’aide d’eau d’essai (eau
désionisée ou distillée) jusqu’a ce que sa teneur en
humidité soit d’environ 20 % (~28 % de la CRE du

**11 est recommandé de commencer 4 mélanger les ingrédients
secs (pour incorporer le carbonate de calcium) a 1’aide d’un
agitateur mécanique. On complétera le mélange a la main
(porter des gants) afin que tout le sol, y compris dans les coins
du contenant, soit bien mélangé. Le personnel doit prendre les
précautions nécessaires pour éviter toute inhalation des
poussiéres et tout contact avec ces ingrédients.

* La quantité de carbonate de calcium (CaCOs) requise pour
ajuster le pH du sol artificiel dans la fourchette indiquée
dépend de la nature (c.-a-d. de ’acidité) des ingrédients (et,
en particulier, de la tourbe Sphagnum sp.). 11 est possible qu’il
suffise d’ajouter de 10 a 30 g de CaCO; par kilogramme de
tourbe. Avant I’ajout de CaCOj, le sol formulé peut facilement
avoir un pH de seulement 4,5. Lorsqu’on ajuste le pH, il est
recommandé de viser un pH de 7,0-7,5 car, généralement, le
pH du sol artificiel baisse 1égerement (a 6,5-7,0) pendant la
période d’équilibrage de trois jours, avant de se stabiliser. On
recommande de vérifier régulierement (p. ex. tous les quinze
jours) le pH des échantillons de sol artificiel entreposés afin
de vérifier qu’il n’a pas trop varié; on ajoutera au besoin du
CaCOj; [Aquaterra Environmental, 1998a; G.L. Stephenson,
comm. pers., Aquaterra Environmental, Orton (Ont.), 2001].

On peut également entreposer un mélange de sol artificiel sec;
ce mélange sera ensuite partiellement hydraté, jusqu’a ce qu’il
ait une teneur en humidité de ~20 %, entreposé a 20 + 2 °C
pendant au moins trois jours, puis de nouveau hydraté
lorsqu’on voudra I’utiliser dans un essai de toxicité, jusqu’a ce
que sa teneur en humidité atteigne environ 70 % de sa CRE.
Lorsqu’on entrepose un sol artificiel sec, il est nécessaire de
I’hydrater partiellement (jusqu’a ~20 % d’humidité) et de

le laisser reposer un certain temps (>3 jours) afin que le pH

se stabilise dans la fourchette recommandée dans la présente
méthode pour un sol artificiel entreposé partiellement hydraté.
Dans cette méthode facultative, il est nécessaire d’entreposer
temporairement le sol artificiel partiellement hydraté afin de
pouvoir ajouter la quantité d’eau (et, dans certains cas, une
solution chimique) nécessaire pour obtenir le pH et la teneur
en humidité (c.-a-d. ~70 % de la CRE) requis pour un sol
d’essai artificiel. On considére qu’il est préférable
d’entreposer le sol artificiel partiellement hydraté, plutot que
sec, car cela permet au personnel de 1’hydrater plus
rapidement pour obtenir la teneur en humidité voulue (~70 %
de la CRE) tout en conservant 1’équilibre du pH, en plus de
réduire le temps nécessaire a la stabilisation du pH associée a
I’entreposage du sol artificiel sec.

29

sol), tout en continuant de mélanger jusqu’a
obtention d’une couleur et d’une texture uniformes.
Au besoin, on ajoutera du carbonate de calcium
réactif au mélange hydraté en quantité suffisante
pour maintenir le pH dans la fourchette 6,0-7,5. Il
est recommandé d’entreposer les échantillons de sol
artificiel de pH voulu dans I’obscurité, a 20 + 2 °C,
pendant au moins 3 jours avant de les utiliser dans
un essai de toxicité afin que le pH ait le temps de
s’équilibrer™. Par la suite, ces échantillons peuvent
étre entreposés a une température de 4 + 2 °C.
Lorsque le sol doit étre utilisé pour un essai de
toxicité, on recommande d’hydrater de nouveau la
quantité appropriée de sol artificiel entreposé, a
I’aide d’eau d’essai, jusqu’a obtention d’une teneur
en humidité équivalant a environ 70 % de la CRE.

3.4 Sol témoin positif

Il est recommand¢ d’inclure un ou plusieurs
¢chantillons de sol témoin positif dans chaque série
d’essais de toxicité d’un sol avec des collemboles
afin de faciliter I’interprétation des résultats des
essais. On s’efforcera de choisir, comme sol témoin
positif, un sol foxique qui provoquera chez les
organismes d’essai une réponse prévisible,
observée dans des essais de toxicité antérieurs
réalisés avec ce matériel. Le sol témoin positif peut
étre un échantillon de sol t¢émoin négatif enrichi
d’un toxique de référence pour lequel on dispose de
données historiques concernant sa toxicité pour des
collemboles, mesurée dans des conditions et selon
des modes opératoires particuliers. Aux fins de la
méthode d’essai biologique décrite dans le présent
document, on doit utiliser un ou plusieurs toxiques
de référence pour évaluer la sensibilité des
organismes d’essai ainsi que la précision et la
fiabilité des résultats obtenus par le laboratoire avec
ce matériel (v. 4.9). On peut également inclure dans
un essai un échantillon de sol témoin négatif
(naturel ou artificiel; v. 3.3) qui a été enrichi
expérimentalement (section 6) d’au moins une
substance ou un produit chimique toxique
préoccupant lorsqu’on évalue 1’échantillon ou les
échantillons de sol d’essai, a une concentration
toxique pour I’espece de collembole utilisée
conformément a la méthode d’essai biologique
décrite ici. Dans certains cas, I’essai pourra inclure
un sol témoin positif composé d’un échantillon
fortement contaminé de sol ou de boue prélevé sur
le terrain, qui s’est révélé systématiquement toxique



pour des collemboles dans des essais réalisés selon
la méthode décrite dans le présent document™.

3.5 Solde référence

Un ou plusieurs échantillons de sol de référence
pourraient étre inclus dans un essai visant a évaluer
la toxicité d’un sol pour des collemboles. Le type et
la nature de I’échantillon ou des échantillons de sol
utilisés comme sol de référence dans une étude
donnée dépendent du cadre expérimental et des
objectifs de 1’étude. Si I’étude porte sur la toxicité
d’échantillons de sol prélevés sur un site contaminé
ou susceptible d’étre contaminé, on pourrait
utiliser, comme sol de référence, un ou plusieurs
¢chantillons de sol prélevés sur un site non
contaminé, dont les propriétés physicochimiques
(p. ex. teneur en carbone organique, teneur en
matiere organique, composition granulométrique,
texture, pH) concordent le plus possible avec celles
de I’échantillon ou des échantillons de sol d’essai
(contaminé). Idéalement, le sol de référence est
prélevé dans les environs du ou des sites ou les
échantillons de sol d’essai ont été recueillis, mais

il est éloigné de la ou des sources de contamination.
On pourrait également choisir un ou plusieurs
¢chantillons d’un sol de référence non contaminé
prélevé a des endroits éloignés du ou des sites
expérimentaux si I’absence de toxicité a été¢ mise
en évidence dans des essais antérieurs avec des
collemboles et si les caractéristiques
physicochimiques sont comparables a celles du sol
d’essai. L’¢échantillon ou les échantillons du sol de
référence qu’on aura prélevé sur le terrain aux fins
d’une étude pourraient faire I’objet d’un essai de
détermination de leurs effets toxiques sous forme
de sol non dilué seulement; on pourrait aussi
mélanger ce sol avec un ou des échantillons de sol
d’essai pour préparer la gamme de concentrations a
inclure dans un essai a concentrations multiples®’

%% Si le sol témoin positif est un échantillon fortement
contaminé de sol prélevé sur le terrain, il est important que
son potentiel toxique soit stable dans le temps (c.-a-d. que
I’échantillon soit assez ancien pour que sa biodisponibilité
se soit stabilisée).

*711 est également possible de préparer la série de
concentrations d’essai utilisée dans un essai a concentrations
multiples a I’aide d’un sol témoin négatif. Une telle décision
pourrait étre prise si on sait que les sols de référence envisagés
ne seront probablement pas toxiques dans I’essai envisagé ou
si on veut préparer une gamme de concentrations de sol
d’essai avec un sol non contaminé dont les caractéristiques
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(v.3.6,4.1 et 5.3). Il est recommand¢ de ne pas
prélever d’échantillons de sol de référence sur des
sites dont on sait qu’ils ont regu des pulvérisations
de pesticides ou d’engrais au cours des cinq
derniéres années ou plus.

Le responsable de 1’essai pourrait choisir d’inclure
un ou plusieurs échantillons de sol artificiel comme
sol de référence dans un essai particulier. Par
exemple, il pourrait utiliser ces échantillons dans
des essais a concentrations multiples avec des sols
de site ou des sols enrichis d’une substance
chimique pour étudier I’effet de certaines
caractéristiques physicochimiques (p. ex. un certain
nombre de sols de référence artificiels préparés
pour fournir une gamme de valeurs en regard de la
texture et/ou de la teneur en matiére organique;
Sheppard et Evenden, 1998; Stephenson et coll.,
2002) sur la toxicité d’un sol de site contaminé ou
d’un sol enrichi d’une substance chimique.

Des échantillons multiples de sol non contaminé
prélevé sur le terrain a divers endroits, qui
présentent une ou plusieurs caractéristiques
physicochimiques tres différentes, pourraient aussi
étre utilisés a cette fin. Dans une telle étude, il est
recommandé d’inclure dans 1’essai une portion non
diluée (pure a 100 %) de chaque sol de référence
utilisé pour préparer une série de concentrations du
sol d’essai.

Chaque essai comportant un ou plusieurs
¢chantillons de sol de référence doit inclure un
¢chantillon de sol témoin négatif (v. 3.3). Par
contre, avec certains essais (comportant, p. ex.,
une série de concentrations de sol enrichi d’une
substance chimique et préparé avec un sol t€émoin
négatif artificiel ou naturel), il n’est pas nécessaire
d’inclure un échantillon de sol de référence. Pour
les essais avec un sol prélevé sur le site, il est
préférable d’inclure un ou plusieurs échantillons de
sol de référence provenant d’un site voisin a des
fins de comparaison (v. 5.5); selon les objectifs

de I’¢étude, on décidera s’il faut diluer le sol du site
avec un sol de référence (plutot qu’un sol témoin
négatif) dans la préparation de la série de
concentrations en vue d’un essai a concentrations
multiples.

(p. ex. texture, teneur en matiére organique) concordent
étroitement avec celles du sol d’essai.



3.6 Sold’essai

La présente méthode d’essai biologique a été
congue pour mesurer la toxicité d’un ou de
plusieurs échantillons ou mélanges de sol
contamingé ou susceptible d’étre contaminé (sol/
d’essai) avec des collemboles utilisés comme
organismes d’essai. L’échantillon ou les
¢chantillons de sol d’essai peuvent étre constitués
soit de sol prélevé sur un site industriel ou autre site
préoccupant, soit de biosolides industriels ou
urbains (p. ex. matériau de dragage, boues
provenant d’une usine d’épuration des eaux usées
urbaines, compost, fumier) qu’on envisage
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d’épandre sur le sol. Un échantillon de sol d’essai
recueilli sur le terrain pourra étre soumis a un

essai a concentration unique (habituellement pure

a 100 %) ou a un essai de toxicité a concentrations
multiples dans lequel on préparera une série de
concentrations en mélangeant des quantités
mesurées avec soit un sol témoin négatif, soit un sol
de référence (v. section 5). Le sol d’essai pourrait
aussi étre constitué d’une ou de plusieurs
concentrations d’un sol enrichi d’'une substance
chimique, préparé en laboratoire en mélangeant une
substance ou un produit chimique ou plus avec un
sol temoin négatif, un sol de référence ou un sol de
site (v. section 6).



Section 4

Modes opératoires d’essai universels

Les conditions et modes opératoires généraux
décrits dans la présente section pour les essais
toxicologiques avec des collemboles s’appliquent
aux essais visant a évaluer la toxicité d’échantillons
de sol, de déchets particulaires ou de substances
chimiques, de méme qu’aux essais toxicologiques
de référence connexes. Des modes opératoires plus
spécifiques applicables aux essais réalisés sur des
¢échantillons de sol ou d’autres maticres
particulaires prélevés sur le terrain (p. ex. boues
d’épuration, stériles miniers égouttés, résidus de
boues de forage, compost, biosolides) sont décrits
a la section 5. Des orientations et des modes
opératoires particuliers pour la conduite d’essais
avec un sol témoin négatif ou d’autres sols enrichis
(amendés), au laboratoire, d’une substance ou d’un
produit chimique ou plus sont présentés a la
section 6.

Tous les aspects du systéme d’essai décrit a la
section 3 doivent étre incorporés dans ces méthodes
d’essai universelles. Les conditions et modes
opératoires indiqués a la section 2 pour 1’¢élevage
d’O. folsomi, de F. candida et de F. fimetaria en
vue des essais de toxicité d’un sol s’appliquent
¢galement. La liste de controle sommaire qui figure
au tableau 2 énumére les conditions et modes
opératoires recommandés pour tous les essais
réalisés avec des échantillons de sol contaminé ou
susceptible d’étre contaminé ainsi que pour les
essais portant sur des types particuliers de mati¢res
ou de substances d’essai. Ces derniéres pourraient
comprendre des échantillons de sol de site, de
biosolides (p. ex. matériaux de dragage, boues
provenant d’une usine d’épuration des eaux usées,
compost, fumier) ou de sol témoin négatif (ou d’un
autre sol, contaminé ou non contaminé) enrichi au
laboratoire d’une substance ou d’un produit
chimique ou plus.

La présente méthode d’essai biologique sert a
mesurer les effets de I’exposition a un sol
contaming sur la survie et le succes de la
reproduction de collemboles. Les organismes
d’essai doivent étre choisis parmi trois especes
(O. folsomi, F. candida ou F. fimetaria; v. 1.2).
La durée de ’essai est de 21 ou 28 jours, selon

I’espece choisie (21 jours pour F. fimetaria et

28 jours pour F. candida et O. folsomi)*®, et les sols
d’essai sont hydratés pendant 1’essai, mais non
renouvelés.

Cette méthode d’essai définitif a été appliquée et
validée par plusieurs laboratoires participants au
cours de trois rondes d’essais réalisés en parallele
avec F. candida dans un sol artificiel enrichi
d’acide borique (EC, 2007b)%.

¥ A Iorigine, la durée de I’essai pour O. folsomi était de

35 jours (Aquaterra, 1998a); toutefois, depuis qu’on a recours
a la synchronisation des élevages d’O. folsomi et aprés avoir
étudié D’effet de la durée de 1’essai sur les parametres
biologiques, on a constaté que les critéres de validité de 1’essai
pouvaient étre satisfaits des points de vue de la survie des
adultes et de la production de juvéniles de cette espéce, quelle
que soit la durée de 1’essai. En conséquence, il a été décidé
que la durée normalisée de 1’essai avec O. folsomi serait de

28 jours (EC, 2007a).

** Dans la premiére phase des essais de validation
interlaboratoires, 8 laboratoires ont participé a un essai de

14 jours avec un toxique de référence, pendant lequel des
organismes de I’espéce F. candida ont été exposés a un sol
artificiel renfermant de 1’acide borique. Tous les laboratoires
ont obtenu le taux de survie témoin minimal acceptable d’au
moins 80 %. La CLs, moyenne était de 1 149 mg d’acide
borique par kilogramme de sol (masse seéche), avec une
fourchette de 800 a 1 483 mg/kg. La variabilité
interlaboratoires, exprimée sous forme de coefficient de
variation, était de 27 %. Cette variabilité ne tenait pas compte
des données d’essai provenant d’un laboratoire ayant
enregistré une toxicité deux fois moins élevée que celle des
autres laboratoires. Méme si le laboratoire en question a
produit des résultats d’essai valides, les données étaient
douteuses, car ce laboratoire n’avait pas utilisé le sous-lot de
F. candida qui avait été envoy¢ a tous les laboratoires et les
organismes d’essai utilisés s’étaient révélés anormalement
moins sensibles dans des essais de toxicité précédents
effectués a I’aide d’organismes provenant de 1’¢levage du
laboratoire en question. Six laboratoires ont participé a la
phase 2 des essais de validation interlaboratoires. Ces essais
consistaient en des essais de reproduction avec F. candida
exposé a du sol artificiel additionné d’acide borique pendant
28 jours. Seulement quatre laboratoires ont satisfait aux
critéres de validité; leurs essais étaient donc les seuls essais
valides de cette série. Les données présentées n’ont pas permis
de calculer la CLsy moyenne. La Cls, moyenne pour la
production de juvéniles était de 349 mg d’acide borique par
kilogramme de sol (masse séche), avec une fourchette de 320
a 414 mg/kg. La variabilité interlaboratoire, exprimée sous
forme de coefficient de variation, était de 12 % (EC, 2007b).
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Tableau 2. Liste de contréle des conditions et modes opératoires recommandés pour les essais visant
a mesurer les effets de I’exposition a un sol contaminé sur la survie et la reproduction
d’Orthonychiurius folsomi, de Folsomia candida et de Folsomia fimetaria

Essai universel
Type d’essai
Durée de 1’essai

Organismes d’essai

Nombre
de répétitions

Sol t¢émoin négatif

Récipient d’essai

Quantité de sol par
récipient d’essai

Teneur en humidité
des sols d’essai

Température
de lair

Eclairage

Alimentation

Aération
et hydratation

essai de toxicité sur un sol entier; sans renouvellement
pour O. folsomi et F. candida : 28 jours; pour F. fimetaria : 21 jours

pour O. folsomi : élevages du laboratoire synchronisés en fonction de 1’age;
28 a 31 jours apres 1’éclosion

pour F. candida : élevages du laboratoire synchronisés en fonction de 1’age;
10 a 12 jours apres I’éclosion

pour F. fimetaria : élevages du laboratoire synchronisés en fonction de 1’age;
23 a 26 jours apres 1’éclosion

>3 répétitions/traitement; >5 répétitions/sol témoin; pour O. folsomi : chaque
répétition consiste en 15 individus par récipient d’essai; 10 femelles (>2 mm, avec
un abdomen arrondi) et 5 males (~1—1,5 mm, plus élancés); pour F. candida :
chaque répétition consiste en 10 individus par récipient d’essai; pour

F. fimetaria : chaque répétition consiste en 20 individus par récipient d’essai;

10 femelles (plus grosses, avec un abdomen arrondi) et 10 males (moiti¢ moins
longs que les femelles et plus élancés)

selon le plan et les objectifs de I’étude; sol non contaminé prélevé sur le terrain ou
sol artificiel si I’essai porte sur des sols de site; il est recommandé d’utiliser un sol
artificiel pour des essais sur un sol enrichi d’une substance ou d’un produit
chimique ou plus

bocal en verre de 100 a 125 mL (~5—-8 cm de diameétre) muni d’un couvercle;
couvercle métallique avec cercle vissé en métal ou couvercle vissé en plastique
recommandé

30 g (masse humide)

pour la préparation du sol, hydrater jusqu’a obtention du pourcentage optimal de
sa CRE si le sol est prélevé sur le terrain (v. 5.3) ou a ~70 % de la CRE s’il s’agit
d’un sol artificiel; pendant 1’essai, hydrater au besoin

moyenne quotidienne : 20 & 2 °C; instantanée : 20 = 3 °C

incandescent ou fluorescent; intensité lumineuse de 400-800 lux pres de la
surface des récipients d’essai; photopériode fixe (p. ex., 16 h de clarté¢ et 8 h
d’obscurité, ou 12 h de clarté et 12 h d’obscurité)

levure séche granulée (p. ex. Fleischmann’sM® ); pour O. folsomi : ~5 mg par
récipient d’essai les jours 0, 7, 14 et 21, saupoudrés a la surface du sol dans
chaque récipient d’essai; pour F. candida : ~10 mg par récipient d’essai le jour 0
et ~20 mg le jour 14, saupoudrés a la surface du sol dans chaque récipient d’essai;
pour F. fimetaria : ~10 mg par récipient d’essai les jours 0 et 14, saupoudrés a la
surface du sol dans chaque récipient d’essai

ouvrir brievement les récipients d’essai, au moins une fois par semaine pour aérer;
hydrater selon les besoins
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Mesures pendant
I’essai

Observations
pendant 1’essai

Paramétres
biologiques

Paramétres
statistiques

Validité de I’essai

Essai avec
un toxique
de référence

température ambiante dans I’installation d’essai, quotidiennement ou en continu;
teneur en humidité et pH du sol dans chaque traitement/concentration, au début et
a la fin; présence excessive de champignons, activité trophique, présence et
quantité de nourriture délaissée

nombre total de collemboles adultes et de descendants vivants dans chaque
récipient d’essai a la fin de 1’essai (jour 21 pour F. fimetaria et jour 28 pour
F. candida et O. folsomi)

nombre total de collemboles adultes vivants dans chaque répétition (c.-a-d. dans
chaque récipient d’essai) a la fin de I’essai; nombre total de descendants vivants
dans chaque répétition a la fin de 1’essai (jour 21 pour F. fimetaria et jour 28 pour
F. candida et O. folsomi)

taux moyen (£ ET) de survie des adultes dans chaque traitement a la fin de 1’essai
(jour 21 ou 28); nombre moyen (+ ET) de descendants vivants dans chaque
traitement a la fin de I’essai (jour 21 ou 28); dans le cas d’un essai a
concentrations multiples, CLso 21 ou 28 jours pour les collemboles adultes et

CI,, 21 ou 28 jours pour le nombre moyen de descendants vivants produits par
concentration a la fin de 1’essai

essai non valide si le taux moyen de survie des adultes (premicre génération) dans
le sol témoin négatif a la fin de I’essai est inférieur a 70 % pour F. candida dans
un sol naturel et inférieur a 80 % pour F. candida dans un sol artificiel; inférieur
a 70 % pour O. folsomi et pour F. fimetaria, quel que soit le type de sol; essai non
valide si le taux moyen de reproduction des adultes dans un sol témoin négatif est
inférieur a 100 descendants vivants par récipient pour les trois espéces

au moins une fois tous les deux mois, ou en concomitance avec un ou plusieurs
essais définitifs sur des échantillons de sol; utiliser de I’acide borique; préparer
>5 concentrations et un témoin négatif en utilisant un sol artificiel comme
substrat; >5 répétitions/témoin négatif et >3 répétitions/concentration d’essai;

10 collemboles/répétition (5 males et 5 femelles pour O. folsomi et F. fimetaria);
suivre les modes opératoires et conditions €tablis pour un essai toxicologique de
référence (v. 4.9) (7 jours pour O. folsomi et F. fimetaria, 14 jours pour

F. candida); déterminer la CLso 7 ou 14 jours (avec des limites de confiance a

95 %); exprimer en milligrammes d’acide borique par kilogramme de sol (masse
séche); essai non valide si le taux moyen de survie des adultes (premicre
génération) dans le sol témoin négatif a la fin de I’essai est inférieur a 80 % pour
les trois espéces; sont également recommandés des essais de 21 jours pour

F. fimetaria et de 28 jours pour F. candida et O. folsomi, réalisés avec de I’acide
borique conformément aux conditions et modes opératoires établis dans la
section 4, au moins deux fois par an ou en concomitance avec un essai définitif

Sol prélevé sur le terrain

Transport
et entreposage

— déposer dans un contenant en plastique hermétiquement fermé et rempli a ras

bord; transporter a 1’abri de la lumiére (p. ex. dans une glaciére opaque, un seau
en plastique ou tout autre contenant qui ne laisse pas passer la lumicre); ne pas
congeler ou surchauffer pendant le transport; entreposer dans I’obscurité a

4 £ 2 °C; procéder aux essais de préférence dans les 2 semaines et au plus tard
dans les 6 semaines suivant le prélévement, a moins que la stabilité des
contaminants du sol n’ait été établie
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Sol t¢émoin négatif

Sol de référence

Caractérisation
des sols d’essai

Préparation des sols
d’essai

sol naturel non contaminé prélevé sur le terrain ou sol artificiel pour lequel des
essais antérieurs de 21 jours réalisés avec F. fimetaria ou de 28 jours avec

F. candida ou O. folsomi ont montré que tous les critéres de validité de I’essai
pouvaient étre systématiquement satisfaits

un ou plusieurs échantillons pour les essais avec un sol prélevé sur le terrain;
prélevé sur un ou des sites présumés non contaminés, mais a proximité des sites
de préléevement du sol d’essai; caractéristiques du sol de référence, dont la teneur
en matiere organique, la composition granulométrique et le pH, semblables a
celles du ou des sols d’essai

exigences minimales : teneur en humidité, CRE, pH, conductivité, teneur en
carbone organique total, teneur en matiere organique et taille des particules
(pourcentage de sable, de limon et d’argile); facultativement, contaminants
préoccupants (p. ex. métaux, HAP, pesticides)

le cas échéant, éliminer les débris et les macro-organismes indigenes a 1’aide

de pincettes; au besoin, tamiser avec une grosseur de maille appropriée (p. ex.
4—6 mm); mélanger; déterminer la teneur en humidité; hydrater avec de I’eau
d’essai (ou, au besoin, déshydrater) jusqu’a obtention du pourcentage optimal de
la CRE (v. 5.3); mélanger; diluer avec le sol témoin ou le sol de référence dans le
cas d’un essai a concentrations multiples; veiller a obtenir un mélange homogene

Sol enrichi d’une substance ou d’un produit chimique ou plus

Sol t¢émoin négatif

Caractérisation

de la ou des
substances ou
produits chimiques

Solvant

Préparation
des mélanges

Concentration, dans
le mélange de sol,
de la ou des
substances ou
produits chimiques
ajoutés

utiliser de préférence un sol artificiel ou un sol non contaminé prélevé sur
le terrain

les données sur la stabilité, la solubilité dans I’eau, la pression de vapeur, la pureté
et la biodégradabilité de la ou des substances ou produits chimiques ajoutés au sol
témoin négatif devraient étre connues avant de procéder a I’essai

privilégier I’eau désionisée; si on utilise un solvant organique, 1’essai doit inclure
un témoin sol-solvant

la fagon de procéder dépend de la nature de la ou des substances d’essai ainsi que
du plan et des objectifs de I’essai; les mélanges de sol et de substance chimique
peuvent étre préparés manuellement ou a 1’aide d’un mélangeur mécanique; la ou
les substances d’essai peuvent étre ajoutées en quantités mesurées sous forme de
solution (dans I’eau ou dans un solvant organique) ou de maticre solide
partiellement ou entierement composée de la ou des substances d’essai; veiller

a obtenir un mélange homogene

en regle générale, mesurée au début et a la fin de I’essai en trois titres au moins :
¢levé, moyen et faible




4.1 Préparation des sols d’essai

Chaque récipient d’essai (v. 3.2.2) placé dans
I’installation d’essai doit étre clairement codé ou
étiqueté afin qu’on puisse facilement identifier
I’échantillon et (si celui-ci est dilué) sa
concentration. La date et ’heure de démarrage

de I’essai doivent étre consignées, soit directement
sur les étiquettes, soit sur des feuilles de données
réservées a I’essai. Les récipients d’essai devraient
étre disposés de manicre a faciliter les observations
et les mesures. Les traitements devraient étre
répartis au hasard dans I’installation d’essai, et

il faudrait changer I’emplacement des récipients
dans cette derniere pendant I’essai (p. ex. une fois
par semaine, au hasard) (EC, 1997a, b, 2001,
2004a, 2005a).

Le jour ou les collemboles sont exposés pour la
premiére fois aux échantillons de matiére ou de
substance d’essai est désigné jour 0. La veille du
démarrage de I’essai (jour —1), il est recommandé
de mélanger soigneusement™ (v. 5.3 et 6.2) chaque
¢chantillon ou sous-échantillon de sol d’essai ou
de matériau particulaire similaire, y compris le sol
témoin négatif et, le cas échéant, le sol de
référence, afin d’obtenir un mélange homogene
des points de vue de la couleur, de la texture et de
I’humidité. Si I’essai est réalisé¢ avec des
¢chantillons de sol de site prélevés sur le terrain,

il est recommandé¢ d’éliminer les grosses particules
(cailloux, chaume, bouts de bois, débris) avant le
mélange, de méme que toute végétation ou tout
macro-invertébré observés (v. 5.3).

Lorsqu’on prépare un /ot avec un sol d’essai donné,
il est conseillé de mélanger une quantité suffisante
de sol d’essai pour obtenir les répétitions du
traitement en question (v. tableau 2), plus une
quantité additionnelle pour les analyses
physicochimiques nécessaires (v. 4.6) et un surplus
afin de compenser le sol inutilisé qui adhére aux
parois du contenant servant au mélange. La teneur
en humidité (%) de chaque sol d’essai devrait étre
connue ou déterminée; pour ajuster la teneur en
humidité, il est recommandé¢ d’ajouter de I’eau
d’essai et de mélanger (ou, au besoin, de

** Tout liquide qui s’est séparé d’un échantillon ou d’un
sous-échantillon de sol d’essai pendant le transport et/ou
I’entreposage doit étre mélangé de nouveau a I’échantillon.
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déshydrater I’échantillon) jusqu’a obtention du taux
d’humidité désiré (v. 5.3 et 6.2). Pour évaluer
quantitativement 1’homogénéité¢ d’un lot, on peut
prélever des aliquotes du mélange et déterminer,
par exemple, la composition granulométrique, la
teneur en carbone organique total (%), la teneur en
matiere organique (%), la teneur en humidité (%)
et la concentration d’une ou de plusieurs substances
chimiques particulicres.

Deés que le lot est préparé, on devrait transférer

30 g (masse humide) de sol d’essai dans chaque
récipient de répétition. Pour égaliser le sol ajouté a
chaque récipient d’essai (sans le tasser), il est
recommandé¢ d’utiliser une spatule, de secouer
doucement le récipient, a I’horizontale, ou de
tapoter au moins 3 fois le bocal en verre sur la table
de travail ou avec la paume de la main.

Pour un essai a concentration unique [p. ex. essai
sur un sol de site avec une concentration de 100 %
seulement, sur une concentration particuliere de sol
d’essai ou sur un sol enrichi d’une substance
chimique a une concentration donnée (comme la
dose maximale indiquée sur I’étiquette)], on doit
préparer au moins 5 récipients de répétition et

5 récipients témoins négatifs de répétition en
ajoutant 30 g (masse humide) du méme /ot a chaque
récipient de répétition. Pour un essai a
concentrations multiples, on doit préparer au moins
5 récipients de répétition pour chaque sol témoin
négatif et au moins 3 récipients de répétition par
traitement. Si I’incertitude au sujet de la toxicité de
I’échantillon est appréciable, il pourrait étre
avantageux d’effectuer un essai préliminaire pour
choisir plus précisément les concentrations a
utiliser dans 1’essai définitif; le nombre de
répétitions pourrait y étre réduit (a 2, p. ex.). Pour
tout essai servant a estimer la CI,, dans un essai
définitif a concentrations multiples, on doit préparer
au moins 7 concentrations plus un ou des
traitements témoins, mais il est recommandé d’en
prévoir un plus grand nombre (>10) pour améliorer
la probabilité d’encadrer chaque parametre
examiné®',

'l est conseillé de prévoir au moins 10 concentrations (plus
les témoins). Il est nécessaire de préparer un nombre élevé de
traitements d’essai pour mettre en évidence la forme de la
relation concentration-réponse et choisir le modéle de
régression linéaire ou non linéaire approprié (v. 4.8.2.1). Il est
particulierement prudent d’utiliser au moins 10 concentrations



Il est recommandé de préparer au moins

2 récipients d’essai supplémentaires pour chaque
traitement (y compris tout sol t¢émoin ou tout sol
de référence utilisé¢) en vue des analyses
physicochimiques a effectuer le jour O et a la fin
de ’essai (v. 4.6)*%.

Il est conseillé de choisir une large gamme de
concentrations, depuis une faible concentration qui
ne produit aucun effet néfaste (comme c’est le cas
avec le traitement témoin négatif) jusqu’a une
concentration élevée pour laquelle 1’effet est

« total » ou grave. Si le paramétre prévu se situe
dans une série de concentrations trés rapprochées,
toutes ces concentrations pourraient se révéler trop
faibles ou trop élevées. Pour disposer d’une large
gamme de concentrations tout en obtenant des
effets importants au centre de la fourchette, il
pourrait &tre nécessaire d’utiliser des traitements
additionnels afin de subdiviser plus finement la
fourchette choisie. Dans tous les cas, il est
recommandé¢ d’utiliser une série géométrique
réguliere (v. annexe H). Pour de plus amples
orientations sur le choix des concentrations d’essai
aux fins de la présente méthode, le lecteur est invité
a consulter EC (2005b).

Aprées avoir ajouté une aliquote mesurée (30 g,
masse humide) de sol d’essai dans chaque récipient
d’essai, on devrait boucher hermétiquement les
récipients d’essai avec les couvercles (v. 3.2.2) afin
de réduire au minimum la perte d’humidité. Il est
recommandé¢ de conserver les récipients d’essai
pendant toute une nuit dans les conditions de
température et d’éclairage prévues pour 1’essai

si on veut déterminer la CLsy 21 ou 28 jours pour les
collemboles adultes, de méme qu’une CI, pour I’inhibition de
la reproduction (v. 4.8). Dans certains essais, il se pourrait que
le responsable de ceux-ci s’intéresse plus particuliérement aux
parametres biologiques sublétaux plutot qu’a la détermination
de la CLs, auquel cas 7 a 9 concentrations d’essai (plus les
témoins) pourraient suffire.

32 La méthode de flottation, qui est 1’une des méthodes
utilisées pour compter les collemboles a la fin de I’essai, est
destructive du point de vue des propriétés physicochimiques
du sol d’essai. En conséquence, il faudrait préparer une
répétition supplémentaire (avec ou sans organismes d’essai,
selon les objectifs poursuivis) aux seules fins des mesures
physicochimiques a la fin de ’essai (v. 4.6).

37

(v. 4.3) afin de permettre I’équilibrage chimique
des sols d’essai (p. ex. dans le cas d’un sol enrichi
d’une substance chimique ou d’un sol de site dilué
avec un sol témoin).

4.2 Démarrage de I’essai

Une fois le sol préparé, les organismes d’essai

(v. 2.3.8) sont transférés dans chaque récipient
d’essai le jour suivant (jour 0 de I’essai de toxicité).
Afin de disposer d’un nombre suffisant
d’organismes d’essai, il est recommandé de
préparer des élevages synchronisés en fonction

de I’age qui fourniront un nombre d’organismes
supérieur au nombre requis (v. 2.3.8).

Pour les essais sur O. folsomi, il faut prélever des
organismes agés de 28 a 31 jours dans les élevages
synchronisés (v. 2.3.8). Quinze individus

(10 femelles, plus grosses et avec des abdomens
arrondis, et 5 males, plus courts et plus ¢lancés)
sont transférés dans chaque récipient d’essai*”.
Pour les essais sur F. candida, on doit prélever des
juvéniles agés de 10 a 12 jours dans les ¢levages
synchronisés (v. 2.3.8) et les transférer délicatement
dans les récipients d’essai, a raison de 10 individus
par récipient. Pour les essais sur F. fimetaria, on
doit utiliser des organismes agés de 23 a 26 jours
provenant des €élevages synchronisés (v. 2.3.8) et
transférer 20 individus (10 femelles, plus grosses
et avec des abdomens arrondis, et 10 males, plus
¢lancés et moitié moins longs que les femelles)
dans chaque récipient d’essai**.

Pour les trois espéces d’essai, les organismes
peuvent €tre transférés délicatement de 1’¢levage
synchronisé sur une feuille (format lettre) de carton
noire rigide pliée en deux ou sur une barquette de
pesée (préalablement lavée et séchée afin
d’éliminer la pellicule cireuse dont les barquettes
sont enduites) a I’aide d’un pinceau fin humide et
d’une sonde ou d’un systéme d’aspiration a faible

3 Dans les élevages synchronisés d’O. folsomi, chez les
organismes agés de 28 a 31 jours, les males (~1-1,5 mm; plus
¢lancés) se distinguent facilement des femelles (>2 mm; gros
abdomens arrondis).

** Comme chez O. folsomi, le male et la femelle F. fimetaria
se distinguent facilement 1’un de 1’autre (dimorphisme sexuel)
dans les élevages synchronisés; les males ont des corps plus
¢élancés et sont seulement moitié moins longs que les femelles
(Wiles et Krogh, 1998).



succion (v. 2.3.7). Pour F. candida, on peut
transférer les organismes en tapotant directement le
récipient contenant 1’élevage synchronisé au-dessus
de la feuille de carton noire. Cette derniére méthode
permet de transférer le nombre requis d’individus
en réduisant au minimum les pertes dues a la
propension de F. candida a sauter.

Pour O. folsomi et F. fimetaria, il est recommandé
d’examiner soigneusement les élevages
synchronisés afin de repérer les males et les
femelles. On devrait prélever délicatement les
organismes, un par un, jusqu’a obtention du nombre
voulu de maéles et de femelles (10 femelles et

5 males pour O. folsomi; 10 femelles et 10 males
pour F. fimetaria). On devrait procéder a une
observation finale des collemboles afin de vérifier
qu’on a prélevé le nombre correct d’organismes et
que leur aspect est normal (les organismes choisis
devraient sembler en bonne santé et actifs, mobiles,
sans défauts ou blessures visibles et de méme
coloration®®). Tous les collemboles atypiques
devraient étre rejetés. Ensuite, on devrait transférer
soigneusement les organismes a la surface du sol
dans un récipient d’essai en tapotant doucement la
feuille de carton ou la barquette de pesée au-dessus
du récipient d’essai. Le groupe de collemboles
transféré dans chaque récipient d’essai devrait étre
réparti au hasard dans les répétitions et les
traitements.

4.3 Conditions expérimentales

* Il s’agit d’un essai de toxicité d’un sol étalé
sur 21 ou 28 jours, qui ne comporte aucun
renouvellement du sol dans les récipients
d’essai. La durée de I’essai est de 21 jours pour
F. fimetaria et de 28 jours pour F. candida et
O. folsomi.

» Le récipient d’essai est un bocal en verre a large
ouverture, d’une capacité de 100 a 125 mL; son
contenu [30 g de sol d’essai (masse humide)] est
couvert avec un couvercle opaque (v. 3.2.2).

** Les individus qui semblent blessés ou qui sont trop petits
(par rapport aux autres choisis) ou d’une coloration différente
(p. ex. pour O. folsomi, les organismes légérement orangés
ou présentant une rayure noire de la téte a I’abdomen sont
immatures) ne devraient pas étre utilisés dans 1’essai (ESG

et Aquaterra Environmental, 2003).
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* Pour un essai a concentration unique, il faut
préparer au moins 5 récipients de répétition pour
chaque sol d’essai (c.-a-d. chaque traitement).
Pour un essai a concentrations multiples, il faut
préparer au moins 3 récipients de répétition pour
chaque concentration d’essai et 5 récipients de
répétition pour chaque sol témoin.

* Pour les essais a concentrations multiples avec
les trois espéces, il faut utiliser au moins
7 concentrations, plus le ou les traitements
témoins appropriés; toutefois, il est recommandé
d’utiliser un plus grand nombre de
concentrations (=10, plus les traitements
témoins).

» L’essai doit étre réalisé a une température
moyenne quotidienne de 20 + 2 °C. En outre,
la température instantanée doit toujours étre de
20+ 3 °C.

* Les récipients d’essai doivent étre éclairés selon
une photopériode fixe (p. ex. 16 h de clarté et 8 h
d’obscurité ou 12 h de clarté et 12 h d’obscurité).
Il est recommand¢ d’utiliser des lampes
incandescentes ou fluorescentes. L’ intensité
lumineuse en un point adjacent a la surface du
sol dans chaque récipient d’essai devrait étre de
400-800 lux, la valeur minimale étant de
400 lux. Cet intervalle équivaut a un flux
quantique de 5,6 4 11,2 pmol/(m? - s) pour un
¢éclairage fluorescent blanc froid, de 6,4 a
12,8 pmol/(m?” - s) pour un éclairage fluorescent
a spectre continu ou de 7,6 & 15,2 pmol/(m? - s)
pour un éclairage incandescent.

4.4 Criteres de validité des essais
Pour que les résultats du présent essai biologique

soient valides, ils doivent satisfaire aux critéres
suivants, particuliers a chaque espéce’® :

3 Les critéres de validité des essais présentés ici sont fondés
sur des données témoins obtenues pour les trois espéces dans
de nombreuses études réalisées pendant la mise au point de la
méthode (Aquaterra Environmental, 1998a; Stephenson et
coll., 1999a, b, 2000a; Aquaterra Environmental et ESG, 2000;
ESG, 2000, 2001, 2002; ESG et Aquaterra Environmental,
2002, 2003; Becker-van Slooten et coll., 2003, 2005;

Krogh, 2004; Stampfli et coll., 2005; C. Phillips, comm. pers.,
US Army, RDECOM, MD, Etats-Unis, 2006; EC, 2007a).



Pour F. fimetaria :

+ Le taux moyen de survie des collemboles adultes
maintenus pendant 21 jours dans un sol témoin
négatif doit étre d’au moins 70 % a la fin de
I’essai.

* Le taux moyen de reproduction des collemboles
adultes maintenus pendant 21 jours dans un sol
téemoin négatif doit étre d’au moins 100 juvéniles
vivants par récipient témoin.

Pour F. candida :

+ Le taux moyen de survie des collemboles adultes
maintenus pendant 28 jours dans un sol témoin
négatif doit eétre d’au moins 70 % a la fin de
I’essai pour les essais effectués avec un sol
naturel et d’au moins 80 % pour les essais
effectués avec un sol artificiel.

* Le taux moyen de reproduction des collemboles
adultes maintenus pendant 28 jours dans un sol
téemoin négatif doit étre d’au moins 100 juvéniles
vivants par récipient témoin.

Pour O. folsomi :

+ Le taux moyen de survie des collemboles adultes
maintenus pendant 28 jours dans un sol témoin
négatif doit étre d’au moins 70 % a la fin de
I’essai.

* Le taux moyen de reproduction des collemboles
adultes maintenus pendant 28 jours dans un sol
téemoin négatif doit étre d’au moins 100 juvéniles
vivants par récipient témoin.

4.5 Alimentation

Pendant I’essai de toxicité, les organismes de
I’espéce O. folsomi sont nourris avec ~5 mg de
levure séche granulée déposés dans chaque
récipient d’essai, tous les 7 jours, en commengant
par le jour 0 jusqu’au jour 21 inclusivement. Pour
les essais avec F. fimetaria, on dépose ~10 mg de
levure seche dans chaque récipient d’essai les
jours 0 et 14; pour F. candida, on dépose ~10 mg
de levure séche dans chaque récipient d’essai le
jour 0 et ~20 mg le jour 14. Le type de levure
utilisé est une levure seéche active (p. ex.
Fleischman’s™©). On répartit uniformément la
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levure a la surface du sol d’essai humide, ou a la
surface du sol sec qu’on vaporise 3 fois pour activer
la levure et humecter le sol. Il est important que les
organismes de chaque récipient d’essai recoivent la
meéme quantité de levure. Si, au moment de déposer
la levure dans un récipient d’essai, on constate qu’il
reste de la levure de la fois précédente, il est
recommandé¢ de ne pas enlever la levure non
consommeée et de ne pas ajouter de nouvelle levure
pour cette fois®’.

4.6 Observations et mesures en cours
d’essai

Les parametres biologiques pour 1’essai sont le
nombre de collemboles adultes vivants et le nombre
de descendants produits dans chaque récipient
d’essai a la fin de I’essai (jour 21 pour F. fimetaria
et jour 28 pour F. candida et O. folsomi). 11 faut
observer et consigner 1’état, I’aspect et le nombre
des collemboles vivants transférés dans chaque
récipient d’essai le jour 0. Les couvercles doivent
étre retirés de tous les récipients d’essai aux fins
d’aération une fois par semaine ou plus
fréquemment (=2 fois par semaine) au besoin,

ou a mesure que 1’essai avance et que le nombre
d’organismes par récipient d’essai augmente™®.
Il est recommand¢ de profiter de 1’occasion pour
observer et consigner toute présence excessive
de bactéries ou de champignons, toute activité
trophique ainsi que la présence et la quantité

de nourriture délaissée.

La température de I’air dans I’installation d’essai
(v. 4.3) doit étre mesurée quotidiennement (p. ex.
a I’aide d’un thermomeétre maxima/minima) ou en
continu (p. ex. a I’aide d’un enregistreur graphique
continu).

Une fois par semaine, il faudrait vérifier I’humidité
apparente du contenu de chaque récipient d’essai.
Si, dans un traitement quelconque, le sol semble
trop sec a n’importe quel moment de 1’essai, on

*7 Si du mycélium se forme a la surface du sol dans le récipient
d’essai, il suffit de le morceler délicatement avec une tige de
verre et/ou de I’incorporer délicatement a la couche
superficielle du sol [G. Stephenson, comm. pers., Stantec
Consulting Ltd., Guelph (Ontario), 2004].

* Le couvercle devrait étre retiré lentement afin de permettre
aux organismes qui se cachent sous le couvercle de retomber
dans le récipient d’essai.



devrait vérifier toutes les répétitions de ce
traitement. Dans chaque récipient d’essai ou la
surface du sol semble trop séche, on vaporisera
alors de I’eau d’essai a I’aide d’un vaporisateur a
fin brouillard qui disperse environ 1 mL d’eau par
vaporisation®. On peut aussi peser les récipients
d’essai pour déterminer la perte d’humidité (ISO,
1999). Tous les récipients doivent étre pesés au
début de I’essai. On peut ensuite vérifier le poids
de chaque récipient d’essai toutes les deux
semaines et ajouter de 1’eau d’essai pour compenser
la perte de poids (due a la perte d’eau) si la perte
représente plus de 2 % de la teneur en eau initiale
(ISO, 1999). Lorsque le nombre de récipients
d’essai est élevé, on peut calculer la quantité
moyenne d’eau perdue en pesant 5 ou 10 récipients
d’essai choisis au hasard. La quantité d’eau perdue
ainsi calculée peut ensuite €tre ajoutée a tous les
récipients d’essai.

Le pH et la teneur en humidité du sol d’essai
correspondant a chaque traitement (y compris le
sol temoin négatif et, le cas échéant, le sol de
référence) doivent étre mesurés et consignés au
début et a la fin de ’essai. En outre, il est
recommandé de mesurer la conductivité au début
et a la fin de I’essai lorsqu’on s’attend a ce que le
sol d’essai ait une forte teneur en sel. Les mesures
initiales (jour 0) devraient étre effectuées avec
un échantillon composé de sous-échantillons de
chaque /ot du sol d’essai utilisé¢ pour préparer les
répétitions d’un traitement donné (v. 4.3)*°. Les

** L’humidité apparente d’un sol dépend de la nature du sol et
de la quantité d’eau perdue par évaporation dans les récipients
d’essai. Toutefois, I’ajout hebdomadaire d’eau pourrait faire
en sorte que le sol soit trop humide a la fin de ’essai. La
décision de vaporiser ou non de I’eau a la surface du sol dans
chaque récipient d’essai devrait étre fondée sur I’humidité
apparente du sol d’essai observée au moment de la vérification
hebdomadaire. Pour évaluer cette humidité apparente, on
devrait effectuer un test qualitatif de « compression » (v. 5.3)
sur une petite quantité (une « pincée ») de sol superficiel
prélevée dans les répétitions supplémentaires préparées aux
fins d’analyses physicochimiques. Si on n’extrait pas d’eau, le
sol est probablement trop sec. Dans ce cas, il faudrait
vaporiser doucement de I’eau a la surface du sol dans le
récipient d’essai.

* Le jour précédant le démarrage de 1’essai (jour —1), on
devrait déposer une ou plusieurs répétitions de chaque sol
d’essai dans un récipient d’essai qui sera conservé dans
I’installation d’essai. Ces répétitions (ou des organismes ont
pu étre ajoutés ou non) devraient étre réservées aux analyses
physicochimiques des conditions auxquelles les collemboles
sont exposés le jour 0. On devrait également préparer une série

mesures finales (jour 21 ou jour 28 selon I’espece
utilisée) devraient étre effectuées sur des répétitions
additionnelles préparées pour chaque traitement

(v. 4.1) en vue des analyses a la fin de ’essai.

Le pH du sol devrait étre mesuré a I’aide d’une
méthode utilisant une suspension dans une solution
de chlorure de calcium (CaCl,) (variante d’une
méthode décrite dans Hendershot et coll., 1993)*'.
Pour ces analyses, on dépose 4 g de sol hydraté*?
dans un bécher en verre de 30 mL (~3 cm de
diamétre et ~7 cm de hauteur) et on ajoute 20 mL

distincte de répétitions le jour —1 aux fins d’analyses
physicochimiques a la fin de 1’essai (jour 21 ou 28).

*I La méthode décrite par Hendershot et coll. (1993) comporte
une étape dans laquelle 1’échantillon est séché a 1’air pendant
48 h avant la mesure du pH. Les responsables des essais
d’Environnement Canada ont pu constater que cette étape
prend inutilement du temps [K. Doe, comm. pers., Centre des
sciences de I’environnement, région de I’ Atlantique,
Environnement Canada, Moncton (N.-B.), 2004; J.I. Princz,
comm. pers., Division des méthodes biologiques,
Environnement Canada, Ottawa (Ont.), 2004] et qu’elle ne
modifie pas de fagon appréciable le pH par rapport au sol
hydraté (c.-a-d. le sol utilis¢ dans 1’essai de toxicité)
[Courchesne et coll., 1995; J.I. Princz, comm. pers., Division
des méthodes biologiques, Environnement Canada, Ottawa
(Ont.), 2004].

Becker-van Slooten et coll. (2004) ont évalué trois méthodes
différentes de mesure du pH faisant intervenir une mise en
suspension du sol. Environnement Canada était arrivé a la
conclusion que de tels essais étaient nécessaires au cours de
’atelier sur les essais de toxicité de sols tenu en février 2003
a Vancouver (C.-B.), lors duquel certains participants avaient
recommandé qu’une méthode couramment utilisée et

« universellement normalisée » de mesure du pH soit
incorporée dans chaque méthode d’évaluation de la toxicité
d’un sol mise au point par Environnement Canada

(EC, 2004b). Les trois méthodes suivantes de mesure du pH
du sol ont été comparées : 1) solution aqueuse de KC1 1 M;

2) solution aqueuse de CaCl, 0,01 M; 3) eau seulement. Les
résultats ont montré que chaque méthode de mesure du pH
présente des avantages et des inconvénients. Toutefois,

pour des considérations pratiques et compte tenu des
recommandations des participants a I’atelier (c.-a-d. que le pH
soit mesuré a 1’aide d’une méthode largement utilisée), il a été
convenu de privilégier la méthode faisant appel a une solution
de CaCl, 0,01 M dans les méthodes d’essai recommandées par
Environnement Canada pour évaluer la toxicité de sols
(Becker-van Slooten et coll., 2004).

* 11 pourrait étre nécessaire d’utiliser un rapport sol/solution
de CaCl, plus faible (p. ex. 2 g de sol pour 20 mL de CaCl,)
pour les sols qui ont une forte teneur en matiére organique
(c.-a-d. pour les sols avec lesquels la suspension ne comporte
pas de liquide surnageant).



de solution de CaCl, 0,01 M*. La suspension
devrait étre agitée par intermittence pendant

30 minutes (p. ex. toutes les 6 minutes). On devrait
ensuite laisser reposer la boue pendant ~1 h, apres
quoi on plonge une sonde a pH dans le liquide
surnageant et on consigne la valeur du pH une fois
que la valeur indiquée ne change plus.

Pour mesurer la teneur en humidité de chaque sol/
d’essai, on dépose un sous-échantillon de 3-5 g de
chaque sol d’essai dans un plateau en aluminium
préalablement pesé, puis on mesure et consigne la
masse humide du sous-échantillon. Chaque sous-
¢chantillon devrait ensuite étre placé dans un four
de séchage a 105 °C jusqu’a obtention d’une masse
constante, ce qui demande habituellement au moins
24 h. La masse seéche de chaque sous-échantillon
devrait ensuite étre mesurée et consignée. La teneur
en humidité du sol doit étre calculée, sous forme de
pourcentage de la masse seche du sol, a I’aide de la
formule suivante :

teneur
en humidité = masse humide (g) — masse séche (g) x 100
(%) masse seche (g)

Il est important que la teneur en humidité (%) soit
calculée en fonction de la masse seche (et non de la
masse humide) puisque les résultats de ces calculs
sont utilisés avec les calculs de la CRE (également
déterminée en fonction de la masse seéche) pour
exprimer la teneur en humidité optimale des sols
d’essai (v. 5.3).

Selon la nature de I’essai et le plan de I’¢tude, les
concentrations de la ou des substances chimiques
ou du ou des produits chimiques pourraient étre
mesurées pour les sols d’essai ou pour des
concentrations choisies des sols d’essai au début et
a la fin de I’essai. Pour un essai utilisant un
échantillon de sol de site, 1a ou les substances
chimiques ou le ou les produits chimiques faisant

* Pour préparer une solution de CaCl, 0,01 M, dissoudre
2,940 g de chlorure de calcium dihydraté (CaCl, - 2H,0) dans
une fiole jaugée de 2 000 mL remplie d’eau distillée. La
conductivité de la solution de CaCl, devrait se situer entre

224 et 240 mS/m a 25 °C, et le pH, dans la fourchette 5,5-6,5
a 25 °C (Hendershot et coll., 1993). Si le pH se situe en dehors
de cette fourchette, il devrait étre ajusté a I’aide d’une solution
de chlorure d’hydrogéne (HCI) ou d’hydroxyde de calcium
[Ca(OH),]. Si la conductivité se situe en dehors de la
fourchette acceptable, il faut préparer une nouvelle solution.
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I’objet des mesures dépendront du ou des
contaminants préoccupants (v. 5.4). Pour un essai a
concentrations multiples avec un sol enrichi d’une
substance chimique, de telles mesures devraient
étre effectuées, au minimum, pour les
concentrations élevées, moyennes et faibles
soumises a I’essai (v. 6.3). Des aliquotes devraient
étre prélevées en vue de ces analyses, comme il a
¢été expliqué précédemment pour le pH et la teneur
en humidité, et les analyses devraient étre
effectuées selon des techniques éprouvées et
reconnues (p. ex. SAH, 1992; Carter, 1993).

4.7 Fin de l’essai

L’essai prend fin aprés 21 jours d’exposition pour
F. fimetaria et aprés 28 jours d’exposition pour

F. candida et O. folsomi. On devrait alors
déterminer et consigner le nombre de collemboles
adultes vivants et le nombre de descendants vivants
dans chaque récipient d’essai. Avant d’ouvrir le
récipient d’essai, il est conseillé de tapoter le
couvercle (p. ex. 3 petits coups) pour déloger les
individus qui auraient pu s’accrocher sous le
couvercle. Pour extraire les collemboles du sol
d’essai, il est recommandé d’utiliser 1’une ou
I’autre des deux méthodes suivantes : 1) la méthode
de flottation; 2) la méthode d’extraction a

la chaleur™.

* Becker-van Slooten et coll. (2005) ont évalué la méthode
d’extraction a la chaleur des adultes et des juvéniles de deux
especes de collemboles, F. candida et F. fimetaria. 1ls ont
utilisé comme source de chaleur une source de lumiére
constante (ampoules de 60 W) qui augmentait la température a
la surface du sol de 5 °C en 5 °C jusqu’a 40 °C sur 48 h. La
température était augmentée au bout d’un temps donné en
réduisant la distance entre la source de lumiére et la surface du
sol (20 °C au temps 0; 25 °C au bout de 6 h; 30 °C au bout de
24 h; 35 °C au bout de 30 h, 40 °C au bout de 48 h). Les
températures étaient mesurées a 1’aide d’un thermométre de
sol muni d’une fine sonde métallique. Les auteurs précités ont
également comparé la méthode d’extraction par flottation et la
méthode d’extraction a la chaleur pour le dénombrement de
F. fimetaria aprés 21 jours d’exposition a de I’acide borique.
Les résultats ont montré que le taux de récupération des
adultes et des juvéniles de trois sols différents (artificiel,
argileux et sableux) était supérieur, pour cette espece, avec la
méthode d’extraction a la chaleur. Les résultats de I’essai
témoin satisfaisaient a tous les critéres de validité proposés
pour F. fimetaria dans le cas de 1’extraction a la chaleur. En
comparaison de la méthode d’extraction par flottation, il était
également plus facile de distinguer les juvéniles et les adultes,
de méme que les juvéniles et les petites particules de sol, en
utilisant la photographie numérique. La méthode d’extraction



Dans la méthode de flottation, on ajoute de I’eau
d’essai dans le récipient d’essai jusqu’a une hauteur
d’environ 2 cm au-dessus de la surface du sol et on
agite la boue a I’aide d’une tige de verre. Les
collemboles adultes et les descendants produits
pendant 1’essai flottent a la surface de I’eau™’; on
peut alors les extraire a 1’aide d’un pinceau humide
et les compter, ou bien on peut verser le liquide
surnageant dans une boite de Petri. Les collemboles
se répartissent a la surface de I’eau dans la boite de
Petri et on peut alors les compter facilement. Une
fois le nombre d’individus déterminé et consigné,
on jette I’eau de la boite de Petri. On ajoute une
nouvelle fois de I’eau dans le récipient d’essai,

on agite vigoureusement la boue pour séparer les
particules de sol et déloger les collemboles, puis

on verse 1’eau (et les collemboles en suspension

ou flottants) dans la boite de Petri et on compte le
nombre d’individus. On recommence jusqu’a ce
qu’il n’y ait plus de collemboles flottant a la surface
lorsque I’eau est ajoutée au sol qui reste dans le
récipient d’essai.

Une autre méthode consiste a transvaser le sol de
chaque récipient d’essai dans des béchers en verre
de 500 mL (9 cm de diamétre), dans lesquels on
ajoute 150 mL d’eau. On rince le récipient d’essai
avec de I’eau et on verse 1’eau de ringage dans le
bécher. Apres avoir remué doucement avec une
spatule, on ajoute environ 250 mL d’eau teintée

de bromophénol bleu (ou de toute autre substance
colorante foncée qui n’est pas toxique pour les
collemboles) (I’ajout de la substance colorante

sert a améliorer le contraste entre les collemboles
blanchatres et I’eau). Apres avoir remué
soigneusement le mélange, on remplit les béchers
avec de I’eau, jusqu’au trait indiquant 500 mL et
on compte manuellement le nombre de juvéniles

et d’adultes a la surface de I’eau, ou en prenant une
photographie numérique ou une diapositive couleur
de la surface de I’eau. On transfere ensuite I’image
a un ordinateur ou on imprime la photographie, ou

a la chaleur présente toutefois un inconvénient : la durée du
traitement est supérieure a 48 h, alors que I’extraction par
flottation prend environ 4 h. En outre, la distance optimale
entre la source de chaleur (ampoule électrique) et la surface
du sol peut varier selon le type de sol et, partant, il peut étre
nécessaire de déterminer cette distance optimale avant 1’essai
définitif (Becker-van Slooten et coll., 2005).

4 1 es collemboles flottent & la surface & cause de leur
tégument hydrophobe.
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bien on projette la diapositive sur un écran, pour
compter les adultes et les juvéniles. Si le récipient
d’essai contient un grand nombre d’organismes, les
collemboles ont tendance a s’accrocher les uns aux
autres et il est alors difficile de compter les
individus. Dans ce cas, on peut déverser les
organismes ou séparer le liquide surnageant en
plusieurs aliquotes (p. ex. 3 aliquotes) avant de
photographier. Il est plus facile ainsi de compter les
individus dans chaque image numérique et on
additionne ensuite les résultats des aliquotes pour
obtenir le nombre total de collemboles dans le
récipient d’essai. Il existe plusieurs autres méthodes
pour compter les collemboles adultes et juvéniles a
la fin de 1’essai, notamment des méthodes qui
utilisent un logiciel d’analyse d’image ou d’autres
dispositifs de traitement d’image (Krogh et coll.,
1998). Si les collemboles sont comptés a I’aide
d’une méthode d’analyse d’image ou de toute autre
méthode de comptage automatisée, on doit vérifier
au préalable I’exactitude des résultats fournis par le
systéme automatisé en comparant avec les résultats
obtenus par comptage manuel.

La méthode d’extraction a la chaleur décrite dans
Wiles et Krogh (1998) et dans OCDE (2005) est
fondée sur les principes de MacFayden et de
Petersen et utilise un extracteur a gradient de
température contrdlé. Avec ce systeme, les
collemboles sont recueillis sur 48 h*®. Becker-van

* Dans la méthode d’extraction  la chaleur décrite dans Wiles
et Krogh (1998), la chaleur est produite par un élément de
chauffage installé dans la partie supérieure d’une boite
d’extraction (la chaleur est régulée a I’aide d’un thermistor
placé a la surface de 1’échantillon de sol). La température du
liquide refroidi qui entoure le récipient de récupération est
régulée par un thermistor situé a la surface de la boite de
récupération (placée sous le sol). Les thermistors sont reliés

a un dispositif de controle programmable qui éléve la
température selon un rythme préprogrammé (la température du
sol est augmentée progressivement de 25 °C a 40 °C a raison
de 5 °C toutes les 12 h). Les organismes sont recueillis dans
un récipient de récupération refroidi (2 °C) dont le fond est
recouvert d’une couche d’un mélange de platre de Paris et

de charbon.

Addison et Bright (2002) ont comparé 1’efficacité de la
méthode d’extraction par flottation et de la méthode
d’extraction a la chaleur a gradient élevé pour extraire

O. folsomi et F. candida de sols d’essai. Deux lampes de
bureau (40 W) fournissaient la lumiére et la chaleur qui
incitaient les organismes d’essai a quitter le sol. Les
collemboles étaient recueillis dans de 1’eau distillée pendant

2 jours avec la méthode d’extraction a la chaleur. Pour

O. folsomi, la méthode de flottation et la méthode d’extraction



Slooten et coll. (2005) ont mis au point une
technique d’extraction a la chaleur plus simple et
plus économique. Cette méthode, qui a ensuite été
perfectionnée par Environnement Canada (2006b)
avec du matériel disponible au Canada, est
recommandée ici comme solution de rechange a la
méthode par flottation pour extraire les collemboles
du sol d’essai. La chaleur, fournie par une lampe
munie d’une ampoule de 60 ou de 100 W, est
régulée par la distance entre ’ampoule et la surface
du sol dans le dispositif d’extraction & la chaleur?’.
Un dispositif d’extraction a la chaleur devrait étre
préparé pour chaque récipient d’essai. Une fois
I’essai terminé, le sol de chaque récipient d’essai
est transvasé dans un dispositif d’extraction a la
chaleur®®. La surface du sol est égalisée au-dessus

a la chaleur étaient également efficaces (le taux de
récupération des organismes d’essai du sol était d’environ
95 % dans les deux cas); en revanche, pour F. candida, la
méthode d’extraction a la chaleur a gradient élevé était
beaucoup plus efficace (taux de récupération de 90-100 %)
que la méthode de flottation (taux de récupération d’environ
70 %). En outre, les auteurs ont constaté que la méthode
d’extraction a la chaleur demandait moins de travail que la
méthode de flottation et qu’elle permettait de traiter un plus
grand nombre d’échantillons en méme temps. Enfin, la
méthode d’extraction a la chaleur permet d’effectuer des
analyses physicochimiques sur les répétitions elles-mémes,
alors qu’avec la méthode de flottation, il faut préparer des
répétitions supplémentaires pour ces analyses.

*7 Le dispositif d’extraction  la chaleur consiste en deux
gobelets en plastique (p. ex. Fisher, n° de cat. 11-838-17) dont
’un est découpé a environ 1 cm du fond et I’autre contient une
couche d’environ 1 cm de substrat de platre de Paris (v. 2.3.5).
Un morceau de toile de canevas en plastique (utilisée pour les
travaux a 1’aiguille; 7 mesh) est découpé a la bonne taille et
collé en place (avec un pistolet a colle chaude et des batons

de colle non toxique) a environ 1 cm du bord supérieur (a
I’opposé du bord découpé) du gobelet dont on a enlevé le
fond. Pour assembler le dispositif d’extraction a la chaleur,

on place le gobelet découpé (c.-a-d. celui contenant la toile

de canevas) a I’envers sur le gobelet entier (c.-a-d. celui
contenant le substrat de platre de Paris) de telle sorte que les
deux bords les plus larges (c.-a-d. les bords supérieurs de
chaque gobelet) se touchent (le gobelet contenant la toile de
canevas est renversé au-dessus du gobelet contenant le platre
de Paris). Au besoin, on entoure la jointure entre les deux
gobelets avec un morceau de Parafilm® maintenu en place
par du ruban adhésif (EC, 2006b).

* Pour transférer le sol d’un récipient d’essai dans un
dispositif d’extraction a la chaleur, on peut renverser le
dispositif sur I’ouverture du récipient d’essai. On renverse de
nouveau les deux récipients de telle sorte que le sol du
récipient d’essai tombe dans le dispositif d’extraction a la
chaleur. On devrait tapoter plusieurs fois le fond du récipient
d’essai afin de déloger le sol qui pourrait s’étre accroché aux
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de la toile de canevas, a I’aide d’une cuillére ou
d’une spatule. Les dispositifs d’extraction a la
chaleur sont placés sous les lampes, a raison de

5 ou 6 dispositifs par lampe au maximum, afin que
tous les récipients recoivent la méme lumicre et la
méme chaleur. La distance de ’ampoule est réglée
de fagon que la base de I’ampoule se trouve a

30 cm au-dessus de la surface du sol; un
thermometre (p. ex. un thermometre électronique)
est installé dans 1’un des dispositifs d’extraction
pour surveiller les changements de température
pendant I’extraction. La température devrait étre
consignée toutes les 12 h ou au début et a la fin de
chaque journée de travail (9 h et 17 h). Pour les
essais avec O. folsomi et F. fimetaria, il n’est pas
nécessaire d’ajuster la hauteur de la lampe et la
température devrait atteindre ~32 °C au bout de

48 h. Pour F. candida, la lampe devrait étre
abaissée de telle sorte que la base de I’ampoule se
trouve a 25 cm au-dessus de la surface du sol apres
24 h d’extraction et que la température atteigne
~36 °C au bout de 48 h. A la fin de la période
d’extraction (c.-a-d. 48 h), les lampes devraient étre
éteintes et le morceau de Parafilm® enlevé. Les
organismes qui sont tombés et passés a travers la
toile de canevas pour se retrouver sur le substrat de
platre de Paris peuvent étre comptés
immeédiatement, manuellement ou a 1’aide d’un
systéme d’analyse d’image, comme il est expliqué
ci-dessus, ou ils peuvent étre conservés (p. ex. dans
de I’alcool a 70 %) pour étre comptés plus tard.

Les laboratoires qui n’ont pas d’expérience avec la
méthode d’extraction a la chaleur décrite ici doivent
commencer par établir et documenter 1’efficacité de
leur systéme d’extraction a la chaleur (ils doivent
recueillir des données qui démontrent qu’apres
I’extraction a la chaleur, il ne reste pas un nombre
important d’organismes d’essai dans le sol). Pour
ce faire, ils peuvent utiliser la méthode de flottation
pour vérifier s’il reste des organismes d’essai dans
le sol traité a la chaleur, et donc I’efficacité de leur
technique d’extraction a la chaleur. Une telle

parois et au fond du récipient, ou bien on peut utiliser une
spatule pour gratter soigneusement les particules de sol
résiduelles et les faire tomber dans le dispositif d’extraction,
en prenant soin de ne pas blesser les collemboles qui
pourraient se trouver dans les résidus de sol. Tous les
collemboles vivants accrochés au récipient d’essai vide
devraient étre comptés et ajoutés au compte total final

(EC, 2006b).



vérification est exigée en raison des problémes
constatés dans les études interlaboratoires de la
méthode. La méthode d’extraction a la chaleur est
jugée acceptable si le nombre d’organismes d’essai
recueillis par la méthode de flottation apres
I’extraction a la chaleur représente moins de 5 %
du nombre total d’organismes d’essai extraits du
sol. Une fois que le personnel du laboratoire a
acquis de I’expérience avec ’extraction a la chaleur
et démontré ’efficacité du systéme utilisé, le
laboratoire devrait continuer de surveiller
périodiquement cette efficacité.

En général, on distingue aisément les adultes des
juvéniles, en raison de leur taille nettement plus
grande; cependant, les males F. fimetaria et les
juvéniles ont pratiquement la méme taille et il est
facile de les confondre. Avec de I’expérience, il
devient plus facile de distinguer les males des
descendants (Stdmpfli et coll., 2005). Le nombre de
collemboles adultes et le nombre de descendants,
vivants ou morts, doivent étre comptés et
consignés. Les organismes O. folsomi, F. candida
et F. fimetaria vivants sont blancs et opaques,
mobiles a la surface de I’eau et souvent enroulés sur
eux-mémes; il leur faut de cinq secondes a une
minute pour se dérouler. On considére qu’un
collembole est mort s’il a complétement cessé de
bouger, ¢’est-a-dire si toutes les parties du corps
restent immobiles (pattes, abdomen, téte et
antennes). Les collemboles morts sont transparents
et étirés ou allongés, et les pattes sont
completement étendues, alors que les carapaces
rejetées au moment de la mue sont translucides et
fripées. Etant donné que les corps des collemboles
adultes morts se décomposent rapidement et sont
généralement invisibles, tous les collemboles
manquants sont considérés morts. Les juvéniles
vivants doivent étre distingués des adultes et
comptés séparément. Si on observe des juvéniles
morts, le fait devrait étre consigné.

Les récipients d’essai, quelles que soient les
concentrations, devraient étre traités au hasard.

En effet, la perception de la taille ayant tendance

a changer au cours du temps, la distinction entre
adultes et juvéniles et le comptage peuvent devenir
plus ou moins précis. A la fin de I’essai, on devrait
analyser les répétitions supplémentaires de chaque
sol d’essai (y compris le sol témoin négatif et, le cas
échéant, le sol de référence) préparées aux fins des
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analyses physicochimiques, afin de déterminer

le pH et la teneur en humidité (v. 4.6). Il est
¢galement recommandé, a ce moment-1a,
d’effectuer des analyses afin de déterminer les
concentrations d’autres composants chimiques
(concentrations de contaminants) en utilisant les
répétitions supplémentaires préparées pour chaque
sol d’essai (v. 4.6).

4.8 Parametres de ’essai et calculs

Pour chaque essai, il faut calculer et consigner le
taux de survie pour tous les groupes de collemboles
adultes dans chaque récipient d’essai a la fin de
I’essai (jour 21 pour F. fimetaria et jour 28 pour

F. candida et O. folsomi). Le taux de survie moyen
(= ET) pour tous les collemboles exposés a chaque
concentration doit aussi étre calculé et consigné a
la fin de I’essai, a partir des données sur la survie
déterminées pour toutes les répétitions (p. ex.
moyenne des répétitions de chaque traitement).

Dans le cas d’un essai a concentration unique

(v. 4.1), la valeur moyenne (+ ET) du taux de survie
des adultes, déterminée pour chaque traitement a la
fin de I’essai, est comparée a celle de I’échantillon
ou des échantillons de sol de référence ou, s’il y a
lieu, a celle du so/ téemoin négatif. Des orientations
a ce sujet sont fournies en 5.5. Dans le cas d’un
essai a concentrations multiples (v. 4.1, 5.3 et 6.2),
on doit calculer et consigner la CLsy 21 ou 28 jours
(selon I’espéce d’essai) pour les collemboles
adultes si les données le permettent. I1 est
recommandé de suivre les conseils fournis

dans EC (2005b) pour le calcul des CLs; des
orientations supplémentaires a ce sujet sont
données en 4.8.1.

Le parametre biologique relatif a la reproduction est
fondé sur le nombre de descendants qui ont survécu
dans chaque répétition et dans chaque traitement
pendant la période d’essai. Une réduction
importante de ce nombre est considérée comme
indicative d’un effet toxique néfaste du traitement
sur le succes de la reproduction des collemboles
adultes. Dans le cas d’un essai a concentration
unique (v. 5.3 et 6.2), la valeur moyenne (= ET) du
nombre de descendants ayant survécu dans le sol
d’essai apres 21 jours (F. fimetaria) ou 28 jours

(F. candida et O. folsomi) est déterminée et
comparée a la valeur correspondante pour



I’échantillon ou les échantillons de sol de référence
ou, s’il y a lieu, de sol témoin négatif. Un test de
Student ou toute autre méthode statistique
appropriée (EC, 2005b) devrait étre utilisé pour
cette comparaison. Dans le cas d’un essai a
concentrations multiples (v. 5.3 et 6.2), on doit
calculer et consigner la CI,, 21 jours de la
reproduction de F. fimetaria et la CI;, 28 jours de la
reproduction de F. candida et d’O. folsomi si les
données le permettent®. Il est recommandé de
suivre les explications et les conseils fournis dans
EC (2005b) pour le calcul des CI,; des orientations
supplémentaires a ce sujet sont données en 4.8.2
(et a I’annexe I). Au départ, des techniques de
régression (v. 4.8.2.1) doivent étre appliquées

aux données correspondant aux concentrations
multiples utilisées pour le calcul d’une CI,”. Dans
le cas ou les données ne se prétent pas au calcul des
CI, 21 ou 28 jours de la reproduction a I’aide de
I’analyse de régression appropriée (v. annexe I),

* Par le pass¢, les responsables d’essais ont souvent analysé
les données sublétales quantitatives obtenues dans des essais
a concentrations multiples en calculant la concentration sans
effet observé (CSEO) et la concentration minimale avec effet
observé (CMEQ). Ces parametres statistiques comportent
plusieurs inconvénients tels que leur dépendance vis-a-vis des
concentrations d’essai choisies et 1’impossibilité d’obtenir une
quelconque indication au sujet de la précision (il est
impossible d’établir une limite de confiance a 95 % ou autre)
(INRE, 1993; EC, 2005b). Compte tenu de ces inconvénients,
la CI,, constitue le parametre statistique requis pour les
données sur la reproduction obtenues dans un essai a
concentrations multiples réalisé a I’aide de collemboles.

%% La régression est la méthode privilégiée pour estimer la CI,.
Elle consiste a ajuster une fonction mathématique aux données
a 1’aide d’un modele choisi et a calculer ensuite le paramétre
statistique en utilisant le modele qui décrit le mieux la relation
entre la concentration d’exposition et la réponse. Les
techniques de régression non linéaire ont été recommandées
initialement par Stephenson et coll. (2000b) pour diverses
raisons, notamment : la relation qui existe entre la
concentration d’exposition et la réponse des collemboles sur
le plan de la reproduction est généralement non linéaire;
I’hétéroscédasticité des données est rarement atténuée par
transformation; la technique de simulation bootstrap, plus
courante, comporte plusieurs limitations pour ces types de
données; la régression non linéaire peut convenir lorsqu’on
veut décrire les variables de la réponse en présence d’un
phénomeéne d’hormeése. Lorsqu’on utilise des techniques
mathématiques ordinaires, il est possible de décrire
correctement une régression en des termes qui fournissent

des renseignements utiles a d’autres personnes, de prévoir

les effets a faibles et hautes concentrations et d’estimer les
intervalles de confiance. On peut facilement remédier

aux lacunes de la méthode de lissage et d’interpolation

(EC, 2005Db).
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il est recommandé¢ de recourir a une interpolation
linéaire de ces données a 1’aide du programme
ICPIN pour tenter d’obtenir une CI,, (v. 4.8.2.2).
Dans tous les tests statistiques utilisés pour
déterminer les paramétres biologiques, les
concentrations doivent étre exprimées sous forme
logarithmique.

4.8.1 CLs

Lorsqu’on effectue un essai a concentrations
multiples avec des mélanges de sols, il faut utiliser
les données quantiques sur la mortalité
correspondant a une période d’exposition donnée
pour calculer (si les données le permettent) la CLs5
(concentration létale médiane) appropriée, avec ses
limites de confiance a 95 %. Pour F. fimetaria, il
faut calculer et consigner la CLsy 21 jours pour les
collemboles adultes (premiere génération), si les
données le permettent; pour F. candida et

O. folsomi, il faut calculer et consigner la CLs

28 jours pour les collemboles adultes (premiere
génération), si les données le permettent’’ (v. 4.8).
Pour estimer une CL5,, on combine les données sur
la mortalité correspondant a la durée d’exposition
spécifiée pour toutes les répétitions a chaque
concentration. Si le taux de mortalité n’est pas

>50 % dans au moins une concentration, la CLs,
ne peut pas étre estimée. Si on n’observe aucune
mortalité a une concentration donnée, on considére
que cette concentration correspond a un taux d’effet
de 0 % sur la mortalité. Toutefois, si des
concentrations successives donnent une série de
taux de mortalité de 0 %, seule la concentration la
plus ¢élevée de la série devrait étre utilisée pour
estimer la CLs (c.-a-d. I’effet nul situé « le plus
pres du centre » de la distribution des données).

De méme, si on observe une série de mortalités
complétes successives aux concentrations élevées,
une seule valeur du pourcentage d’effet de 100 %
devrait étre incluse dans 1’analyse, soit celle
correspondant a la concentration la plus faible.
Cette restriction qui consiste a inclure un seul
pourcentage d’effet de 0 % et un seul pourcentage
d’effet de 100 % s’applique a toutes les formes
d’analyse statistique et de représentation graphique.

*! Selon les objectifs de I’étude et le plan expérimental adopté,
I’essai effectué pour mesurer les effets de 1I’exposition sur la
survie et la reproduction des collemboles pourrait étre centré
sur les effets sublétaux. Dans ce cas, il se pourrait que 1’essai
ne comprenne pas un nombre suffisant de concentrations
¢élevées (1étales) pour calculer la CLsy 21 ou 28 jours.



Il convient de consulter le guide publi¢ par
Environnement Canada (2005b) sur le choix des
méthodes statistiques a appliquer aux données
quantiques (p. ex. la CLs) lorsque vient le moment
de choisir un test statistique pour de telles données
obtenues dans des essais toxicologiques réalisés a
I’aide de collemboles. Les régressions probit et/ou
logit sont les méthodes « privilégiées »

(EC, 2005b), a condition qu’au moins deux
concentrations pour lesquelles on observe des effets
partiels soient incluses dans les données. L analyse
par la méthode des probits fournit également la
pente de la droite, qui devrait étre consignée. Si ces
méthodes ne peuvent pas étre utilisées parce qu’on
observe un seul effet partiel, il convient de faire
appel a la méthode de Spearman-Karber sans
équeutage. Si aucun effet partiel n’est évident, on
utilisera la méthode binomiale. Celle-ci peut fournir
une estimation quelque peu différente de celle
obtenue par les autres méthodes et elle doit étre
utilisée seulement en dernier recours. La méthode
binomiale ne permet pas d’estimer |’intervalle de
confiance proprement dit; on obtient plutot les
limites extérieures d’une fourchette dans laquelle
se situent la CLs, et ses véritables limites

de confiance.

Plusieurs programmes informatiques peuvent étre
utilisés pour le calcul de la CLsq. Stephan (1977)

a mis au point un programme qui permet d’estimer
les CLso a I’aide des méthodes des probits, des
moyennes mobiles et des valeurs binomiales, lequel
est adapté aux ordinateurs personnels compatibles
IBM. Ce programme, qui a ét¢ modifi¢ en 1989 afin
d’inclure les estimations obtenues a 1’aide de la
méthode de Spearman-Kirber sans « équeutage »
(c.-a-d. sans suppression de données calculées), est
disponible sur cédérom®” auprés d’Environnement
Canada (voir I’adresse a I’annexe B). Son
utilisation est recommandée. Il existe également
d’autres méthodes informatiques et manuelles
satisfaisantes (p. ex. SAS 1988 ou la version 3.5
de TOXSTAT 1996; voir EC, 2005b, pour de plus
amples renseignements). Des programmes utilisant
la méthode de Spearman-Kérber avec équeutage
(p. ex. Hamilton et coll., 1977) sont aussi
disponibles pour les ordinateurs personnels;
toutefois, selon EC (2005b), il convient de faire
preuve de prudence lorsqu’on utilise cette méthode

*2 Gracieuseté de Charles E. Stephan (USEPA, Duluth, MN).
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(avec équeutage) pour estimer la CLs, car on
risque d’obtenir des résultats divergents si on ne
connait pas bien les conséquences de la suppression
de données aux extrémités de la courbe
concentration-réponse. Néanmoins, il existe des
situations dans lesquelles il est justifié d’utiliser

la méthode de Spearman-Kérber avec équeutage

(v. EC, 2005b).

Il est recommand¢ de vérifier toute valeur de la
CLs obtenue a I’aide d’un programme
informatique en portant sur un graphique a échelles
log-probabilités les taux de mortalité correspondant
a une période d’exposition définie pour les diverses
concentrations d’essai (EC, 2005b). Tout écart
important entre la CLs, estimée a partir de ce
graphique et la CLs obtenue a I’aide du programme
informatique doit étre expliqué. Il est recommandé
d’utiliser un graphique tracé a la main pour cette
vérification (EC, 2005b). On peut éventuellement
utiliser un graphique obtenu par ordinateur (p. ex. a
I’aide du programme SigmaPlot"°, version 8.0.2 ou
plus récente™) si ce graphique est construit avec des
¢échelles log-probabilités. Toutefois, si une erreur a
été commise dans la saisie des données, 1’erreur
dans le graphique obtenu par ordinateur se
répercutera dans 1’analyse mathématique et, partant,
il importe de vérifier avec soin les coordonnées des
points sur le graphique obtenu par ordinateur

(EC, 2005Db).

La figure 3 représente un graphique tracé a la main
des données sur la mortalité en fonction de la
concentration, qui peut étre utilisé pour estimer la
CLs. Dans ce cas hypothétique, des concentrations
d’essai de 1,8, 3,2, 5,6, 10 et 18 mg de substance
chimique par kilogramme de sol (masse seéche)
provoquent des taux de mortalité de 0, 20, 40, 90 et
100 %, respectivement, chez les organismes d’essai
exposés a ces concentrations pendant une période
précise. Pour déterminer la concentration qui
devrait étre 1étale pour 50 % des collemboles, on
trace une ligne horizontale (ligne discontinue sur le
graphique) a partir du point correspondant a 50 %
sur I’axe des ordonnées jusqu’a ce qu’elle
intercepte la courbe de lissage puis, a partir de

ce point, une ligne verticale jusqu’a 1’axe des

>3 On peut se procurer ce logiciel auprés de SYSTAT
Software, In;:., 1735 Technology Drive, Suite 430, San Jose,
CA 95110, Etats-Unis; tél. : 1-800-797-7401; site Web

<http://www.systat.com/products/SigmaPlot>.



abscisses, ou on peut lire la valeur estimative de
la CLs (5,6 mg/kg, masse seche).

Lorsqu’on ajuste une courbe de lissage comme
celle illustrée a la figure 3, il convient d’accorder
une plus grande attention aux points situés pres du
taux de mortalité de 50 %. On peut se procurer

du papier a échelles log-probabilités (log-probit,
comme dans la figure 3) dans les bonnes librairies
techniques ou bien photocopier I’exemplaire vierge
fourni dans EC (2005b).

Pour I’ensemble régulier de données de la figure 3,
les programmes informatiques ont fourni des
estimations trés semblables a celles obtenues a
partir du graphique. Voici quelques-unes des
valeurs de CLs, ainsi obtenues, avec leurs limites
de confiance a 95 % :

Méthode de Stephan (1977) :
* probit :

* moyenne mobile :

* valeur binomiale :

5,58 (4,24 et 7,37)
5,58 (4,24 et 7,33)
6,22 (entre 1,8 et 10)

SAS (1988),
analyse des probits : 5,58 (4,26 et 7,40)
Méthode TOXSTAT (1996) (version 3,5) :

* probit : 5,58 (4,38 et 7,12)
* Spearman-Kérber,
sans équeutage :

* logit:

5,64 (4,40 et 7,23)
5,63 (4,39 et 7,22)

Le tableau 4.2 dans EC (2005b) fournit des
exemples supplémentaires de données obtenues a
I’aide de divers programmes informatiques pour
des essais quantiques de toxicité aigué.

4.8.2 (I,

Dans le cas d’un essai a concentrations multiples
réalisé pour déterminer les effets de I’exposition de
collemboles a des mélanges de sol prélevé sur le
terrain ou de sol enrichi, les données quantitatives
représentant I’inhibition de la reproduction doivent
étre utilisées pour calculer la CI, (concentration
inhibitrice correspondant a un pourcentage d’effer)
(v. paragraphes d’introduction de la sous-section
4.8 et la sous-section 6.2). La CI,, est une estimation
quantitative de la concentration qui cause un taux
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de réduction déterminé du nombre moyen de
descendants produits par les collemboles adultes
pendant I’essai.

La CI,, est calculée sous la forme d’un taux de
réduction déterminé pour chaque parameétre

(p. ex. la Clys et/ou la Cly, correspondant a

des taux de réduction de 25 % et/ou 20%,
respectivement). La valeur de p est choisie par

le responsable de I’essai, mais on privilégie
présentement les taux de 25 % ou de 20 %. On doit
également inclure les limites de confiance a 95 %
de toute CI,, calculée et consignée.

Dans les analyses de la reproduction, le nombre

de descendants produits dans chaque répétition est
utilisé pour calculer le nombre moyen de
descendants qui ont survécu par traitement
(concentration), par rapport au nombre moyen
obtenu dans les répétitions de témoin négatif. On
inscrit zéro pour le nombre de juvéniles dans une
répétition si tous les collemboles adultes de

cette répétition sont morts avant d’avoir produit des
descendants. Si un collembole adulte meurt pendant
I’essai, apres s’étre reproduit, le nombre de
descendants produits doit étre utilisé dans les
analyses. Si aucun descendant n’a survécu dans une
répétition (récipient d’essai), on inscrit zéro dans le
calcul effectué pour obtenir le nombre moyen de
survivants dans le traitement (concentration). Si
aucun descendant n’a survécu dans toutes les
répétitions d’une concentration donnée, cette
concentration reste incluse dans 1’analyse, et on
inscrit zéro pour le nombre moyen de juvéniles.

Comme il est indiqué précédemment, il faut
calculer et consigner une CI,, pour le nombre
moyen de descendants qui ont survécu dans chaque
traitement (si les données le permettent) a la fin
d’un essai a concentrations multiples de 21 jours
avec F. fimetaria et de 28 jours avec F. candida
et O. folsomi. Ces calculs doivent étre effectués a
I’aide des analyses de régression linéaire ou non
linéaire appropriées (v. 4.8.2.1). Toutefois, si les
analyses de régression fournissent des valeurs
inacceptables des CI,, pour le nombre moyen de
descendants vivants produits, il est recommandé
d’utiliser le programme ICPIN décrit en 4.8.2.2.



48

98 i n
90 -
-6
] -]
T - o
-] o
E 504--------- ~—/— 5 o
3 ‘ =
- | £
c 304 I 0
= | =
- |
I
| -4
10- |
I
1 I
I
2 ?I I I !IIIIII I I I l-3
2 4 6 10 20 40

Concentration (mgkg)

Figure 3. Estimation d’une concentration létale médiane a partir d’un graphique du taux
de mortalité sur un papier a échelles log-probabilités

4.8.2.1 Utilisation des analyses de régression.
Une fois terminé I’essai définitif a concentrations
multiples de 21 jours (F. fimetaria) ou de 28 jours
(F. candida et O. folsomi), 1a CI,, (et ses limites de
confiance a 95 %) pour le nombre moyen de
descendants vivants produits dans chaque
traitement doit étre calculée a 1’aide des techniques
de régression linéaire et/ou non linéaire. Ces

valeurs peuvent étre déterminées au moyen d’une
série de modeles de régression linéaire et non
linéaire (si les données le permettent) proposés par
Stephenson et coll. (2000b), qui ont été
reparamétrés selon des techniques appliquées par
van Ewijk et Hoekstra (1993), pour produire
automatiquement la CI,, et ses limites de confiance
a 95 % pour toute valeur de p (p. ex. Cl,s ou Cls).



Les modeles proposés comprennent un modele
linéaire et les quatre modeles de régression

non linéaire suivants : modéle exponentiel, modele
de Gompertz, modéele logistique et modele
logistique adapté pour tenir compte du phénomeéne
d’hormése™. Pour de plus amples explications sur
I’utilisation de ces modéles de régression linéaire
et non linéaire pour le calcul des CI,, le lecteur est
invité a consulter Stephenson (2003a) et
Stephenson et coll. (2000b). I1 est aussi fortement
conseillé de consulter EC (2005b) pour des
orientations additionnelles au sujet de I’application
générale des techniques de régression linéaire et
non linéaire a I’analyse des données toxicologiques
quantitatives. Des explications concernant
I’utilisation appropriée des techniques de régression
linéaire et non linéaire a 1’aide de la version 11.0 du
programme SYSTAT sont fournies a 1’annexe 1.
Cela dit, on peut utiliser n’importe quel logiciel
capable d’effectuer une régression linéaire et non
linéaire pour calculer les CI, respectives et leurs
limites de confiance a 95 %. L’annexe I fournit des
explications sur I'utilisation de mod¢les de
régression afin d’obtenir les CI,, les plus
appropriées pour la réduction du nombre de
descendants qui ont survécu.

Voici les cing modéles recommandés. Des
renseignements complémentaires au sujet de ces
mode¢les particuliers sont fournis a I’annexe 1.

11 est possible de relever une réponse hormétique (c.-a-d. un
phénomeéne d’hormeése) au cours d’observations a la ou aux
concentrations sublétales les plus basses; en d’autres termes, la
performance a cette ou ces concentrations est renforcée par
rapport a la performance dans le témoin négatif. Par exemple,
le nombre de descendants obtenu dans un sol a faible
concentration pourrait étre plus élevé que celui obtenu dans le
traitement témoin. Il ne s’agit pas d’un défaut dans la conduite
de I’essai. On est plutdt en présence d’un véritable phénoméne
biologique. Pour calculer la CI; lorsque ce phénomeéne se
produit, il est recommandé d’analyser les données a 1’aide du
modele d’hormese. Les effets hormétiques sont inclus dans la
régression, mais ils ne faussent pas I’estimation de la CI,,. Une
valeur estimée de la Cl,5 représenterait toujours une réduction
de 25 % de la performance par rapport a la performance
observée dans le témoin.

> On peut se procurer la derniére version (soit la version 11.0)
de ce logiciel auprés de SYSTAT Software, Inc., 1735
Technology Drive, Suite 430, San Jose, CA 95110, Etats—Unis;
tél. : 1-800-797-7401; site Web
<http://http://www.systat.com/products/Systat>.

Modéle exponentiel :

Y = ax(1—-p) W
ou :
= nombre de descendants

a = ordonnée a I’origine (réponse dans
le témoin)

p = valeur de « p » choisie (p. ex. 0,25
pour un taux d’inhibition de 25 %)

C = concentration d’essai exprimée sous
forme de logarithme

CIl, = valeur de la CI, pour I’ensemble

de données

Modéle de Gompertz :

Y = txexp[log(l—p)x (C+CL)’]
ou :

Y = nombre de descendants

t = ordonnée a I’origine (réponse dans
le témoin)

exp= exposant de la base du logarithme
naturel

p = valeur de « p » choisie (p. ex. 0,25
pour un taux d’inhibition de 25 %)

C = concentration d’essai exprimée sous
forme de logarithme

Cl, = valeur de la CI, pour I’ensemble de
données

b = parametre d’échelle (estimé entre 1 et 4)

qui définit la forme de 1’équation

Modéle d’hormeése :

Y = tx[1+MhxC]+{l+[(p+(hxC))

=(1=p)]* (C+CL)%}
ou :

Y = nombre de descendants

t = ordonnée a I’origine (réponse dans
le témoin)

h = effet hormétique (faible valeur estimée
habituellement entre 0,1 et 1)

C = concentration d’essai exprimée sous
forme de logarithme

p = valeur de « p » choisie (p. ex. 0,25
pour un taux d’inhibition de 25 %)

Cl,= valeur de la CI; pour I’ensemble de
données

b = paramétre d’échelle (estimé entre 1 et 4)

qui définit la forme de 1’équation



Modeéle linéaire :

Y = [bxp)+CL]xC+b
ou :

Y = nombre de descendants

b = ordonnée a I’origine (réponse dans
le témoin)

p = valeur de « p » choisie (p. ex. 0,25
pour un taux d’inhibition de 25 %)

Cl, = valeur de la CI, pour I’ensemble
de données

C = concentration d’essai exprimée sous

forme de logarithme

Modzéle logistique :

Y = t+{1+[p+(1-p)]x(C+CL)°%}
ou :

Y = nombre de descendants

t = ordonnée a I’origine (réponse dans
le témoin)

p = valeurde «p » choisie (p. ex. 0,25
pour un taux d’inhibition de 25 %)

C = concentration d’essai exprimée sous
forme de logarithme

CI, = valeur de la CI, pour I’ensemble de
données

b = paramétre d’échelle (estimé entre 1 et 4)

qui définit la forme de 1’équation

Le processus général pour 1’analyse statistique et
le choix du modele de régression (linéaire ou non
lin€aire) le plus approprié pour des données
toxicologiques quantitatives est présenté sous
forme de logigramme a la figure 4. Le processus
de sélection commence par un examen d’un
diagramme de dispersion ou d’un graphique
linéaire des données d’essai afin de déterminer

la forme de la courbe concentration-réponse. On
compare ensuite la forme de la courbe aux mod¢les
disponibles afin de choisir un ou plusieurs
modeles convenant le mieux aux données. Ce ou
ces modeles sont ensuite examinés plus en détail
(v. figure 1.1, annexe I, pour un exemple de cinq
modeles potentiels).

Une fois le ou les mod¢les appropriés choisis en
vue d’un examen plus approfondi, on vérifie les

50

hypotheses de normalité et d’ homoscédasticité des
résidus. Si les résultats de I’application de la
technique de régression a un ou plusieurs des
modeles examinés satisfont aux hypotheses, on
examine les données (et la régression) afin de
détecter la présence éventuelle de valeurs
aberrantes. Si on constate la présence de telles
valeurs, on devrait examiner soigneusement les
conditions expérimentales et les notes prises durant
I’essai, a la recherche d’une erreur humaine
éventuelle. Si une ou plusieurs valeurs aberrantes
sont présentes, on devrait effectuer ’analyse avec
et sans ces valeurs et comparer les résultats des
deux analyses afin d’évaluer I’effet de ces valeurs
aberrantes sur la régression. On doit ensuite décider
s’il convient d’exclure les valeurs aberrantes de
I’analyse finale. La décision devrait étre fondée sur
un examen de la variation biologique naturelle et
des phénoménes biologiques susceptibles d’étre a
I’origine de I’apparente anomalie. Pour en savoir
plus sur les valeurs aberrantes et les observations
inhabituelles, on devrait consulter 1’annexe I
(v.1.2.4) et EC (2005b). En I’absence de valeurs
aberrantes ou si aucune valeur aberrante n’a été
exclue de I’analyse finale, le modé¢le a privilégier
est celui qui présente la plus faible erreur
quadratique moyenne résiduelle. 11 est conseillé de
demander I’avis d’un statisticien qui connait bien la
question des données aberrantes.

La normalité devrait étre évaluée a I’aide du test
de Shapiro-Wilk, comme il est expliqué dans

EC (2005b). On peut aussi tracer un diagramme

de probabilité normale des résidus pendant
I’application de la technique de régression, mais il
n’est pas recommandé d’utiliser cette méthode en
guise d’essai de normalité autonome, car la
détection d’une distribution « normale » ou « non
normale » fait intervenir une évaluation subjective
de la part de ’utilisateur. Si les données ne sont pas
distribuées normalement, il est conseillé d’essayer
un autre modéle, de demander I’avis d’un
statisticien au sujet du choix du mode¢le ou
d’utiliser la méthode d’analyse par interpolation
linéaire (a I’aide du programme ICPIN, v. 4.8.2.2),
qui est moins souhaitable.
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porter les données observées sur un graphique
(p. ex. diagramme de dispersion);
choisir un ou des modeles potentiels

A\ 4

ajuster le ou les modéles
»| potentiels a ’ensemble
de données

A 4

évaluer les hypothéses
de normalité <
et d’homoscédasticité

v

v

o>

distribution normale?
(utiliser le test de
Shapiro-Wilk)
(diagramme de
probabilité normale)

utiliser un ou plusieurs autres

modeles, demander a un

statisticien son avis ou des

modeéles additionnels ou

o>

homoscédasticité?
(utiliser le test de
Levene) (examiner
les résidus)

o>

hétéroscédasticité ]

A 4

effectuer une analyse a I’aide de
la méthode d’interpolation

linéaire

déterminer s’il y a des

valeurs aberrantes

(" cepcter analyse )

répéter 1’analyse
en éliminant
les valeurs
aberrantes;
déterminer si la

ou les valeurs
aberrantes

devraient étre
exclues de

v

présence de valeurs
aberrantes?

’analyse finale

o>

demander I’avis d’un
statisticien au sujet de
modé¢les additionnels
ou effectuer une
analyse a I’aide
de la méthode
d’interpolation linéaire

examiner les résidus;
y a-t-il un changement
dans la variance parmi
la plupart ou I’ensemble
des concentrations
(p. ex. forme en éventail
ouen « V»)?

\ 4

choisir le modele pour lequel I’erreur
quadratique moyenne résiduelle est la plus
faible; analyse terminée

effectuer une régression
pondérée et évaluer
I’écart type pour la CI,;
observe-t-on une
réduction de plus de
10 % par rapport a la
régression non pondérée?

utiliser la régression pondérée; réévaluer
les hypotheses et déterminer
s’il y a des valeurs aberrantes

Figure 4. Logigramme du processus d’analyse statistique et de choix du modéle le plus
approprié pour des données toxicologiques quantitatives
(adaptation du logigramme présenté dans Stephenson et coll., 2000b)




L’ homoscédasticité des résidus devrait étre évaluée
a I’aide du test de Levene, comme il est expliqué
dans EC (2005b), et en examinant les graphiques
des résidus par rapport aux valeurs réelles et
prévues (estimées). Le test de Levene indique avec
certitude si les données sont homogenes (p. ex.
comme dans la figure .2A, annexe I) ou pas. Si les
données (selon le test de Levene) présentent une
hetéroscédasticité (c.-a-d. si elles ne sont pas
homogenes), il convient d’examiner les graphiques
des résidus. Si on observe un changement important
dans la variance et si les graphiques des résidus
sont incontestablement en forme d’éventail ou de
«V » (on trouvera un exemple a la figure 1.2B,
annexe I), il est recommandé de répéter I’analyse
des données a 1I’aide de la méthode de régression
pondérée. Pour pondérer les données, on divise
habituellement par I’inverse de la variance, mais
d’autres méthodes sont possibles. Avant de choisir
la régression pondérée, on compare 1’erreur type de
la CI, a celle obtenue par la méthode de la
régression non pondérée. Si la différence entre les
deux erreurs types est supérieure a 10 %°°, la
régression pondérée est a privilégier. Toutefois, si
la différence entre les erreurs types obtenues par les
méthodes de régression pondérée et non pondérée
est inférieure a 10 %, il convient de demander
I’avis d’un statisticien au sujet de 1’utilisation
d’autres modéles, compte tenu des données d’essai.
On pourrait aussi analyser de nouveau les données
par la méthode d’interpolation linéaire (a I’aide du
programme ICPIN, v. 4.8.2.2), qui est moins
souhaitable. On proceéde a cette comparaison entre
les régressions pondérée et non pondérée pour
chacun des modéles retenus, jusqu’au choix final
du modele (modéle et régression correspondant

au meilleur choix). L’absence de divergence peut
parfois indiquer que le modele est incorrect

ou inapproprié (on trouvera un exemple a la

figure 1.2C, annexe I). Il est fortement conseillé

de demander I’avis d’un statisticien au sujet de
I’utilisation de mode¢les additionnels.

%% La valeur de 10 % est une régle empirique. Il existe des tests
objectifs pour vérifier I’amélioration apportée par la
pondération, mais ils dépassent la portée du présent document.
La pondération ne devrait étre utilisée qu’en cas de besoin, car
elle peut introduire des complications supplémentaires dans la
modélisation. Il est recommandé de demander 1’avis d’un
statisticien lorsque la pondération s’avére nécessaire.
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4.8.2.2 Interpolation linéaire a ’aide du
programme ICPIN. Si on ne réussit pas a obtenir
une valeur acceptable de la CI;, de la reproduction a
I’aide des analyses de régression des valeurs des
paramétres (v. 4.8.2.1), on devrait appliquer la
technique de I’interpolation linéaire a 1’aide du
programme informatique ICPIN. Ce programme
public (Norberg-King, 1993; USEPA, 1994b, 1995)
peut étre obtenu aupres de ’'USEPA et fait partie de
la plupart des progiciels utilisés en toxicologie
environnementale, y compris TOXSTAT.
L’USEPA fournit également un mode d’emploi
clair qui facilite 1’utilisation du programme
(Norberg-King, 1993)’. Le programme ICPIN était
autrefois connu sous le nom de BOOTSTRP.

Pour procéder aux analyses a 1’aide du programme
ICPIN, on ne doit pas nécessairement faire appel a
un nombre égal de répétitions par concentration. On
estime la CI,, en lissant au besoin les données, puis
en se servant des deux points voisins de la CI,
choisie (USEPA, 1994b, annexe L; USEPA, 1995,
annexe L). Il est impossible de déterminer la CI,
sans avoir une concentration d’essai plus faible et
une autre plus élevée qu’elle; ces deux
concentrations devraient produire des effets
suffisamment rapprochés de la valeur choisie de p,
de préférence avec un écart inférieur a 20 %. Le
programme actuel ne comportant pas d’échelle
logarithmique pour les concentrations, les
utilisateurs canadiens doivent saisir les
concentrations sous forme de logarithmes. Certains
progiciels du commerce effectuent cette
transformation, mais on devrait s’assurer que les
données conservent leur forme logarithmique quand
on passe au programme ICPIN. Etant donné que les
méthodes habituelles ne seraient pas valides, le
programme ICPIN estime les limites de confiance
au moyen d’une technique « bootstrap » particulicre
qui permet a I’ordinateur d’effectuer un grand
nombre de rééchantillonnages a partir des mesures
originelles. Le responsable de 1’essai doit préciser
ce nombre, qui peut étre compris entre 80 et 1 000.

*7 Les instructions dans Norberg-King (1993) prétent parfois a
confusion sur ce qu’est une « répétition ». Le terme est utilisé
de telle facon qu’il s’appliquerait au nombre d’organismes
individuels d’un méme récipient. Ce flou terminologique ne
nuit en rien au bon fonctionnement du programme. Certains
programmes du commerce se sont avérés moins conviviaux
pour la saisie des données et ’analyse.



On recommande ici qu’il soit au moins de 400,
mais 1 000 serait encore plus avantageux’®.

Si on observe une absence de juvéniles vivants pour
plusieurs concentrations élevées adjacentes, seule la
concentration la plus faible de cette suite devrait
étre utilisée dans I’analyse (c.-a-d. la concentration
la plus proche de la médiane de la série de
concentrations utilisée dans 1’essai). Normalement,
la prise en compte des concentrations additionnelles
ne présente aucun intérét particulier puisque ces
concentrations n’apportent rien a I’analyse (les
données consistent seulement en un nombre nul

de descendants).

En plus de déterminer et de consigner les valeurs
des CI,, obtenues par ordinateur pour la
reproduction des collemboles a la fin de 1’essai,
il faudrait construire un graphique du nombre de
descendants vivants produits en fonction du
logarithme de la concentration afin de vérifier
les estimations mathématiques et de fournir une
évaluation visuelle de la nature des données
(EC, 2005Db).

Si le programme ICPIN est utilis¢ lorsqu’il y a

un effet hormétique, une technique de lissage
inhérente au programme pourrait changer la valeur
témoin et fausser I’estimation de la CI,. En
conséquence, avant de procéder a I’analyse
statistique, il est recommandé de remplacer
arbitrairement les valeurs hormétiques aux faibles
concentrations par la valeur témoin. Cette facon de
faire est considérée comme un expédient provisoire,
jusqu’a ce que le programme soit amélioré

(EC, 2005b). La correction est apportée pour toute
concentration d’essai dans laquelle I’effet moyen
(c.-a-d. la moyenne géométrique des moyennes des
répétitions) est plus grand (« meilleur ») que la
moyenne pour le témoin. Pour apporter cette

*¥ Le programme ICPIN présente certaines lacunes et c’est
pourquoi son utilisation n’est recommandée que dans les cas
ou la régression ne fournit pas de valeur acceptable de la CI,..
Sa méthode d’interpolation n’est pas optimale, car elle est
sensible aux particularités des deux concentrations utilisées.
Le programme n’accepte pas les valeurs logarithmiques de la
concentration, ce qui favoriserait I’obtention d’une CI,
légérement plus ¢élevée. En modifiant la méthode bootstrap,
on a remédié au probléme de 1’étroitesse de 1’intervalle de
confiance, mais il demeure préférable d’utiliser les méthodes
de régression pour estimer la CI,, et ses limites de confiance
495 % (EC, 2005b) (v. 4.8.2.1).

correction, on remplace le nombre moyen de
descendants observés des répétitions dans la ou

les concentrations hormétiques par la moyenne des
répétitions dans le témoin. La moyenne
géométrique pour cette ou ces concentrations sera
alors identique a celle obtenue pour le témoin.

4.9 Essais avec un toxique de référence

Le tableau 14 de I’annexe F résume les indications
relatives a I’exécution d’essais toxicologiques de
référence fournies dans d’autres documents
décrivant les modes opératoires et conditions
recommandés pour réaliser des essais de toxicité
d’un sol avec des collemboles. La présente sous-
section traite des modes opératoires et des
conditions applicables aux essais toxicologiques
de référence effectués parallelement a un essai de
toxicité d’un sol étalé sur 21 jours (F. fimetaria)
ou 28 jours (F. candida et O. folsomi), avec des
collemboles. Ces modes opératoires s’appliquent
¢galement aux essais réalisés pour évaluer le
caracteére acceptable et approprié d’élevages de

F. fimetaria, F. candida ou O. folsomi qu’on
prévoit utiliser dans des essais de toxicité d’un sol.
On devrait utiliser ces modes opératoires pour
évaluer la précision intralaboratoire lorsqu’un
laboratoire n’a pas d’expérience avec la méthode
d’essai biologique décrite dans le présent document
et qu’il se prépare a effectuer pour la premiere fois
un essai de toxicité (v. 2.3.1 et 2.3.9).

Il est nécessaire d’utiliser systématiquement un
toxique de référence pour évaluer, dans des
conditions d’essai normalisées, la sensibilité
relative d’une fraction de la population de
collemboles adultes d’un élevage particulier

(v. 2.3.9) dans lequel on choisira les organismes
d’essai qui seront utilisés dans un ou plusieurs
essais définitifs de toxicité d’un sol. Les essais
avec un toxique de référence servent également a
démontrer la précision et la fiabilité des données
obtenues par le personnel du laboratoire pour le
toxique de référence en question, dans des
conditions d’essai normalisées. Un essai
toxicologique de référence, réalisé conformément
aux modes opératoires et conditions décrits ici, doit
étre effectué selon 1’'une ou ’autre des fréquences
suivantes :



1) au moins une fois tous les deux mois™, a ’aide
d’organismes provenant de la population de
collemboles élevés pour €tre utilisés dans
I’essai ou les essais définitifs (v. 2.3);

2) au moment du ou des essais définitifs de

toxicité d’un sol, a I’aide d’organismes

provenant de la méme population que ceux
utilisés pour I’essai ou les essais définitifs

(v.2.3.8et2.3.9).

Un laboratoire qui €éléve des collemboles et qui
effectue souvent des essais de toxicité de sols a
’aide de ces derniers peut choisir de vérifier
réguliérement (p. ex. tous les deux mois) la
sensibilité¢ de son ou ses €élevages a un ou plusieurs
toxiques de référence; il inclura alors un essai
toxicologique de référence dans lequel il utilisera
une partie des collemboles ayant servi a démarrer
un essai toxicologique définitif d’un sol. Le
laboratoire peut aussi choisir de vérifier moins
fréquemment (p. ex. deux ou trois fois par année) la
sensibilité de son ou ses élevages et d’effectuer un
essai toxicologique de référence en méme temps
que chaque essai définitif d’un sol.

Tout essai toxicologique de référence effectué en
concomitance avec 1’essai définitif de toxicité d’un
sol doit prendre la forme d’un essai de 1étalité aigué
a concentrations multiples sans renouvellement.
L’essai toxicologique de référence doit durer

7 jours dans le cas d’O. folsomi et de F. fimetaria,
et 14 jours dans celui de F. candida®. Les

* D’une maniére générale, Environnement Canada mentionne
que les essais toxicologiques de référence doivent étre
effectués tous les mois (EC 2004a); toutefois, compte tenu du
fait que les élevages doivent étre synchronisés en fonction de
I’age pour deux des trois espéces de collemboles décrites dans
la présente méthode, le nombre d’organismes disponible pour
des essais mensuels est limité.

% Dans un de leurs travaux de recherche, Becker-van Slooten
et coll. (2003) ont recommandé que 1’essai toxicologique de
référence réalisé pour déterminer la létalité aigué a I’aide
d’acide borique sur F. candida, comme celui décrit en 4.9, soit
d’une durée de 14 jours, au lieu des 7 jours recommandés pour
O. folsomi et F. fimetaria. 11 y a deux raisons a cela : 1) ’essai
de létalité aigu€ de 14 jours est deux fois plus sensible que
I’essai de 7 jours [CLs, de 800 et de 1 521 mg d’acide borique
par kilogramme (masse seéche) de sol artificiel,
respectivement]; 2) les collemboles de ’espece F. candida
étaient trop petits apres 7 jours pour qu’on puisse compter les
survivants et distinguer les organismes vivants et ceux qui
étaient morts (Becker van-Slooten et coll., 2003). Dans une
autre étude réalisée par Stampfli et coll. (2005), I’effet toxique
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conditions et modes opératoires décrits ici (v. 4.9)
pour réaliser un essai de 1étalité aigu€ (7 ou

14 jours) s’appliquent également a chaque essai
toxicologique de référence. Les conditions et modes
opératoires additionnels décrits a la section 4 pour
un essai a concentrations multiples avec des
¢chantillons de sol d’essai s’appliquent ¢galement a
chaque essai toxicologique de référence, tout
comme les méthodes de préparation et d’essai
indiquées a la section 6 pour des sols témoins
négatifs enrichis de substances chimiques. Pour de
plus amples renseignements, le lecteur est invité a
consulter ces sections. Le document d’orientation
d’Environnement Canada sur I’utilisation d’un
sédiment témoin enrichi d’un toxique de référence
(EC, 1995) fournit des renseignements utiles qui
s’appliquent également aux essais toxicologiques
de référence avec un sol témoin négatif enrichi
d’un toxique de référence.

L’essai toxicologique de référence devrait étre
effectu¢ a I’aide de récipients en verre de 100 a

125 mL (v. 3.2.2) et d’une aliquote de 30 g (masse
humide) de sol d’essai représentant chaque
traitement (concentration) dans chaque récipient
d’essai. Le nombre de récipients de répétition par
concentration de toxique de référence doit étre >3;
pour le sol temoin négatif, il doit étre >5. Le
nombre de collemboles par récipient d’essai est de
10 pour F. candida, comme il est expliqué en 4.2.
Pour les essais toxicologiques de référence avec

O. folsomi et F. fimetaria, il faut également déposer
10 organismes (5 males et 5 femelles) par récipient
d’essai; toutefois, il en va différemment pour 1’essai
définitif, qui requiert 15 organismes (5 males et

10 femelles) par récipient d’essai pour O. folsomi et
20 organismes (10 maéles et 10 femelles) par
récipient d’essai pour F. fimetaria (v. 4.2).

de I’acide borique sur F. fimetaria était plus important apres
14 jours qu’aprés 7 jours aussi bien dans les sols artificiels
que dans les sols naturels. Etant donné que les organismes
de I’espéce F. fimetaria sont plus agés et plus gros que ceux
de I’espéce F. candida au début de I’essai (23 jours au lieu
de 10), a la fin de la période d’exposition de 7 jours, les
organismes de ’espéce F. fimetaria étaient assez gros pour
pouvoir étre comptés. Avec O. folsomi, ESG et Aquaterra
Environmental (2003) ont constaté qu’il y avait peu de
différence entre les CLs, 7 jours et 14 jours pour I’acide
borique et, partant, ils ont recommandé un essai de toxicité
de référence de 7 jours avec de 1’acide borique.



Les méthodes de démarrage et de fin d’un essai
toxicologique de référence devraient étre conformes
a celles décrites en 4.2 et 4.7, sauf que la durée de
I’essai est plus courte (7 jours pour O. folsomi et

F. fimetaria et 14 jours pour F. candida). Les
conditions d’essai décrites en 4.3 s’appliquent
¢galement. Les observations et les mesures sont les
mémes que celles décrites en 4.6.

Pour étre valide, I’essai toxicologique de référence
doit se solder (le jour 7 ou le jour 14) par un taux
moyen de survie d’au moins 80 % des collemboles
adultes dans les aliquotes du sol témoin négatif
utilisé. Les paramétres d’essai a calculer et a
consigner sont le taux moyen de survie dans chaque
traitement a la fin de I’essai (jour 7 ou jour 14) et la
CLso 7 jours ou 14 jours (y compris ses limites de
confiance a 95 %), selon I’espece. Les résultats
d’un essai toxicologique de référence devraient étre
exprimés en milligrammes de substance chimique
de référence par kilogramme de sol (masse s¢che).

Pour choisir le toxique de référence qui sera utilisé
dans le cadre d’un essai définitif de toxicité d’un
sol pour des collemboles, on pourrait notamment
considérer les critéres suivants (EC, 1995) :

+ la disponibilité de la substance chimique
a I’état pur;

* la durée utile (stabilité) de la substance
a long terme;

* la possibilité de répartir uniformément la
substance dans un substrat non contaminé;

 une bonne relation entre la concentration
et la réponse de 1’organisme d’essai;

+ la stabilité de la substance dans une solution
aqueuse et dans le sol;

* le peu de dangers auxquels la substance expose
ses utilisateurs;

* la facilité avec laquelle le produit peut étre dosé
avec précision.

L’essai toxicologique de référence (de 7 jours ou de
14 jours) exige un minimum de 6 traitements (un
sol téemoin négatif et 5 concentrations du toxique de
référence). 11 est recommandé d’utiliser de I’acide
borique réactif comme toxique de référence
lorsqu’on effectue des essais de toxicité d’un sol
avec des collemboles, mais on peut aussi employer
d’autres substances chimiques s’il est prouvé

qu’elles conviennent®'. Chaque concentration
d’essai devrait étre préparée conformément aux
instructions données en 4.1 et 6.2, en utilisant un
sol artificiel (v. 3.3.2) comme substrat.

Il est recommand¢ d’utiliser les conditions et les
modes opératoires décrits ici dans tous les essais
toxicologiques de référence (p. ex. ceux effectués
tous les deux mois ou ceux effectués en
concomitance avec chaque essai définitif de toxicité
d’un sol) réalisés avec un sol témoin négatif enrichi
d’acide borique (ou de toute autre substance
chimique de référence appropriée). Il est conseillé
d’effectuer des essais préliminaires pour choisir des
concentrations d’essai de maniére a obtenir des
mortalités partielles dans deux concentrations

ou plus et a pouvoir calculer une CLsq 7 jours

(O. folsomi®* ou F. fimetaria®™) ou 14 jours

(F. candida)® (v. 6.4).

o Aquaterra Environmental (1998a) a réalisé la premiere
évaluation du comportement de diverses substances en tant
que toxiques de référence susceptibles d’étre utilisés en
concomitance avec des essais de toxicité aigu€ visant a
mesurer la toxicité d’un sol pour O. folsomi. Des études
subséquentes effectuées par Becker-van Slooten et coll. (2003)
et ESG et Aquaterra Environmental (2003) avec un sol témoin
négatif enrichi d’acide borique ont confirmé I’utilité de cette
substance chimique comme toxique de référence dans les
essais de toxicité de sols sur O. folsomi et F. candida,
respectivement. L acide borique est une substance chimique
couramment utilisée qui est soluble dans I’eau et relativement
inoffensive pour les étres humains. L’analyse de 1’acide
borique a des concentrations qui provoquent des effets
biologiques est peu coliteuse; I’acide borique étant un
composé inorganique non volatil, il est facilement incorporé
dans le sol d’essai, relativement stable et persistant durant tout
I’essai (ESG et Aquaterra Environmental, 2003).

% Les résultats d’essais de 7 jours avec de 1’acide borique,
effectués par ESG et Aquaterra Environmental (2003) a 1’aide
d’O. folsomi et de la méthode décrite ici pour un essai
toxicologique de référence, ont donné des CLs, de 3 730 et

1 807 mg d’acide borique par kilogramme de sol (masse
séche), respectivement, pour un sol artificiel et un sol argilo-
loameux prélevé sur le terrain. Les auteurs de 1’étude ont
utilisé des concentrations d’essai de 0, 2 000, 4 000, 6 000,

8 000 et 10 000 mg d’acide borique par kilogramme de sol
(masse séche). Le lecteur est invité a consulter I’annexe H du
présent document pour des conseils sur le choix d’une série
appropriée de concentrations d’essai (en supposant une
réponse en fonction du logarithme de la concentration) a
utiliser dans des essais toxicologiques de référence avec cette
substance chimique ou avec d’autres.

63 Stampfli et coll. (2005) ont effectué des essais
toxicologiques de référence de 7 jours avec de ’acide borique
en utilisant F. fimetaria et la méthode d’essai décrite ici pour



Une fois qu’on dispose d’un nombre suffisant de
données (EC, 1995), on doit porter successivement
sur une carte de contréle toutes les CLsg
comparables obtenues a partir de ces essais
toxicologiques pour un toxique de référence donné.
Chaque nouvelle CLsy du méme toxique de
référence devrait étre examinée afin de déterminer
si elle se situe dans I’intervalle correspondant a

+2 ET des valeurs obtenues dans des essais
antérieurs employant le méme toxique de référence
et la méme méthode d’essai (EC, 1997a,b, 2001,
2004a, 2005a). On doit préparer et mettre a jour une
carte de controle pour chaque variante opératoire
(p. ex. autres especes de collemboles ou autre
toxique de référence). Sur chacune de ces cartes

de contrdle, le logarithme de la concentration est
porté sur I’axe vertical et la date ou le numéro de
I’essai, sur I’axe horizontal. Chaque nouvelle CL5

les essais toxicologiques de référence. Ils ont obtenu des CLs
7 jours de 958 et 905 mg d’acide borique par kilogramme de
sol (masse séche) pour un sol artificiel et un sol argilo-
loameux non contaminé prélevé sur le terrain, respectivement.
1Is avaient utilisé des concentrations d’essai de 0, 270, 370,
520, 730, 1 020, 1 430, 2 000 et 2 800 mg d’acide borique par
kilogramme de sol (masse seche) et de 0, 248, 372, 540, 826,
1242, 1 864, 2 792 et 4 195 mg d’acide borique par
kilogramme de sol (masse seéche) pour les essais avec le sol
artificiel et le sol argilo-loameux, respectivement. L annexe H
du présent document renferme des conseils sur le choix d’une
série appropriée de concentrations d’essai (en supposant une
réponse en fonction du logarithme de la concentration) a
utiliser dans des essais toxicologiques de référence avec cette
substance chimique ou avec d’autres.

% Dans des essais de 14 jours faisant appel a de 1’acide
borique, réalisés avec F. candida selon la méthode d’essai
décrite ici pour les essais toxicologiques de référence, Becker-
van Slooten et coll. (2003) ont obtenu des CLs, 14 jours de
800 et 663 mg d’acide borique par kilogramme de sol (masse
séche) pour un sol artificiel et un sol argilo-loameux prélevé
sur le terrain non contaminé, respectivement. Ces résultats
sont pres de deux fois inférieurs a ceux obtenus pour les CLs
7 jours avec la méme espéce et les mémes sols (1 521 et

1 590 mg d’acide borique par kilogramme de sol (masse
séche) pour le sol artificiel et le sol argilo-loameux,
respectivement). Dans les essais de 14 jours, les
concentrations d’essai utilisées étaient de 0, 190, 270, 370,
520, 730, 1 020, 1 430 et 2 000 mg d’acide borique par
kilogramme de sol (masse séche) pour les essais avec le sol
artificiel et de 0, 90, 130, 200, 300, 440, 670, 1 000 et

1 500 mg d’acide borique par kilogramme de sol (masse
séche) pour ceux avec le sol argilo-loameux. L’annexe H du
présent document renferme des conseils sur le choix d’une
série appropriée de concentrations d’essai (en supposant une
réponse en fonction du logarithme de la concentration) a
utiliser dans des essais toxicologiques de référence avec cette
substance chimique ou avec d’autres.
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du toxique de référence devrait étre comparée aux
limites établies sur la carte; la CLs, est jugée
acceptable si elle se trouve a I’intérieur des limites
de controle.

On devrait se servir du logarithme de la
concentration (y compris de la CLsg) dans tous les
calculs de moyennes et d’écarts types ainsi que
dans toutes les constructions graphiques. Cette
pratique refléte simplement une adhésion a
I’hypothese selon laquelle chaque CLsg a été
estimée en fonction des logarithmes des
concentrations. On peut construire la carte de
contrdle en reportant les valeurs logarithmiques de
la moyenne et de £2 ET sur du papier graphique a
¢chelle arithmétique, ou en convertissant ces
données en valeurs arithmétiques et en les reportant
sur un papier graphique a échelle logarithmique ou
semi-logarithmique. Si les CLsy n’obéissent pas a
une distribution log-normale, il pourrait s’avérer
préférable d’opter pour une moyenne et un écart
type arithmétiques.

Pour chaque CLs, successive du toxique de
référence, on devrait recalculer la moyenne des
valeurs de log(CLs) connues ainsi que les limites
de contrdle supérieure et inférieure (2 ET) jusqu’a
ce que les statistiques se stabilisent (EC, 1995,
1997a, b, 2001, 2004a, 2005a). Si une CLs
particuliére tombe a I’extérieur de ces limites,

il convient de mettre en doute la sensibilité des
organismes d’essai, de méme que 1’exécution et la
précision de I’essai. Etant donné que cette situation
peut se produire dans 5 % des cas par le simple jeu
du hasard, I’obtention d’une seule valeur aberrante
de la CLs n’est pas nécessairement un signe de
sensibilité¢ anormale de 1’¢élevage de collemboles
ou de précision insatisfaisante des données
toxicologiques; c’est seulement un avertissement.
Si le cas se produisait, on devrait alors procéder a
un examen approfondi de toutes les conditions
d’¢élevage et méthodes d’essai. Selon le cas, il
pourrait &tre nécessaire de répéter I’essai
toxicologique de référence, d’établir un nouvel
¢levage, de choisir des collemboles provenant
d’un autre €élevage ou de se procurer une nouvelle
population d’organismes d’essai d’une source
extérieure avant d’entreprendre d’autres essais
toxicologiques.

Par ailleurs, le fait que les résultats soient tous
a I’intérieur des limites de contrdle n’est pas



nécessairement un gage de la cohérence des
résultats obtenus par le laboratoire. Des données
historiques extrémement variables pour un toxique
de référence donné élargiraient les limites de
controle de 95 % a un point tel qu’un nouveau
résultat d’essai pourrait se trouver a I’intérieur

des limites, tout en représentant une variation
indésirable dans les résultats de I’essai. C’est
pourquoi Environnement Canada (EC, 1995,
2005b) propose comme limite raisonnable un
coefficient de variation (CV) d’au plus 30 %, et de
préférence de 20 % ou moins, pour la moyenne des
valeurs de log(CLs) connues (v. paragraphe
précédent). Aux fins de la présente méthode d’essai
biologique, on recommande d’adopter un CV d’au
plus 30 % pour les données historiques moyennes
dérivées d’essais toxicologiques de référence
effectués avec de I’acide borique.

Les concentrations du foxique de référence dans
toutes les solutions meres peuvent &tre mesurées
par des méthodes d’analyse chimique appropriées
[p. ex. des méthodes faisant intervenir la
spectrophotométrie d’émission atomique a 1’aide
d’un plasma induit par haute fréquence
(SEA/PIHF), pour la concentration du bore]. Pour
préparer les concentrations d’essai du toxique de
référence dans un sol, on ajoute une quantité
mesurée de solution mére au sol témoin négatif®® et
on mélange soigneusement®®. Une fois les mélanges

% La sous-section 6.2 intitulée Préparation des mélanges
destinés aux essais contient un exemple montrant les quantités
d’eau d’essai et d’acide borique qui doivent étre ajoutées au
sol artificiel pour préparer un traitement donné en vue d’un
essai toxicologique de référence avec une concentration
donnée d’acide borique dans le sol artificiel. Les calculs
indiqués dans cet exemple montrent la quantité d’eau
nécessaire pour ajuster la teneur en humidité du sol artificiel
a un pourcentage donné (70 %) de la CRE du sol, en tenant
compte du volume de la solution mére d’acide borique dans
I’ajustement global de la teneur en humidité du sol.

5 Une méthode acceptée consiste 4 ajouter un volume calculé
au préalable de solution mére (a I’aide de pipettes
volumétriques et/ou graduées) dans un flacon Erlenmeyer,

a diluer jusqu’a un trait de jauge avec de I’eau désionisée et a
ajouter ensuite au sol un volume mesuré de cette préparation.
On rince le flacon trois fois avec de I’eau désionisée et on
ajoute la ringure au sol, apres quoi on mélange soigneusement
(pendant environ 3 min) le mélange de sol et de solution mére
a I’aide d’un mélangeur mécanique (p. ex. un malaxeur
manuel avec des fouets en acier inoxydable) jusqu’a obtention
d’un sol d’aspect homogene des points de vue de la couleur,
de la texture et de la teneur en humidité. Pendant le mélange,
le sol contenu dans le bol du malaxeur devrait étre brassé par
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de toxique de référence et de sol préparés, il est
recommandé¢ de prélever au moins des aliquotes du
sol témoin négatif et des traitements représentatifs
des concentrations faibles, moyennes et élevées®’.
Chaque aliquote devrait étre soit analysée
immédiatement, soit conservée en vue d’une
analyse ultérieure (a la fin de 1’essai), si la CLs

7 jours ou 14 jours calculée en fonction des
concentrations nominales se situe en dehors des
limites de contrdle. Les aliquotes doivent étre
entreposées dans 1’obscurité a 4 + 2 °C. Les
aliquotes conservées en vue d’une analyse
chimique ultérieure devraient étre analysées peu

de temps apres la fin de I’essai toxicologique de
référence. Le calcul de la CLs, 7 jours ou 14 jours
devrait se fonder sur les concentrations mesurées si
celles-ci sont passablement différentes (soit >20 %)
des valeurs nominales et si I’exactitude des
analyses chimiques est satisfaisante.

Si on utilise de I’acide borique comme toxique de
référence, la méthode d’analyse décrite ci-apres
s’applique (MEEO, 1996). Un sous-échantillon de

1 a 5 g de sol enrichi d’acide borique est séché a
105 °C jusqu’a obtention d’une masse constante.
On extrait ensuite une aliquote de 1 g a I’aide d’une
solution de CaCl, 0,01 M en faisant bouillir une
suspension de sol dans 50 mL de cette solution
d’extraction et en ajoutant une quantité
supplémentaire de cette solution pour rajuster le
volume final a 50 mL. L’extrait de 50 mL est
ensuite filtré a travers un filtre Whatman™® n° 4,
puis dilué jusqu’a obtention d’un volume final de
100 mL. Un échantillon témoin est préparé de la
méme manicre. On analyse ensuite le filtrat par la
méthode SEA/PIHF afin de déterminer la
concentration de bore élémentaire. La concentration
d’acide borique dans le sol est calculée a I’aide de
I’équation suivante :

intermittence a 1’aide d’une grosse cuillére en acier inoxydable
afin de faciliter I’homogénéisation.

%7 Si la CLs, pour chaque essai toxicologique de référence doit
étre fondée sur les concentrations mesurées, il est recommandé
de prélever et d’analyser au moins une aliquote du mélange de
substance chimique et de sol représentative de chaque
concentration d’essai. Toutefois, si la CLs, pour chaque essai
est fondée sur les concentrations nominales, il est recommandé
de prélever et d’analyser des aliquotes représentatives au
moins des concentrations faibles, moyennes et élevées.



acide borique (mg/kg, masse séche) =
ug B/mL (mesuré) x vol. final (mL) X MM,cie borique/MMpore X 10°
1000 (pg) x masse de I’échantillon (mg, masse séche)

Il a été démontré que, dans la plupart des cas, le
seuil de détection pour I’acide borique dans le sol
est de 1 mg d’acide borique par kilogramme de sol
(masse seche) (Stephenson, 2003b).

En plus d’effectuer des essais de 1étalité aigué avec
un toxique de référence, tout laboratoire menant des
essais de 21 ou 28 jours avec des échantillons de
sol contaminé (prélevé sur le terrain ou enrichi
d’une substance chimique) devrait également
réaliser un ou plusieurs essais de 21 ou 28 jours
avec son ou ses ¢levages de F. fimetaria ou de

F. candida et d’O. folsomi, respectivement, en
utilisant un toxique de référence. Conformément
aux orientations données dans EC (2004a, 2005a),
ces essais devraient étre effectués au moins deux
fois par an ou, lorsque les essais de toxicité d’un sol
contaminé sont moins fréquents, en parall¢le avec
chaque essai définitif de toxicité d’un sol. Les
modes opératoires et les conditions a appliquer

a ces essais toxicologiques de 21 ou 28 jours
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devraient étre conformes a ceux décrits dans la
section 4 du présent document. On devrait
comparer toute donnée relative a un parametre
biologique (CLsy 21 ou 28 jours et/ou Cly; v. 4.8)
aux valeurs obtenues antérieurement pour les
mémes especes, par le méme laboratoire et pour

le méme toxique de référence. Ces essais et cette
comparaison permettent d’obtenir 1’assurance que
les conditions et les méthodes d’essai du
laboratoire, dans I’exécution d’un essai de 21

ou 28 jours, sont adéquates, et de vérifier que la
réaction a long terme des collemboles au toxique de
référence n’a pas sensiblement changé par rapport a
leur réaction dans des essais a long terme que le
laboratoire a effectués antérieurement avec cette
substance chimique. L’acide borique additionné a
un sol artificiel est le toxique de référence
recommandé pour cet essai de 21 ou 28 jours®.

% Des résultats similaires ont été obtenus dans trois études
comportant des essais toxicologiques de référence de 21 jours
(pour F. fimetaria), 28 jours (pour F. candida) et 35 jours
(pour O. folsomi) avec de 1’acide borique, réalisées par
Stampfli et coll. (2005), Becker-van Slooten et coll. (2003)

et ESG et Aquaterra Environmental (2003), respectivement,
selon la méthode d’essai biologique décrite ici. Les résultats
de trois essais effectués pour déterminer le nombre de
descendants vivants ont donné des Cls, de 179 et 188 mg
d’acide borique par kilogramme de sol artificiel (masse séche)
pour F. fimetaria, et de 147 et 503 mg d’acide borique par
kilogramme de sol artificiel (masse seéche) pour F. candida

et O. folsomi, respectivement. Dans trois essais additionnels
réalisés avec un sol témoin négatif argilo-loameux, les
données relatives au nombre de descendants vivants nés
pendant ces trois essais ont permis de calculer des Cls, de 77,
169 et 113 mg d’acide borique par kilogramme de sol argilo-
loameux (masse séche) pour F. fimetaria, F. candida

et O. folsomi, respectivement. Stampfli et coll. (2005) et
Becker-van Slooten et coll. (2003) ont utilisé¢ les
concentrations d’acide borique suivantes pour calculer les
parametres sublétaux dans les essais de 21 et 28 jours avec ce
toxique de référence pour F. fimetaria et F. candida : 0, 20,
35, 50, 80, 120, 180, 270 et 400 mg/kg de sol (masse séche). 11
est recommandé d’utiliser une fourchette plus large (basée sur
une série logarithmique de concentrations; v. annexe H)
comprenant une ou deux concentrations d’essai plus élevées
pour des essais futurs qui seront utilisés afin de calculer les
parametres 1étaux et sublétaux. Dans des essais réalisés sur

O. folsomi afin de calculer les paramétres 1étaux et sublétaux
pour une exposition de 35 jours a ce toxique de référence,
ESG et Aquaterra Environmental (2003) ont utilisé les
concentrations d’acide borique suivantes : 0, 50, 75, 125, 250,
500, 650, 850, 1 000 et 1 500 mg/kg de sol.



Section 5

Modes opératoires particuliers pour la mesure de la toxicité d’un sol
ou d’un matériau particulaire semblable prélevé sur le terrain

La présente section contient des directives
particuliéres sur la préparation et la mise a 1’essai
d’échantillons de sol (de site) ou de matériau
particulaire semblable prélevé sur le terrain.

Ces directives complétent celles énoncées a la
section 4.

Des instructions détaillées sur le prélévement,

la manipulation, le transport, I’entreposage et
I’analyse d’échantillons de sol prélevés sur le
terrain sont données dans un certain nombre de
rapports portant sur ces questions (p. ex. Klute,
1986; van Ee et coll., 1990; Webster et Oliver,
1990; USEPA, 1991; Keith, 1992; Carter, 1993;
MAAARO, 1999). En I’absence d’instructions
spécifiques d’Environnement Canada sur ces sujets,
on devrait consulter ces rapports et s’y conformer
(a titre de complément aux présentes) lorsqu’on
veut prélever des échantillons de sol sur le terrain et
les préparer en vue d’essais toxicologiques sur des
collemboles a I’aide de la méthode d’essai
biologique décrite ici.

5.1 Prélevements

Crépin et Johnson (1993) présentent une synthese
utile du plan d’échantillonnage et des techniques

a utiliser pour le prélévement sur le terrain. Les
¢tudes sur le terrain de la toxicité d’un sol au
moyen d’essais biologiques sur des collemboles
et/ou d’autres organismes appropriés associés au
sol (p. ex. EC, 2004a, 2005a) font souvent partie
d’études plus vastes. De telles études sont
susceptibles d’inclure une batterie d’essais
toxicologiques des sols, accompagnée d’évaluations
de la bioaccumulation de contaminants, d’analyses
chimiques, d’études biologiques d’organismes de
I’épifaune et/ou de I’endofaune et, parfois, d’une
compilation de données géologiques et
hydrographiques. On peut améliorer les corrélations
statistiques et réduire les colits en prélevant
simultanément tous les échantillons requis pour ces
divers essais, analyses et collectes de données.

On pourrait prélever les échantillons de sol qui
seront utilisés dans la méthode d’essai biologique
décrite ici (section 4) selon une fréquence réguliére
(trimestrielle, semestrielle ou annuelle) sur un
certain nombre de sites contaminés ou susceptibles
d’étre contaminés, a des fins de surveillance et
d’application de la loi. Les échantillons pourraient
aussi étre prélevés une seule fois ou a plusieurs
reprises, dans le cadre d’études sur le terrain, pour
définir la qualité spatiale (horizontale ou verticale)
ou temporelle du sol. Pour chaque prélévement sur
le terrain, on devrait également prendre, d’un ou de
plusieurs sites, des échantillons de sol de référence
(qu’on présume non contaminé)®.

Le nombre de stations d’échantillonnage et le
nombre d’échantillons de répétition par station sont
propres a chaque étude. Pour les déterminer, on
devra dans la plupart des cas faire des compromis
entre les diverses contraintes d’ordre logistique et
pratique (comme le temps et le colt) et les
exigences statistiques. Webster et Oliver (1990),
Crépin et Johnson (1993) et MAAARO (1999)
offrent des conseils au sujet du plan
d’échantillonnage; van Ee et coll. (1990) et USEPA
(1991) traitent des questions relatives a I’assurance
de la qualité et au controle de la qualite.

Pour certaines activités de surveillance et
d’application réglementaire, on devrait prélever
plusieurs répétitions (c.-a-d. des échantillons de
carottes ou des échantillons ponctuels distincts

% Idéalement, les échantillons de sol de référence sont
prélevés prés du ou des sites préoccupants. Ce sol devrait
posséder des caractéristiques géochimiques (p. ex. texture,
teneur en carbone organique, teneur en matiere organique,
pH) semblables a celles du ou des sols d’essai prélevés sur le
terrain, mais étre exempt de contaminants anthropiques. Il
n’est pas rare que les sites de référence adjacents soient eux
aussi quelque peu contaminés par des substances chimiques
d’origine anthropique. Dans certains cas, le sol de référence
peut se révéler toxique ou étre inutilisable dans un essai de
toxicité d’un sol a cause de ses propriétés physiques,
chimiques ou biologiques naturelles.



provenant du méme site) a chaque station
d’échantillonnage, y compris une ou plusieurs
stations de référence. On devrait évaluer la toxicité
de chacune de ces répétitions de terrain pour les
collemboles dans >5 récipients d’essai par
répétition (v. 4.1)°. Le recours a ’analyse de
puissance (v. 5.5.2) avec des valeurs des parameétres
obtenues dans des essais antérieurs de méme type,
effectués avec des échantillons provenant du méme

7 On peut prévoir un plus grand nombre de répétitions pour
satisfaire aux objectifs spécifiques de 1’étude, comme ceux
définis pour le volet I (c.-a-d. les essais préliminaires sur un
sol de site) dans le cadre recommandé pour les évaluations
toxicologiques a I’appui de 1’établissement d’objectifs donnés
de décontamination d’un sol renfermant des hydrocarbures
pétroliers (GCTEco, 2006).

Ce cadre, qui vise I’évaluation de la toxicité de lieux
contaminés, comporte deux volets; le premier comprend des
essais préliminaires sur un sol de site a 1’aide d’échantillons
de sol non dilués représentatifs du lieu a 1’étude. Les essais
préliminaires visent les buts suivants : 1) déterminer
rapidement si un effet toxique est associ¢ a une exposition a
court terme (aigué) des organismes d’essai; 2) en I’absence

de toxicité aigué, poursuivre 1’essai pour évaluer la toxicité
chronique associée a une exposition prolongée des organismes
d’essai au sol de site. Le responsable de 1’essai peut donc
choisir d’appliquer le plan d’expérience aux essais a
concentration unique décrits dans la présente méthode et
préparer des répétitions supplémentaires afin de relever
d’éventuelles réactions aigués (c.-a-d. la mortalité) t6t dans
’essai (c.-a-d. les jours 7 ou 14). Si une réaction aigué
survient tot dans 1’essai, ce dernier peut prendre fin aprés 7

ou 14 jours; toutefois, si aucune mortalité aigu€ n’est
observée, les répétitions qui restent (>5) sont utilisées en 1’état
pour évaluer la foxicité chronique associée a une exposition
prolongée au sol de site. Cette méthode ne sert qu’a déterminer
si une réaction aigué est possible. Elle ne convient pas a la
définition des objectifs de décontamination ou
d’assainissement.

Le volet IT du cadre fait appel a des essais a concentrations
multiples pour déterminer le degré de toxicité. Comme il est
indiqué en 4.1, un essai préliminaire peut s’avérer utile — il
est recommandé dans le cadre — pour déterminer la gamme
des concentrations avec effet (c.-a-d. réduire la plage des
concentrations a employer pour un essai de toxicité chronique
définitif). Comme il est indiqué pour les essais a concentration
unique, des répétitions supplémentaires peuvent étre préparées
dans un essai a concentrations multiples définitif pour
déterminer si une réaction aigué (c.-a-d. la mortalité) peut
survenir tot dans 1’essai. Comme dans le cas des essais
préliminaires, les essais définitifs peuvent étre de courte durée
(ils prennent fin dés 1’apparition d’une réponse toxique aigué)
ou de longue durée (ils permettent alors de recueillir des
données quantitatives) (GCTEco, 2006).
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site ou de sites similaires, permettra de déterminer
s’il est nécessaire d’ajouter des répétitions de
laboratoire pour chaque répétition de terrain.

Certains tests statistiques requierent de leur coté

un nombre minimal de répétitions. Dans d’autres
situations (p. ex. des études préliminaires ou
exhaustives sur la répartition spatiale de la toxicité),
le plan expérimental pourrait ne demander qu’un
seul échantillon par station, auquel cas I’échantillon
serait normalement homogénéisé et réparti dans

5 récipients de répétition. Cette dernicre fagon de
procéder ne permet pas de déterminer la toxicité
moyenne en un lieu d’échantillonnage (station)
donné et il est alors impossible d’établir si une
station est différente de la station témoin ou de

la station de référence, ou de tout autre lieu
d’échantillonnage. Cela dit, il demeure possible

de comparer statistiquement la toxicité de
I’échantillon en question a celle de 1’échantillon
témoin ou de I’échantillon de référence, ou a celle
d’un ou de plusieurs échantillons provenant
d’autres endroits. Il est important de retenir qu’une
ou des conclusions éventuelles au sujet de possibles
différences, découlant de 1’évaluation
d’échantillons de terrain sans répétitions, ne
permettent pas de tirer de conclusions au sujet des
lieux d’échantillonnage.

Les échantillons de so/ de référence devraient étre
prélevés sur des sites ou le sol présente des
propriétés géochimiques semblables a celles du sol
d’essai. Dans les cas ou la pollution (p. ex. due a
des boues d’épuration ou industrielles) est
responsable de la teneur élevée des sols d’essai en
carbone organique, il pourrait ne pas étre indiqué
d’apparier la teneur en carbone organique total ou
la teneur en maticre organique. Pour faciliter le
choix des sites appropriés pour le prélévement d’un
sol de référence, il est utile de procéder a des études
préliminaires afin d’évaluer la toxicité et les
propriétés géochimiques du sol de la ou des régions
préoccupantes et de lieux voisins.

On peut prélever des échantillons de boues
ménageres ou industrielles (p. ex. boues
d’épuration, stériles miniers égouttés ou biosolides
d’un clarificateur industriel ou d’un bassin de
décantation) pour en évaluer les effets toxiques
sur les collemboles et effectuer des analyses des
contaminants ou des propriétés géochimiques. On
peut également prélever des échantillons d’autres



déchets particulaires dont on envisage I’épandage
sur le sol, afin d’en évaluer la toxicité et les
propriétés physicochimiques.

Des conseils relatifs a divers plans et modes
d’échantillonnage du sol peuvent étre trouvés dans
la documentation technique (p. ex. Petersen et
Calvin, 1986; Keith, 1992; Crépin et Johnson,
1993). Les modes de prélévement d’échantillons
(carottage, échantillonnage ponctuel, échantillons
composites) dépendent des objectifs de 1’étude

et de la nature du sol ou des autres matériaux
particulaires recueillis. On utilise fréquemment une
pelle, une tariére ou un carottier (de préférence en
acier inoxydable) pour prélever les échantillons de
sol (ASTM, 1999b).

La surface a I’endroit ou 1’échantillon de sol sera
prélevé devrait étre débarrassée des débris tels que
brindilles, feuilles, cailloux, chaume et détritus. Si
la surface est recouverte de graminées ou de plantes
herbacées, celles-ci devraient étre coupées au ras
du sol et arrachées avant le prélévement de
I’échantillon. La végétation devrait étre éliminée
de maniére a enlever le moins possible de particules
du sol avec les racines. Dans le cas ou la masse
racinaire est dense (p. ex. en présence de
graminées), il est conseillé d’arracher les racines et
de les secouer vigoureusement afin de faire tomber
les particules de sol qui adherent aux racines. Les
¢chantillons de sol destinés a des essais
toxicologiques et a des analyses chimiques
devraient étre prélevés a une ou plusieurs
profondeurs représentatives de la ou des couches
préoccupantes (p. ex. couche superficielle ou
couches plus profondes de sol ou de sous-sol si on
pense que d’anciens dépots de contaminants
peuvent poser des problémes).

Avant d’entreprendre un programme
d’échantillonnage, on devrait calculer le volume de
sol requis par échantillon. Ce calcul devrait tenir
compte des quantités exigées pour préparer les
répétitions de laboratoire destinées aux essais de
toxicité du sol et pour déterminer la composition
granulométrique, la teneur en carbone organique
total, la teneur en matiere organique, la teneur en
humidité et d’autres propriétés chimiques
particuliéres. Normalement, il est nécessaire de
prélever au moins 2 a 3 kg de sol par échantillon,
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mais ce volume peut changer selon les objectifs et
le plan de I’étude (p. ex. essai a concentration
unique ou a concentrations multiples), selon le type
des analyses chimiques a effectuer et aussi,
éventuellement, selon la nature du sol (p. ex. s’il
faut €liminer un exces d’eau et/ou des débris au
laboratoire, le volume de I’échantillon risque d’étre
réduit). Pour obtenir le volume requis, il est souvent
nécessaire de combiner des sous-échantillons
prélevés a 1’aide du dispositif d’échantillonnage
choisi. On devrait employer la méme méthode de
prélevement a tous les sites d’échantillonnage.

5.2 Etiquetage, transport, entreposage
et analyse des échantillons

Les contenants choisis pour transporter et
entreposer les échantillons de sol ou d’un autre
matériau particulaire prélevé sur le terrain doivent
étre faits d’une matiére non toxique. Le choix du
contenant dépend a la fois du volume de
I’échantillon et de 1’'usage qu’on prévoit en faire.
Ces contenants doivent étre neufs ou nettoyé€s en
profondeur, ou comporter une doublure intérieure
en plastique de haute qualité. On emploie
habituellement des sacs en plastique épais

[p. ex. 4 mils (101,6 um)] pour le transport et
I’entreposage des échantillons. Si on utilise des sacs
en plastique, il est recommandé de placer chaque
sac dans un second contenant opaque propre (p. ex.
une glaciere ou un seau en plastique muni d’un
couvercle) afin d’éviter que le sac ne se déchire ou
n’éclate sous I’effet du poids de 1’échantillon et
pour garder ce dernier dans 1’obscurité durant le
transport (ASTM, 1999b). Les contenants ou
doublures en plastique ne devraient pas étre utilisés
s’il y a des risques que le plastique ait une
incidence sur les caractéristiques du sol (p. ex.
risques de lixiviation de composants de la matiere
plastique dans le sol).

L’espace occupé par I’air dans le contenant utilisé
pour le transport et I’entreposage de 1’échantillon
devrait étre réduit au minimum (p. ex. en
comprimant le sac rempli ou partiellement rempli et
en le fermant avec un ruban adhésif). Tout de suite
apres avoir rempli les contenants, on doit les sceller
et les étiqueter ou les coder. Les étiquettes et les
registres préparés a ce moment-la doivent indiquer
au moins le type de prélévement (p. ex. échantillon



ponctuel, carotte, échantillon composite), 1’origine
de I’échantillon, I’emplacement exact, I’utilisation
des terres, le nombre de répétitions et la date de
prélevement; le nom et la signature de la ou des
personnes ayant effectué le prélévement doivent
aussi figurer sur les étiquettes et les registres. On
recommande également que les éléments ci-dessous
soient consignés en détail par les personnes
chargées du prélevement :

* la nature, I’aspect et le volume de chaque
échantillon;

+ le dispositif et la méthode de prélevement;

* les méthodes utilisées pour préparer des
¢chantillons composites ou des sous-échantillons
des échantillons prélevés sur le terrain par
carottage ou par échantillonnage ponctuel;

* le nombre de répétitions prises a chaque station
d’échantillonnage;

* le calendrier des prélévements;

* le type et le nombre de contenants utilisés pour
transporter les échantillons;

* toute mesure effectuée sur le terrain (p. ex.
température, pH, teneur en humidité du sol);

* les méthodes et conditions connexes au
refroidissement et au transport des échantillons;

* des observations relatives aux conditions
environnementales au moment du prélévement
(p. ex. pluie);

* des observations relatives a la faune endogene
et a la végétation au lieu du prélevement.

Les échantillons de sol ne devraient pas étre
exposés au gel ou a une chaleur excessive pendant
le transport ou I’entreposage. Il est recommandé de
conserver les échantillons dans 1’obscurité (dans
des contenants ne laissant passer aucune lumiére
tels que des glaciéres ou des seaux en plastique
munis d’un couvercle) durant le transport, surtout
s’ils risquent de contenir des HAP ou d’autres
substances ou produits chimiques susceptibles de
réagir a la lumicre ou d’étre altérés s’ils sont
exposés a la lumicere solaire. On devrait utiliser au
besoin des sachets réfrigérants, de la glace ou tout
autre moyen de réfrigération pour faire en sorte que
I’échantillon ou les échantillons soient maintenus
au frais (p. ex. 7 = 3 °C) durant le transport.

La date de réception du ou des échantillons au
laboratoire doit étre consignée. La température de
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I’échantillon a I’arrivée au laboratoire devrait
¢galement étre mesurée et notée. Les échantillons
qu’on prévoit entreposer pour un usage ultérieur
doivent étre conservés dans des contenants
hermétiques. Si le sol renferme des contaminants
volatils ou que ceux-ci soulévent des
préoccupations particuliéres, on devrait purger tout
espace libre du contenant au moyen d’azote gazeux
avant de sceller le contenant. Les échantillons ne
doivent pas geler, ni complétement ni partiellement,
pendant le transport ou I’entreposage (sauf si on les
a prélevés a I’état congelé) et on ne doit pas les
laisser se déshydrater. Cela dit, si un ou plusieurs
échantillons sont saturés d’eau en exces lorsqu’ils
arrivent au laboratoire (p. ex. s’ils ont été prélevés
pendant une forte pluie), ils peuvent étre transférés
sur une feuille de plastique pendant un court laps de
temps (p. ex. une heure ou plus) afin que I’eau en
exces puisse s’écouler ou s’évaporer. Ils devraient
ensuite tre transférés de nouveau dans le ou

les contenants de transport ou dans un ou plusieurs
contenants hermétiques avant d’étre entreposés.

I1 est recommandé d’entreposer les échantillons
dans I’obscurité, a une température de 4 + 2 °C. Ces
conditions d’entreposage sont obligatoires lorsque
le sol renferme des HAP ou d’autres contaminants
photosensibles, ou si on sait que les échantillons
contiennent des composés volatils instables
préoccupants. On recommande de procéder aux
essais sur les échantillons de sol ou de matériau
particulaire semblable le plus rapidement possible
apres le prélevement. Les essais toxicologiques
devraient débuter dans les deux semaines apres le
prélévement, de préférence dans la premiére. Les
essais doivent étre entrepris au plus tard dans les
six semaines, a moins qu’il n’ait ét¢ établi que les
contaminants du sol sont anciens et/ou qu’ils ont
été altérés par le temps et que, partant, ils soient
jugés stables.

Il est conseillé de procéder a un tamisage par voie
séche (tamisage avec pressage manuel) des
¢échantillons a travers un tamis a grosses mailles

(~6 mm ) afin d’éliminer les grosses particules

(v. 5.3); le tamisage peut se faire sur le terrain. On
peut également éliminer les matiéres grossieres
indésirables (p. ex. gros graviers ou cailloux, débris
importants, gros macro-invertébrés indigénes ou
maticre végétale de grande dimension) sur le terrain



avant le transport de 1’échantillon. Au laboratoire,
chaque échantillon de sol prélevé sur le terrain

(y compris les échantillons de sol témoin négatif

et de sol de référence) devrait €tre soigneusement
mélangé (v. 5.3) puis réparti en sous-échantillons

en vue de sa caractérisation physicochimique, qui
doit comporter I’analyse des parameétres suivants :

* composition granulométrique (pourcentage
de sable, de limon et d’argile),

* teneur en carbone organique total (%),

* teneur en mati¢re organique (%),

* teneur en humidité (%),

* CRE (pourcentage en fonction de la masse séche
de sol),

* pH,

 conductivité.

Les caractéristiques suivantes devraient également
étre analysées :

* texture,

* capacité d’échange cationique,
* principaux cations,

* insecticides organophosphorés,
* insecticides organochlorés.

D’autres analyses pourraient étre effectuées :

* masse volumique apparente,

« fertilité,

 rapport C/N,

 carbone inorganique total,

* solides volatils totaux,

+ demande biochimique en oxygene,
+ demande chimique en oxygene,
 potentiel d’oxydoréduction,

* azote total,

* phosphore total,

* métaux,

* hydrocarbures pétroliers (y compris les HAP),
« divers herbicides.

A moins d’indication contraire, on devrait procéder
aux mémes analyses chimiques, physiques et
toxicologiques sur un sous-échantillon représentatif
de chaque répétition de sol prélevé sur le terrain

(y compris le sol de référence) préparée en vue
d’une étude donnée de la qualité du sol, de méme
que sur un ou plusieurs sous-échantillons de so/
témoin négatif.
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5.3 Préparation des échantillons en vue
des essais

Les échantillons de sol ou de déchets particulaires
prélevés sur le terrain ne doivent jamais étre
tamisés avec de 1’eau, car on éliminerait ainsi les
contaminants qui sont présents dans 1’eau de
porosité ou dont la sorption sur la matiere
particulaire est faible. Les gros graviers ou cailloux,
les débris, les macro-invertébrés indigenes ou la
matiere végétale devraient normalement étre
extirpés au moyen de pincettes ou avec les doigts
(auquel cas il faut porter des gants). Si un
¢chantillon donné contient beaucoup de débris

(p. ex. matiére végétale, copeaux de bois, verre,
plastique, gros graviers) ou de gros macro-
invertébrés, on peut les retirer en pressant le sol

a travers un tamis grossier (mailles de ~6 mm).

Les descriptions qualitatives de chaque échantillon
de sol d’essai prélevé sur le terrain devraient étre
consignées au laboratoire ou les essais sont réalisés.
On devrait ainsi décrire la couleur et la texture de
I’échantillon, de méme que les racines, les feuilles
et les organismes endogeénes macroscopiques
éventuellement présents dans 1’échantillon.

A moins d’indication contraire dictée par les
objectifs particuliers de la recherche ou de 1’étude,
tous les échantillons d’un matériau prélevé sur le
terrain devraient étre homogénéisés au laboratoire
avant de servir aux essais (USEPA, 1989)"". Le fait
de mélanger le sol peut cependant avoir une
incidence sur la concentration et la biodisponibilité
des contaminants présents dans le sol; c’est
pourquoi I’homogénéisation pourrait ne pas étre
souhaitable dans tous les cas.

Comme il est indiqué en 3.6, un ou plusieurs
¢chantillons de sol d’essai prélevé sur le terrain
pourraient étre soumis a des essais toxicologiques
réalisés avec une seule concentration
(habituellement 100 %) ou avec des concentrations
multiples. Dans ce dernier cas, on prépare les
concentrations en mélangeant des quantités

"1 est nécessaire d’homogénéiser les échantillons pour
notamment réintégrer dans le sol ’eau de porosité remontée a
la surface et redistribuer les composants qui se sont tassés ou
séparés en couches (selon la taille des particules) pendant le
transport ou I’entreposage.



mesurées du sol d’essai avec un sol témoin négatif
ou un sol de référence. Dans un essai a
concentrations multiples, il pourrait étre utile de
disposer de 9 concentrations du sol d’essai
(mélangé avec un sol témoin négatif ou un sol de
référence) couvrant la gamme de 100-1 %, comme
suit : 100 %, 80 %, 50 %, 30 %, 15 %, 7,5 %, 3 %,
1 % et 0 %.

Des conseils sur d’autres séries de concentrations
susceptibles d’étre aussi ou plus appropriées sont
donnés en 6.2, ou sont également présentées des
explications au sujet de la préparation de mélanges
qui pourraient en outre étre utilisés dans des essais
a concentrations multiples sur un ou plusieurs
¢chantillons de sol prélevés sur le terrain. Le lecteur
est invité a consulter la sous-section 4.1 pour des
conseils additionnels au sujet du choix des
concentrations d’essai. Dans tous les cas, I’essai
doit comprendre un traitement contenant seulement
un sol témoin négatif (v. 3.3).

Pour homogénéiser 1’échantillon, on conseille de le
transvaser dans un contenant rigide propre (p. ex.
un gros bol en acier inoxydable ou en plastique)
ou, pour de plus grandes quantités de sol, sur des
feuilles de plastique propres étalées sur le sol.
L’¢échantillon devrait étre mélangé manuellement (il
faut alors porter des gants ou bien on peut se servir
d’un ustensile non toxique comme une cuillére en
acier inoxydable) ou mécaniquement (p. ex. avec
un malaxeur portatif ménager réglé sur basse
vitesse ou un fouet utilisé pour battre les ceufs)
jusqu’a obtention d’une texture et d’une couleur
uniformes. Pendant I’homogénéisation, il faudrait
veiller a réduire au minimum I’impact de
I’opération sur la structure du sol et a ne pas
détruire complétement cette structure. Il est
conseillé d’arréter de mélanger dés que
I’échantillon semble avoir une couleur et une
texture uniformes.

Les conditions de mélange, incluant la durée et la
température, devraient étre aussi semblables que
possible pour tous les échantillons d’un essai
donné. Si on doute de I’efficacité de la méthode
utilisée, il est recommandé de prélever des
sous-échantillons du sol mélangé afin de déterminer
leur homogénéité individuelle (granulométrie,
substances chimiques étudiées et autres
caractéristiques). Tout liquide séparé de
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I’échantillon pendant son transport et/ou son
entreposage doit, si possible, lui étre réincorporé.

La structure du sol est un important facteur qui
influe sur la survie et la reproduction des
collemboles, et la teneur en humidité joue un role
décisif dans la détermination de cette structure. Il
existe une méthode qualitative, appelée « test de
compression » ou « test d’expression de
I’humidité », permettant de déterminer si un
échantillon de sol d’essai a atteint sa teneur
optimale en humidité.

En prévision des essais de toxicité, les responsables
des essais peuvent trouver utile d’appliquer cette
méthode lors du rajustement de la teneur en
humidité de chaque échantillon de sol d’essai a un
pourcentage donné de la CRE de I’échantillon

(v. les paragraphes qui suivent). Aprés avoir enfilé
un gant, il suffit de prélever au hasard un petit sous-
¢échantillon représentatif du sol d’essai, puis de le
comprimer légérement entre le pouce et I’index. Si
le sol exprime une petite quantité d’eau, c¢’est que
sa teneur en humidité est acceptable. S’il n’exprime
pas d’eau, le sol est sans doute trop sec. Et s’il
exprime une quantité notable d’eau, il est
probablement trop humide. Il est possible
d’effectuer ce test pendant I’essai’%; on peut aussi
peser les récipients d’essai pour déterminer la perte
d’eau (v. 4.6).

La teneur en humidité d’un échantillon donné de
sol d’essai préleve sur le terrain devrait étre
déterminée pendant la préparation de 1’échantillon,
puis uniformisée par hydratation du sol jusqu’a
obtention d’une teneur en humidité optimale
correspondant a un pourcentage de la valeur
préalablement établie de la CRE du sol.

Le pourcentage optimal de la CRE pour chaque
¢chantillon de sol prélevé sur le terrain doit étre
déterminé avant la préparation de 1’échantillon et le
démarrage de 1’essai. Pour ce faire, il faut

7 Le test est utile au cours des observations hebdomadaires
de I’humidité du sol pendant un essai de 21 ou 28 jours visant
a mesurer les effets de I’exposition a des échantillons du sol
d’essai. 11 devrait étre appliqué aux répétitions
supplémentaires préparées aux fins des analyses
physicochimiques; on veillera alors a ne blesser aucun
organisme d’essai (v. 4.6).



déterminer la teneur en humidité de chacun

des échantillons homogénéisés (c.-a-d. chaque
¢chantillon de sol d’essai, y compris le sol témoin
négatif) (v. 4.1 et 4.6). On doit ensuite établir la
CRE de chaque échantillon en appliquant une
méthode normalisée reconnue (des explications
sont données dans les trois paragraphes
commencant apres le paragraphe qui suit). On
hydrate ensuite un sous-échantillon de chaque
¢chantillon de sol jusqu’a obtention d’une
consistance grumeleuse homogene, avec des
grumeaux d’approximativement 3—5 mm de
diamétre”. A partir de la teneur en humidité initiale
de I’échantillon, de la CRE de 1’échantillon et du
volume d’eau ajouté pour obtenir la consistance
voulue du sol, on peut calculer la teneur en
humidité optimale de 1’échantillon et I’exprimer
sous la forme d’un pourcentage de la CRE pour
chaque sol’*. Une fois ce pourcentage cible (ou
optimal) de la CRE déterminé, on peut normaliser
la teneur en humidité de chaque échantillon de sol

" Dans une étude inédite, Environnement Canada [J.1. Princz,
comm. pers., Division des méthodes biologiques, Centre des
sciences et technologies environnementales, Ottawa (Ont.),
2004] a déterminé la teneur en humidité optimale pour chacun
des divers types de sol utilisés dans la mise au point de la
méthode d’essai biologique décrite ici (v. 3.3 et annexe G),
fondée sur un pourcentage de la CRE de chaque échantillon.
Le pourcentage optimal de la CRE de ces sols variait de
quelque 45-50 % pour le limon et les sols sablo-loameux

a 60 % pour le sol argilo-loameux. Ces valeurs ont été
considérées optimales puisque, a ces degrés de saturation,

le sol se mélangeait bien, présentait une teneur en humidité
adéquate d’aprés le « test de compression » et avait une
structure acceptable (la macro-agrégation résultante des
particules de sol était propice a la survie de collemboles

en santé). Les données d’expérience montrent que la teneur en
humidité réelle des sols d’essai hydratés jusqu’a obtention des
conditions optimales peut varier considérablement (p. ex. de
20 % pour le sol sablo-loameux a 50 % pour le sol argilo-
loameux), selon la masse volumique apparente et la CRE de
I’échantillon ou des échantillons de sol prélevés sur le terrain
et soumis a 1’essai (ESG et Aquaterra Environmental, 2002;
Becker-van Slooten et coll., 2003).

™ Pour les sols a forte teneur en tourbe (c.-a-d. ayant une CRE
extrémement élevée), la méthode de détermination du
pourcentage de CRE décrite ici peut étre inappropriée et
donner des résultats trompeurs. Dans de tels cas, la teneur
optimale en humidité peut étre estimée a I’ceil (1’échantillon
est hydraté jusqu’a obtention d’une consistance grumeleuse
homogene, avec des grumeaux d’approximativement 3—5 mm
de diametre), et la teneur en humidité est déterminée par la
suite et signalée comme telle (plutdt que sous forme de
pourcentage de CRE).
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d’essai (y compris le sol témoin négatif) selon la
teneur en humidité choisie (particuliere a
I’échantillon). On devrait ajouter de I’eau d’essai
(eau désionisée ou distillée) a chaque échantillon
dont la teneur en humidité est inférieure au
pourcentage optimal de sa CRE préalablement
¢tabli, jusqu’a obtention de cette teneur en
humidité” (Aquaterra Environmental, 1998a).

Si un échantillon est trop humide, il devrait étre
¢talé en une couche fine sur une feuille de plastique
propre (p. ex. un sac a déchets neuf ou un pare-
vapeur en plastique) ou sur un plateau propre fait
d’une matiére non réactive (p. ex. acier inoxydable
ou plastique) et laissé a sécher par évaporation a la
température ambiante (~20 °C)’%; il pourrait étre
nécessaire de le réhydrater jusqu’a ce que soit
atteint le pourcentage optimal de sa CRE
préalablement établi. Une fois la teneur en
humidité de 1’échantillon ajustée au pourcentage
désiré de sa CRE, la teneur en humidité (%) de
I’échantillon de sol hydraté doit étre déterminée et
cette valeur ainsi que le pourcentage de la CRE
doivent étre consignés.

La CRE (et son pourcentage optimal pour les essais
biologiques) d’un sol donné est généralement
caractéristique du type de sol. En derniére analyse,
elle est le résultat de I’interaction de nombreuses
variables associées a la structure du sol (p. ex.
micro/macro-agrégation, porosité, masse volumique
apparente, texture, teneur en matiere organique). Il
existe un certain nombre de méthodes pour

7 Certains responsables d’essais utilisent parfois une autre
méthode qui consiste & normaliser (et ajuster) la teneur en
humidité de chaque échantillon de sol prélevé sur le terrain
jusqu’a obtention d’une concentration fixe, telle que 35-45 %
de sa masse séche (ASTM, 1999b). Cependant, I’emploi de
cette méthode n’est pas recommandé ici du fait que certains
échantillons de sol prélevés sur le terrain peuvent sembler trés
humides, avec de 1’eau stagnante a la surface, apres une
hydratation a seulement 35—45 % de leur masse séche, tandis
que d’autres sols de site pourront sembler beaucoup plus secs
apres un méme degré d’hydratation (ASTM, 1999b).

76 Si on se préoccupe de la volatilisation des toxiques
éventuellement présents et/ou d’altérations de la nature du
toxique d’intérét en raison du processus d’asséchement, on
peut se tourner vers d’autres méthodes d’assechement du sol
et/ou examiner les effets de cet assechement sur la toxicité
du sol.



déterminer la CRE, mais la plupart de ces méthodes
exigent que les mesures soient effectuées sur un
¢chantillon de sol intact (p. ex. sur une carotte de
sol) préleve de telle sorte que les caractéristiques
du sol (agrégations structurales, porosité, masse
volumique apparente, texture et teneur en matiere
organique) soient préservées. L’'USEPA (1989) a
¢tabli une méthode qui convient aux essais
toxicologiques sur des matériaux non consolidés
(comme les échantillons de sol prélevés sur le
terrain qui ont été séchés, tamisés et homogénéisés
ou les échantillons de sol préparés au laboratoire a
partir des constituants)’’. Cette méthode est
résumée ci-apres.

Dans cette méthode, on dépose ~130 g (masse
humide) de 1’échantillon sur un plateau en
aluminium ou dans une boite de Petri (15 x 1 cm)
et on fait sécher a 105 °C jusqu’a obtention d’une
masse constante (il faut compter habituellement au
moins 24 h). On place ensuite 100 g du sol séché
au four dans un bécher en verre de 250 mL et on
ajoute 100 mL d’eau distillée ou désionisée. 11 faut
ensuite brasser soigneusement la suspension avec
une tige de verre. On plie ensuite un papier filtre
(papier crépé de marque Fisherbrand, de porosité
grossiére P8 et de 185 mm de diamétre, n® de
catalogue 09-790-12G) qu’on place dans un
entonnoir en verre (diametre supérieur intérieur de
100 mm et longueur de tige de 95 mm) de telle
sorte que le papier filtre plié coincide avec le bord
supérieur de I’entonnoir. A I’aide d’une pipette, on

"7 Certains participants a Iatelier sur les essais de toxicité de
sols organisé par Environnement Canada & Vancouver (C.-B.),
en février 2003, considéraient que la méthode consistant a
déterminer la CRE et un pourcentage de cette capacité était la
plus appropriée pour exprimer la teneur en humidité d’un sol
(EC, 2004b). Un programme expérimental a donc été mis sur
pied pour comparer deux méthodes différentes d’estimation de
la CRE du sol [soit la méthode décrite a I’annexe C d’ISO
(1999) ou celle présentée dans USEPA (1989)] ainsi qu’une
méthode légérement différente dans laquelle la teneur en
humidité du sol est exprimée sous forme de pourcentage de
I’espace interstitiel du sol rempli d’eau. Les résultats de cette
étude ont montré que chaque méthode présente des avantages
et des inconvénients; cela dit, ¢’est la méthode de ’USEPA
(1989) qui a été privilégiée pour mesurer la CRE dans les
méthodes d’essai de toxicité de sols recommandées par
Environnement Canada dans le but d’ajuster (le cas échéant)
la teneur en humidité des échantillons de sol (Becker-van
Slooten et coll., 2004).

mouille le papier filtre sur toute sa surface en
ajoutant lentement 9 mL d’eau distillée ou
désionisée, apres quoi on pese I’entonnoir et le
papier filtre mouillé. Pour obtenir la masse initiale
de I’ensemble entonnoir, papier filtre mouillé et sol
sec (« I » dans I’équation 1 ci-dessous), on ajoute la
masse du sol sec (100 g) a la masse de 1’entonnoir
et du papier filtre mouillé.

On place ensuite 1’entonnoir dans un flacon
Erlenmeyer de 500 mL et on verse lentement la
suspension de sol sur le papier filtre mouillé. Tout
sol restant sur les parois du bécher ou sur la tige de
verre est rincé dans 1’entonnoir avec la plus petite
quantité d’eau nécessaire pour que toute la matiere
solide soit entrainée sur le filtre. Il faut ensuite bien
couvrir I’entonnoir avec une feuille d’aluminium et
laisser 1’eau s’€couler pendant trois heures a la
température ambiante. Aprés trois heures, on pése
I’entonnoir contenant le papier filtre mouillé et le
sol humide. La masse obtenue représente la masse
finale de I’ensemble entonnoir, papier filtre mouillé
et sol (humide) (« F » dans I’équation 1).

La CRE du sous-échantillon de sol contenu dans
I’entonnoir, exprimée sous forme de pourcentage
de la masse seéche du sol, est calculée a 1’aide de

I’équation suivante :

F-1

CRE = x 100 [équation 1]

S

ou :

CRE = capacité de rétention d’eau (%)

F = masse de 1’ensemble entonnoir, papier
filtre mouill¢ et sol humide

I = masse de 1’ensemble entonnoir, papier
filtre mouillé et sol sec

S = 100 g (masse seche du sol)

La CRE de chaque échantillon de sol/ d’essai
devrait faire I’objet d’une triple détermination,
a I’aide de trois sous-échantillons.
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Le pourcentage d’eau (Pg) ajouté a un échantillon de sol prélevé sur le terrain pour obtenir I’hydratation
désirée (soit le pourcentage optimal de la CRE) peut étre calculé comme suit”® :

™ L’exemple suivant illustre les calculs relatifs a I’hydratation d’échantillons de sol contaminé prélevés sur le terrain et d’un sol
témoin négatif, associés a la préparation d’une concentration d’essai de 25 % en vue d’un essai sur la survie et la reproduction de
collemboles comportant trois répétitions par traitement.

Hypothéses :
Sol n° 1 : sol témoin négatif (tn) Sol n’ 2 : sol contaminé (c) H = masse humide du substrat (g)
H,, =23934¢ H, =7,0575¢g S = masse seche du substrat (g)
S =19108¢ S =56174¢ CRE = capacité de rétention d’eau (% de la
CREm = 80,30 % CREC = 67,10 % masse séche)
Pcrem =60,00 % Pcree =40,00 % Lo
P = pourcentage de la CRE désiré (%
TH,  =2526% TH, =25,64% cre T PouTeeniag %)
Pew =22.92 % Pg. =1,20% TH = teneur en humidité initiale
V)
Mg = 63,75 g masse séche Mg, = 21,25 g masse séche du substrat (%)
Vim =14,61 mL Ve =0,26 mL P = pourcentage d’eau a ajouter au sol (%)
Mum =79,85 g masse humide M. = 26,70 g masse humide Ms = masse totale de sol exigée pour I’essai
(exprimée sous forme de masse seéche)
TH =LH=8)/8]x 100 [eq“at?"n 1] Ve = volume d’eau a ajouter au sol (mL)
Pe =[CRE x (Pcgg /100)] — TH [équation 2] ) )
Vi = (Px x M)/ 100 [6quation 3] My = masse tqtale de sol exigée pour l’essa}l
(exprimée sous forme de masse humide,
My =MsxH)/S d’aprés la TH initiale)

Calculs pour I’obtention d’une concentration de 25 % de sol contaminé dans un sol témoin négatif :

Pour un essai sur des collemboles a 1’aide de cet exemple, on suppose qu’une masse totale de 85,00 g (masse séche) de sol suffit
pour satisfaire aux exigences relatives a chaque traitement [soit 20,00 g (masse seche) par répétition x 3 répétitions + 25,00 g
(masse séche) de surplus pour la détermination du pH, de la conductivité, etc.]. Pour simplifier les calculs, on suppose dans cet
exemple que 20 g (masse séche) de I’un ou 1’autre type de sol suffit pour obtenir 1’aliquote de 30 g de sol (masse humide) qui doit
étre ajoutée a chacun des récipients de répétition.

Pour obtenir une concentration de 25 % de sol contaminé dans le sol témoin négatif, il faut que 25 % de la masse totale de sol,
fondée sur la masse séche, consiste en sol contaminé :
= 85,00 g masse seche x (25/100)

=21,25 g (masse séche) de sol contaminé

Le reste du sol d’essai requis pour préparer ce traitement (soit 75 %) consistera en sol témoin négatif :
= 85,00 g masse séche x (75/100) [ou 85,00 g (masse humide) — 21,25 g (masse séche)]
= 63,75 g (masse s¢che) de sol témoin négatif
Par conséquent, la masse totale finale de sol requise, fondée sur la masse humide, est de 94,46 g [79,85 g (masse humide) a la teneur

en humidité initiale du sol (My,,) + 14,61 mL d’eau] pour le sol témoin négatif, et de 26,96 g [26,70 g (masse humide) a la teneur en
humidité initiale du sol (My,) + 0,26 mL d’eau] pour le sol contaminé.

La teneur en humidité finale pour chaque sol serait de 48,17 % {[(94,46 — 63,75)/63,75] x 100} pour le sol témoin négatif, et de
26,87 % {[(26,96 — 21,25)/21,25] x 100} pour le sol contaminé.

La teneur en humidité finale du sol témoin négatif (48,17 %) représente 60 % de la CRE de ce sol (48,17 +~ 80,30 = 0,60). La teneur
en humidité finale du sol contaminé (26,87 %) représente 40 % de la CRE de ce sol (26,87 + 67,10 = 0,40).



Pe = [CRE x (Pcgre /100)] — TH [équation 2]
ou:

Pg = pourcentage d’eau a ajouter au sol

CRE = capacité de rétention d’eau (%)

TH; = teneur en humidité initiale du sol

Le volume d’eau (Vi) qu’il faudrait ajouter a un
¢chantillon de sol prélevé sur le terrain pour obtenir
I’hydratation désirée (soit le pourcentage optimal
de la CRE de I’échantillon) peut étre calculé
comme suit’® :

Ve = (Pg x M)/100 [équation 3]
ou :

Ve = volume d’eau a ajouter au sol (mL)

Pe = pourcentage d’eau a ajouter au sol

M = masse totale de sol requise pour I’essai

(masse séche)”

Le pH des échantillons de sol prélevés sur le terrain
ne doit pas étre ajusté, sauf si les essais
toxicologiques sont réalisés a des fins de recherche
pour déterminer 1’effet du pH sur la toxicité de
I’¢échantillon, auquel cas on devrait effectuer deux
essais en parall¢le, I’un dans lequel le pH d’une ou
de plusieurs séries de traitements est ajusté a une
valeur donnée a 1’aide de carbonate de calcium ou

7 Pour les essais réalisés avec des échantillons de sol prélevés
sur le terrain, la quantité de sol ajoutée a chaque récipient
d’essai est fondée sur la masse humide de ce sol [soit 30 g
(masse humide)]. Cependant, « M » (soit la masse totale de sol
requise pour 1’essai) est exprimée sous forme de masse séche
dans la formule utilisée pour calculer le volume d’eau a
ajouter a un échantillon de sol prélevé sur le terrain pour
obtenir I’hydratation désirée (v. équation 3). Un simple calcul
permet de déterminer la quantité de sol (masse séche) requise
par récipient d’essai. Par exemple, supposons que les masses
humide et séche d’un sous-échantillon de ce sol, déterminées
antérieurement pour le calcul de la CRE de I’échantillon, sont
respectivement de 4,150 7 g et 2,781 3 g. La masse seéche qui
équivaut a un volume de 30 g (masse humide) de cet
échantillon peut étre calculée comme suit :

(30 g x2,7813 )+ 4,150 7g=20,1 g

Cette masse de sol peut étre arrondie a 21 g (masse seche),

ce qui donne un petit surplus de sol, en cas de besoin. Par
conséquent, dans cet exemple, la masse de 1’échantillon de sol
requise pour chaque répétition (masse seche) est de 21 g. Pour
calculer la masse totale (« M »), il suffit de multiplier la masse
séche requise pour chaque répétition (dans le cas présent, 21 g)
par le nombre de répétitions qui seront utilisées dans 1’essai
(dans cet exemple, 3 répétitions).
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d’une solution acide ou basique appropriée, et
I’autre dans lequel le pH d’une ou de plusieurs
séries de traitements de répétition n’est pas ajuste.

Immédiatement apres [’hydratation (ou la
déshydratation) et le mélange de I’échantillon,

les sous-échantillons du matériau d’essai
nécessaires pour 1’essai toxicologique et les
analyses physicochimiques doivent étre prélevés et
placés dans des récipients d’essai étiquetés (v. 4.1),
puis dans les contenants étiquetés ou ils seront
entreposés en vue des analyses physicochimiques
subséquentes. Toute portion restante de
I’échantillon homogénéisé qui pourrait €tre requise
pour des essais toxicologiques supplémentaires sur
des collemboles (p. ex. selon EC, 2004a, 2005a)
devrait étre transférée ¢galement dans un contenant
étiqueté. Tous les sous-échantillons entreposés en
vue d’essais toxicologiques ultérieurs devraient étre
conservés dans des contenants scellés comportant le
moins d’air possible et doivent étre entreposés dans
I’obscurité a une température de 4 + 2 °C (v. 5.2)
jusqu’a ce qu’ils soient utilisés ou analysés. Ces
conditions d’entreposage sont obligatoires pour

les sous-échantillons destinés a des analyses
physicochimiques. Chaque sous-échantillon

doit étre amené a la température ambiante et

bien mélangé de nouveau afin d’en assurer
I’homogénéité juste avant les analyses ou I’essai.

5.4 Observations et mesures

Il faudrait procéder a une description qualitative

de chaque maticre d’essai prélevée sur le terrain au
moment du démarrage de 1’essai. Cette description
pourrait inclure des observations relatives a la
couleur, a la texture et a I’homogénéité de la
matiere d’essai, de méme qu’a la présence de
plantes ou de macro-invertébrés. On devrait
¢galement consigner et signaler tout changement
d’aspect de la mati¢re d’essai observé en cours
d’essai ou a la fin de ce dernier.

La sous-section 4.6 fournit des conseils et établit les
exigences en ce qui a trait aux observations et aux
mesures a effectuer au cours ou a la fin de chaque
essai. Ces observations et mesures s’appliquent et
sont donc obligatoires lorsqu’on effectue 1’essai de
toxicité décrit ici avec un ou plusieurs échantillons
de sol prélevés sur le terrain (sol de site).



Selon le plan d’étude et les objectifs de 1’essai,

il pourrait s’avérer nécessaire de préparer des
récipients d’essai supplémentaires au début de
I’essai (v. 4.1) dans le but de surveiller la
composition chimique du sol. Ces récipients
feraient I’objet d’un échantillonnage destructif au
cours et a la fin de I’essai. On pourrait ajouter ou
non des organismes d’essai dans ces récipients
supplémentaires, selon les objectifs de 1’étude. Pour
¢tablir la composition chimique du sol contenu dans
ces récipients, on pourrait en prélever des aliquotes
aux fins des diverses analyses (v. 5.2).

5.5 Parametres de ’essai et calculs

L’interprétation des résultats des essais employant
un ou plusieurs échantillons de so/ d’essai prélevés
sur le terrain se résume toujours a une comparaison
des effets biologiques observés dans ces
échantillons de sol d’essai (sol de site) et de ceux
constatés dans un so/ de référence. Dans la mesure
du possible, on devrait toujours se servir d un
¢chantillon de référence a des fins de comparaison,
car cela permet d’évaluer la toxicité d’un lieu
donné (EC, 1997a,b, 2001, 2004a, 2005a). Cela dit,
il arrive parfois que le sol de référence ne
convienne pas a cet usage en raison de sa toxicité
ou de ses caractéristiques physicochimiques
atypiques. Dans de tels cas, on devrait plutot
comparer les sols d’essai avec le sol témoin négatif.
Les résultats obtenus avec le sol témoin négatif
aideront a distinguer les effets attribuables aux
contaminants de ceux qu’on peut attribuer a des
propriétés physicochimiques du sol telles que la
composition granulométrique, la teneur en carbone
organique total et la teneur en matiere organique.
Toutefois, qu’on utilise un sol de référence ou un
sol temoin négatif pour effectuer ces comparaisons
statistiques, on doit toujours se servir des résultats
obtenus avec le sol téemoin négatif pour juger de la
validité et de I’acceptabilité de 1’essai (v. 4.4).

Les analyses des résultats différent selon 1’objet de
’essai et le plan d’étude. La présente sous-section
traite des méthodes d’analyse a employer, de la plus
simple a la plus complexe. En général, les
méthodes statistiques ordinaires suffisent pour
analyser les résultats. Les responsables des essais
peuvent trouver des conseils au sujet des
parameétres statistiques appropriés et de leur calcul
dans EC (2005b). Comme toujours, on devrait

demander I’avis d’un statisticien versé dans le
domaine de la foxicologie pour établir des plans
d’étude et analyser les résultats des essais.

Pour interpréter statistiquement les résultats
d’essais de toxicité de sols, on emploie couramment
I’analyse de la variance (ANOVA), qui fait
intervenir des comparaisons multiples des valeurs
des paramétres obtenues dans des essais a
concentration unique réalisé€s sur des répétitions
de terrain provenant d’un ou de plusieurs lieux
d’échantillonnage. Cette approche, fondée sur les
tests d’hypotheéses, comporte néanmoins
d’importantes lacunes. En particulier, toute
augmentation de la variabilité¢ dans 1’essai tend

a amoindrir la capacité de distinguer les effets
toxiques (la toxicité est sous-évaluée). De la méme
fagon, le fait d’employer un petit nombre plutot
qu’un grand nombre de répétitions peut aussi
diminuer le pouvoir discriminatoire de I’essai et
mener a la méme conclusion erronée au sujet de la
toxicité du sol, toutes autres choses étant égales
(v. 5.5.2). Cela dit, I’approche fondée sur les tests
d’hypothéses s’impose lorsqu’on compare les
données de toxicité d’échantillons multiples de sol
prélevés sur le terrain (répétitions de terrain
provenant de plus d’un lieu d’échantillonnage)
comportant une seule concentration (échantillons
habituellement non dilués, ou purs a 100 %). Il
existe cependant d’autres solutions pour comparer
les estimations ponctuelles de la toxicité dans le cas
d’essais a plusieurs concentrations de chaque
¢chantillon de sol prélevé sur le terrain, lorsqu’on
détermine des valeurs multiples de la CI,, ou de la
CLso (v. 6.4). 11 est recommandé de consulter la
section 9 d’EC (2005b) pour obtenir des conseils au
sujet de la comparaison de valeurs multiples de la
CI, ou de la CLs.

Les analyses paramétriques au moyen de ’ANOVA
pour des données quantitatives comparatives
obtenues dans des essais a concentration unique sur
des échantillons multiples de sol prélevés sur le
terrain (répétitions de terrain d’un sol provenant de
plus d’un lieu d’échantillonnage) supposent que les
données sont normalement distribuées, que les
traitements sont indépendants et que la variance est
homogene parmi les différents traitements. 11
faudrait donc commencer par vérifier ces
hypothéses en appliquant le fest de Shapiro-Wilk
pour la normalité de la distribution des données et



le test de Levene pour ’homogénéité de la variance
(EC, 2005b). Si les données satisfont a ces
hypothéses, on peut procéder aux analyses. Dans le
cas contraire, on pourrait soit avoir recours a une
méthode paramétrique plus complexe convenant
aux données, soit transformer les données (p. ex.
en racines carrées, en logarithmes ou en racines
carrées d’arc sinus dans le cas de données
quantiques destinées aux analyses statistiques;

EC, 2005b). Il est possible que les données
transformées satisfassent alors aux hypotheses de
normalité et d’homogénéité; en fait, c’est ce qu’on
attend de la transformation des données. Les
hypothéses devraient toujours €tre soumises a un
nouveau test apres toute transformation de données.
Les essais paramétriques sont raisonnablement
robustes dans le cas d’écarts modérés en ce qui a
trait a la normalité de la distribution et a
I’homogénéité de la variance. Par conséquent,
’analyse paramétrique (p. ex. ANOVA et
comparaisons multiples) devrait étre entreprise
méme s’il existe encore une non-conformité
modérée apres la transformation des données.
L’exclusion d’un ensemble de données en raison
d’irrégularités mineures pourrait priver les
responsables des essais d’une analyse sensible et de
résultats satisfaisants et empécher la détection des
effets réels de la toxicité®®. Parallélement & ces
analyses paramétriques, on devrait procéder a des
¢valuations statistiques non paramétriques, en
utilisant la plus sensible des deux analyses pour
obtenir les estimations finales de la toxicité. La
section 3 d’EC (2005b) fournit des conseils au sujet
de la comparaison des résultats d’essais a
concentration unique sur des répétitions de terrain
d’échantillons provenant de plusieurs lieux de

% Les tests de normalité et d’homogénéité deviennent moins
intéressants quand on dispose d’un nombre réduit
d’échantillons prélevés a chaque station d’échantillonnage,
comme c’est généralement le cas pour les études
d’écotoxicologie. La méthode consistant a construire un
graphique et a examiner la nature générale de la distribution de
la toxicité et les écarts apparents peut étre plus révélatrice et
est d’ailleurs recommandée (EC, 2005b). Malgré le fait que
I’égalité de la taille des échantillons et I’ampleur des variations
semblent avoir une plus grande influence sur 1’issue des
analyses paramétriques, les toxicologues n’accordent que bien
peu d’importance a ces facteurs. La robustesse de ’ANOVA
est mise en évidence par la capacité de cette méthode de
produire des probabilités réalistes si la distribution des
données est raisonnablement symétrique et si les variances
entre les traitements s’écartent de moins du triple les unes des
autres (Newman, 1995).
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prélevement, a I’aide de tests paramétriques et
non parameétriques.

On devrait se conformer aux lignes directrices de la
section 6 (y compris celles fournies en 6.2 pour ce
qui est des essais préliminaires et en 4.8 pour le
calcul des parameétres de ’essai) si on entreprend
un essai a concentrations multiples employant un
ou plusieurs échantillons de sol prélevés sur le
terrain et dilués avec un so/ témoin négatif ou un
sol de référence non contaminé. 1l est recommandé
de consulter la section 9 d’EC (2005b) lorsqu’on
veut comparer de telles estimations ponctuelles de
la toxicité pour plusieurs échantillons de sol
prélevés sur le terrain.

5.5.1 Variantes du plan d’étude et des analyses
Une étude tres préliminaire peut n’employer
qu’un seul échantillon de sol d’essai (sol de site
contamingé ou susceptible d’étre contamingé) et un
¢chantillon de sol de référence, sans répétition.

11 suffit souvent d’examiner les résultats ainsi
obtenus pour concevoir des études plus
approfondies.

Si on a utilisé un seul échantillon d’essai et un seul
¢chantillon de référence et que les données sont
quantitatives, on devrait utiliser un simple fest de
Student pour I’analyse (Paine et McPherson, 1991;
EC, 1997a,b, 2001, 2005b). Ce test est
passablement robuste et fonctionne avec des
nombres inégaux de répétitions et d’échantillons de
référence, de méme qu’avec des variances
modérément hétérogenes dans les deux groupes
(Newman, 1995; USEPA, 1995).

On pourrait imaginer une évaluation préliminaire
effectuée avec des échantillons provenant d’un
grand nombre de stations d’échantillonnage, mais
sans répétitions de terrain ou de laboratoire (intra-
¢chantillon). L’ objectif pourrait étre de repérer un
nombre réduit de stations d’échantillonnage qui
méritent une étude plus détaillée et approfondie.
Dans ce cas, les possibilités d’analyse statistique
seraient limitées. Les données d’essai sans
répétition pourraient étre comparées aux données
de référence a I’aide des méthodes de détection des
valeurs aberrantes (USEPA, 1994a; Newman, 1995;
EC, 1997a, b, 2001, 2004a, 2005a, b). L’échantillon
serait jugé toxique si on en rejetait les résultats
parce qu’ils sont aberrants par rapport a ceux



obtenus avec le sol de référence et/ou le sol témoin
négatif.

Dans une étude de sol plus traditionnelle, le mode
opératoire consisterait a prélever de la méme fagcon
des répétitions en plusieurs endroits et a les
comparer a des répétitions d’un sol de référence
et/ou d’un sol témoin négatif unique. Il existe
plusieurs pistes d’analyse, selon le type et la qualité
des données, mais on commencera trés souvent par
une ANOVA, suivie de I’un des tests a
comparaisons multiples. Dans I’ANOVA, le sol de
référence serait également traité comme un
¢chantillon provenant d’un « emplacement ».

Dans ces études mettant en cause des emplacements
multiples, le type de répétition aurait des
répercussions sur I’interprétation des résultats. Si
des répétitions de terrain sont recueillies a chaque
emplacement et qu’on ne prépare pas de répétitions
au laboratoire, une ANOVA unidimensionnelle
permettra d’évaluer I’écart global dans les résultats
de I’essai en regard de I’emplacement, en sus de la
variabilité combinée du prélevement des
échantillons et de la réalisation de 1’essai. Il serait
inhabituel — mais I’analyse serait beaucoup plus
probante — de recueillir des répétitions de terrain
a tous les emplacements et de préparer également,
pour chacune, des répétitions au laboratoire. Les
répétitions de laboratoire pourraient alors
s’emboiter pour I’exécution d’une ANOVA
unidimensionnelle et servir de base au calcul de

la variabilité pour comparer les différences entre
échantillons. L’ANOVA pourrait étre utilisée pour
déterminer s’il existe un €cart global : a) entre les
résultats de 1’essai en fonction du lieu de
prélévement des échantillons; b) entre les
répétitions recueillies a chacun des lieux de
prélévement. Aprés une ANOVA, on procéderait

a un ou plusieurs tests a comparaisons multiples,
comme il est expliqué ci-apres.

Si I’essai portait seulement sur des répétitions de
laboratoire (sans répétitions de terrain), il serait
difficile de tirer des conclusions robustes au sujet
des écarts dus au lieu d’échantillonnage (v. 5.1).
Les répétitions de laboratoire n’indiqueraient que
les différences éventuelles entre échantillons qui
seraient supérieures a la variabilité de base dans
les méthodes intralaboratoires de préparation et
d’exécution de I’essai. La variabilité associée au
lieu de prélevement de 1’échantillon ne serait pas

vraiment évaluée dans 1’analyse statistique, mais
elle contribuerait aux différences éventuelles dans
les résultats de 1’essai observées entre lieux
d’échantillonnage.

Si on souhaite comparer les résultats obtenus

avec les répétitions provenant de chaque lieu
d’échantillonnage a ceux obtenus avec le sol de
référence, divers essais sont recommandés, selon
que les échantillons présentent un gradient d’effet
ou non et que le nombre de répétitions est égal ou
inégal. S’il est évident qu’on est en présence d’un
gradient d’effet et si le nombre de répétitions est
égal, on devrait utiliser le test de William. S’ il n’y
a pas de gradient et que le nombre de répétitions
est égal, on utilisera plutot le test de Dunnett. Si le
nombre de répétitions est inégal, il est conseillé
d’utiliser le test de Dunnett (modifié pour tenir
compte du nombre inégal de répétitions), le test de
Dunn-Sidak ou encore I’ ajustement de Bonferroni
du test t (p. 189 dans Newman, 1995; annexe D
dans USEPA, 1995; paragraphe 7.5.1 dans

EC, 2005b).

Dans une étude a lieux d’échantillonnage multiples,
le responsable des essais pourrait vouloir savoir
quels échantillons provenant de divers lieux
d’échantillonnage ont produit des résultats
statistiquement différents des autres, et lesquels ont
produit des résultats statistiquement différents de
ceux obtenus avec I’échantillon ou les échantillons
de référence et/ou de sol témoin négatif. Cela peut
étre le cas lorsque les échantillons sont prélevés a
des distances de plus en plus grandes d’une source
ponctuelle de contamination et que le responsable
des essais souhaite savoir lesquels des lieux
d’échantillonnage présentent une toxicité
passablement plus élevée et nécessitent donc plus
particulierement une décontamination. On
recommande d’utiliser a cette fin le fest de Tukey,
le test de la plus petite différence significative de
Fisher ou le test Student-Newman-Keuls (v. 7.5.1
dans EC, 2005b).

Si on souhaite plutot comparer la toxicité des
¢chantillons provenant de chaque lieu
d’échantillonnage a celle de 1’échantillon ou des
¢chantillons de référence (ou comparer entre eux
des échantillons provenant de différents sites), mais
que les données ne répondent pas aux exigences de
normalité de la distribution et d’homogénéité de la
variance, I’ANOVA et les tests subséquents



seraient remplacés par des tests non paramétriques.
Premiérement, il faudrait réaliser un test non
paramétrique analogue au test ANOVA afin de
vérifier I’hypothése nulle, c’est-a-dire 1’absence de
différence entre les traitements, puis procéder a un
test de comparaisons multiples si cette hypothése
est rejetée (v. 7.5.2 dans EC, 2005b)*. Si on
s’attend a un gradient d’effet et qu’on souhaite
procéder a une comparaison par paire, il est
recommandé¢ d’effectuer le test de Jonckheere-
Terpstra, puis un test de comparaisons multiples

a I’aide du test de Hayter-Stone ou du test
d’Edwards-Berry. Si on ne s’attend a aucun
gradient et qu’on souhaite procéder a des
comparaisons avec le témoin, c’est le fest de
Kruskal-Wallis ou le test de Fligner-Wolfe qui

est recommandé, suivi de 1’un des tests de
comparaisons multiples suivants : test de Nemenyi-
Damico-Wolfe, test de sommation des rangs de
Wilcoxon, test de classement multi-univoque

de Steel ou test d’Edwards-Berry. Enfin, si on

ne s’attend a aucun gradient et qu’on souhaite
procéder a des comparaisons par paire, c’est le test
de Kruskal-Wallis qui est recommandé, suivi de
I’un des tests de comparaisons multiples suivants :
test de Critchlow-Fligner-Steel-Dwass, test par
paire de Steel, test de Kruskal-Wallis (pour les
comparaisons multiples) ou test d’Edwards-Berry.
Pour de plus amples détails, v. 7.5.2 dans

EC, 2005b.

5.5.2 Analyse de puissance

Un facteur important a considérer quand on analyse
les résultats d’essais toxicologiques sur des sols est
le risque d’obtenir des faux positifs (soit de
conclure qu’un site non contaminé est contaming;
erreur de type I) ou des faux négatifs (soit de
conclure qu’un site contaminé est non contaming;
erreur de type II). Les responsables des essais,
habituellement prudents quand ils choisissent le
degré de signification statistique (o) pour tolérer
les faux positifs (erreurs de type I), le fixent
généralement & P = 0,05 ou 0,01. On demande
depuis peu aux toxicologues de signaler a la fois

la valeur de a et celle de la puissance statistique

(1 = P), c’est-a-dire la probabilité de rejeter avec
raison I’hypothése nulle (H)) et de ne pas

81 Le test de Shirley fait exception, car il n’est pas précédé
d’un analogue de ’ANOVA. Ce test est recommandé si on
s’attend a un gradient et qu’on souhaite effectuer des
comparaisons avec le témoin.
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commettre une erreur de type II. Plusieurs facteurs
peuvent avoir une incidence sur la puissance
statistique, dont les suivants :

* la variabilité des répétitions représentant le
méme traitement;

* o (soit la probabilité de commettre une erreur
de type I);

» Damplitude de [’effet (1’amplitude du véritable
effet qui fait ’objet de I’essai);

* n (le nombre d’échantillons ou de répétitions
utilisé dans ’essai.

Le lecteur trouvera de plus amples explications et
des conseils au sujet des erreurs de type I et II dans
EC (2005b).

L’analyse de puissance peut étre utilisée a priori
pour déterminer I’ampleur de I’erreur de type II et
la probabilité d’obtenir des faux positifs. On peut
¢galement se servir de cette analyse pour confirmer
le nombre de répétitions de terrain et de laboratoire
requises pour des études subséquentes, ou pour
choisir de futurs sites d’échantillonnage. I1 est
toujours prudent de prévoir dans le plan d’étude le
plus grand nombre de répétitions qu’il soit possible
d’inclure, des points de vue économique et
logistique (v. 5.1), ce que I’analyse de puissance
aidera a déterminer. Le document de I’'USEPA
(1994a) explique clairement ce qu’est la puissance
d’un test et comment 1’évaluer. On peut également
trouver des conseils au sujet de 1’analyse de
puissance dans EC (2005b).

Les responsables des essais sont nombreux a
éprouver des difficultés avec I’analyse de puissance
et a ne pas I’appliquer en raison de son apparente
complexité et du fait que les formules différent
selon les tests statistiques. Compte tenu de cette
complexité, les responsables des essais ont aussi la
possibilité¢ de remplacer 1’analyse de puissance par
la méthode de la différence significative minimale
(comme « indice de puissance »; on trouvera des
conseils a ce sujet dans EC, 2005b).



Section 6

Modes opératoires particuliers pour la mesure de la toxicité
d’un sol enrichi d’une substance chimique

La présente section fournit des conseils et des
instructions pour la préparation et la mise a I’essai
d’un sol témoin négatif enrichi au laboratoire d’une
substance ou d’un produit chimique ou plus. Ces
recommandations et instructions s’appliquent a la
méthode d’essai biologique décrite dans la

section 4. Les conseils présentés dans EC (1995)
pour enrichir un sédiment témoin négatif d’une ou
de plusieurs substances chimiques et réaliser des
essais toxicologiques avec des mélanges de
sédiment et de substance chimique sont également
pertinents dans le cas d’un sol enrichi d 'une
substance chimique. 11 pourrait s’avérer nécessaire
d’évaluer et d’uniformiser plus avant les modes
opératoires présentés ici (v. 6.2) pour préparer un
sol enrichi d’une substance chimique avant de
pouvoir appliquer les essais de toxicité d’un sol sur
des collemboles ou d’autres organismes endogés se
prétant a 1’évaluation de mélanges particuliers de
sol et de substance chimique a des fins de
réglementation.

On peut examiner au laboratoire la ou les causes
de toxicité d’un sol et les interactions toxiques de
substances ou de produits chimiques avec un sol
par ailleurs non contaminé en enrichissant un

sol temoin négatif (v. 3.3) de ces substances.
L’enrichissement peut étre effectué a 1’aide d’une
substance ou d’un produit chimique ou plus. Aux
fins des essais toxicologiques sur des collemboles
effectués selon les modes opératoires décrits ici, on
peut également enrichir un sol de référence (v. 3.5)
ouun sol d’essai (v. 3.6) d’une substance ou d’un
produit chimique ou plus. On peut avoir recours a
des essais toxicologiques sur un sol enrichi d’une
substance ou d’un produit chimique ou plus a
diverses concentrations pour obtenir des
estimations des CLs (v. 4.8.1) et pour déterminer
la valeur d’autres parameétres statistiques en se
fondant sur les concentrations seuils produisant
des effets sublétaux précis (v. 4.8.2).

La sous-section 6.2 décrit les modes de préparation
des mélanges destinés aux essais avec un sol
enrichi d’une substance chimique. La sous-

section 6.3 traite des observations et des mesures

effectuées en cours d’essai et a la fin de 1’essai; la
sous-section 6.4 explique comment estimer les
parametres dans des essais a concentrations
multiples (v. aussi 4.8). Les modes opératoires
décrits ici s’appliquent également au mélange de
plusieurs concentrations d’un sol d’essai prélevé
sur le terrain (y compris des déchets particulaires
tels que des boues ou d’autres matériaux de dragage
destinés a I’épandage sur le sol) dans un sol témoin
négatif ou dans un sol de référence, a la réalisation
d’essais a concentrations multiples et a la
détermination des parametres statistiques relatifs

a ces mélanges (v. 5 et, surtout, 5.5). Les essais a
concentrations multiples avec un sol témoin positif
(v. 3.4) ou avec un ou plusieurs toxiques de
référence ajoutés a un sol témoin négatif (v. 4.9)
sont aussi exécutés selon les modes opératoires et
les méthodes statistiques décrits dans la présente
section. Enfin, les conseils et méthodes présentés
ici peuvent s’appliquer a des essais toxicologiques
réalisés avec des sols enrichis pour déterminer les
effets des caractéristiques physicochimiques d’un
sol témoin négatif naturel ou artificiel sur la toxicité
des substances chimiques.

6.1 Propriétés, étiquetage et entreposage
des échantillons

On devrait obtenir des renseignements sur les
propriétés des substances ou des produits chimiques
qui seront utilisés pour enrichir le sol témoin
négatif au laboratoire®”. On devrait également

82 Certaines études pourraient exiger I’enrichissement
(mélange) d’un sol témoin négatif ou d’un sol de référence au
moyen d’une ou de plusieurs concentrations d’une substance
chimique ou d’un produit chimique ou plus, ou d’un so/
d’essai (p. ex. un sol ou des boues résiduaires contaminés

ou potentiellement contaminés prélevés sur le terrain). Dans
d’autres études, il se pourrait qu’on doive enrichir un ou
plusieurs échantillons de sol d’essai au moyen d’une substance
ou d’un produit chimique ou plus. Pour les essais portant sur
des échantillons de sol ou de matériau particulaire semblable
contaminé (p. ex. boues ménageres ou industrielles), on
devrait suivre les instructions relatives a la caractérisation de
1’échantillon données en 5.2. L’échantillon ou les échantillons
de sol témoin négatif, de sol de référence, de sol contaminé ou
de déchets particulaires prélevés sur le terrain en vue d’essais



disposer d’informations au sujet des substances ou
des produits chimiques individuels (p. ex. des
pesticides ou d’autres préparations commerciales)
en ce qui a trait aux caractéristiques suivantes :
teneur en ingrédients et impuretés importants ou

« actifs », solubilité dans 1’eau, pression de vapeur,
stabilité chimique, constantes de dissociation,
coefficients d’adsorption, toxicité pour les humains
et pour les organismes terrestres, biodégradabilité.
Lorsque la solubilité dans 1’eau est douteuse ou
problématique, on devrait obtenir et signaler les
méthodes qui ont déja été utilisées pour préparer
des solutions aqueuses de la ou des substances
chimiques. En I’absence de méthode éprouvée pour
dissoudre la ou les substances chimiques d’essai
dans I’eau, on devrait procéder a des essais de
dissolution dans I’eau d’essai ou un solvant non
aqueux et confirmer analytiquement la solubilité de
la ou des substances. On devrait également obtenir
et consigner tous les autres renseignements
disponibles tels que les formules chimiques,

la nature et le pourcentage des impuretés qu’il
convient de prendre en compte, la présence et la
quantité d’additifs et le coefficient de partage
n-octanol—eau. Enfin, on devrait se procurer et
examiner toute fiche signalétique pertinente.

Les substances chimiques destinées aux essais
devraient au moins étre de qualité « réactif », a
moins que ces essais ne portent sur une préparation
commerciale ou une substance chimique de qualité
« technique ». Leurs contenants doivent étre scellés
et codés ou étiquetés des leur réception. On devrait
inscrire sur 1’étiquette et/ou sur une feuille de
données séparée consacrée a 1’échantillon tous les
renseignements requis (appellation chimique,
fournisseur, date de réception, personne
responsable des essais, etc.). Les conditions
d’entreposage (p. ex. température, protection contre
la lumicre) sont souvent dictées par la nature

du produit.

6.2 Préparation des mélanges destinés
aux essais

La veille du démarrage de I’essai (jour —1), le ou
les mélanges de substances ou de produits

toxicologiques sur un sol enrichi devraient étre prélevés,
étiquetés, transportés, entreposés et analysés selon les
instructions fournies en 5.1 et 5.2.
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chimiques ajoutés au sol témoin négatif devraient
étre préparés, transvasés dans les récipients d’essai
et conservés en I’état avant I’ajout des organismes
d’essai le lendemain (jour 0) (v. 4.1 ). On devrait
préparer une quantité suffisante de chaque /ot de sol
d’essai représentant un traitement (concentration)
donné, et ce, pour obtenir toutes les répétitions
d’essai de ce traitement (concentration) et toutes les
répétitions ou quantités additionnelles requises aux
fins d’analyses physicochimiques (v. 4.6 et 6.3) ou
d’autres essais de toxicité d’un sol employant des
collemboles ou d’autres organismes endogés

(p. ex. essais effectués conformément a EC, 2004a
ou 2005a).

Il est recommand¢ d’utiliser un so/ artificiel

(v. 3.3.2) pour préparer chaque mélange d’essai,
car on obtiendra ainsi un sol uniforme et normalisé
qui permettra de comparer les résultats obtenus
avec d’autres substances ou produits chimiques
soumis a des essais semblables dans le méme
laboratoire ou dans d’autres laboratoires (p. ex.
selon USEPA, 1989; Wiles et Krogh, 1998;

ISO, 1999; OCDE, 2005). Si on se sert d’un sol
artificiel, on devrait suivre le mode de préparation
décrit en 3.3.2. La quantité de sol artificiel requise
pour I’essai ou les essais devrait étre préparée,
hydratée jusqu’a obtention d’une teneur en
humidité de ~20 %, traitée au besoin afin que son
pH se situe dans la fourchette 6,0-7,5%, laissée a
vieillir pendant au moins 3 jours et entreposée
jusqu’a ce qu’on en ait besoin (v. 3.3.2). La teneur
en humidité finale (y compris I’humidité due a
I’ajout d’une aliquote mesurée d’une substance ou
d’un produit chimique d’essai dissous dans I’eau

% Toutefois, si on prévoit que la substance ou le produit
chimique d’essai modifiera le pH du sol et que le but de
I’étude est d’empécher cet effet, on devrait ajuster le pH
(aqueux) de chaque /ot (concentration) a une valeur standard
(p. ex. pH 6,5) apreés 1’ajout de la substance ou du produit en
question. Les études effectuées pour déterminer la mesure
dans laquelle une substance d’essai acide ou basique modifie
la toxicité d’un sol enrichi au moyen d’une gamme de
concentrations de cette substance, en raison de I’effet du pH
lui-méme, devraient comporter deux essais paralleles : dans
’un, on ajuste le pH de chaque concentration d’essai 4 une
valeur standard (p. ex. pH 6,5) a I’aide de la quantité requise
(variable selon la concentration) de carbonate de calcium;
dans 1’autre, on utilise une quantité identique de carbonate
de calcium pour chaque traitement, quantité qui permettra
d’atteindre le pH « standard » (p. ex. pH 6,5) dans le
traitement témoin négatif.
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d’essai, avec ou sans solvant organique) de tout so/ enrichi d 'une substance chimique préparé a I’aide d’un
sol artificiel devrait correspondre a ~70 % de la CRE du mélange final (v. 3.3.2), pour chaque traitement
(concentration)™.

8 L’exemple suivant illustre les calculs a effectuer pour déterminer les volumes d’eau (désionisée ou distillée) et de solution mére
d’un toxique de référence (acide borique) qu’il faut ajouter a un échantillon de sol artificiel possédant une teneur en humidité
donnée, afin d’obtenir un traitement présentant une teneur en humidité équivalant a 70 % de la CRE du sol artificiel. Les calculs
tiennent compte du volume d’une solution mére d’acide borique ajouté lors de la préparation du traitement dans 1’ajustement global
de la teneur en humidité du sol. Pour simplifier les calculs, on suppose dans cet exemple que 20 g (masse séche) du sol artificiel
(SA) suffisent pour fournir 1’aliquote de 30 g (masse humide) de sol qui sera ajoutée a chaque récipient dans un essai toxicologique
avec des collemboles, comportant trois récipients d’essai de répétition par traitement.

Les équations indiquées en 5.3 pour le calcul de la CRE et I’ajustement de la teneur en humidité du sol a un pourcentage donné de
cette valeur s’appliquent également ici. Dans le présent exemple, on pose les hypothéses suivantes (on trouvera en 5.3 les équations
et les définitions correspondantes) :

Hypothéses :

Masse humide de SA =32486¢

Masse seche de SA =2,6924¢g

Teneur en humidité (TH) du SA = [(3,248 6 — 2,692 4) / 2,692 4] x 100 = 20,66 % (TH initiale)

CRE du SA =72,10%

Pourcentage de la CRE désiré (Pcrg) = 70,00 %

Masse seche de SA requise pour 1’essai (Mg) = [20,00 g par répétition x 3 répétitions] + 25,00 g additionnels = 85,00 g
(masse seche)

Masse humide de SA requise pour 1’essai (My) = (85,00 x 3,248 6) / 2,692 4 = 102,56 g (masse humide)

Calculs pour préparer un traitement contenant 2 000 mg d’acide borique par kilogramme de sol artificiel (masse séche) :
La solution mére renferme 25 g de H;BO; par litre d’eau désionisée.

Quantité d’acide borique requise (masse séche) :
H;BO; =[2 g de H;BOs/1 000 g de sol (masse seéche)] x 85,00 g (masse seche)
= 0,17 g de H3BO3

Quantité de solution mére requise (volume) :
H;BO; =0,17 g de H;BOs/(25 g de H;BO3/1 000 mL d’eau)
= 6,80 mL de solution mére

Pourcentage d’eau (Pg) qu’il faut ajouter a ce traitement pour obtenir le pourcentage désiré de la CRE (70 %) :
P: = [CRE % (Pcgs: /100)] — TH

=[72,10 x (70,00/100)] — 20,66

=29,81%

Volume d’eau (Vg) qu’il faut ajouter a ce traitement pour obtenir le pourcentage désiré¢ de la CRE (70 %) :
VE :(PEXMs)/IOO

=129,81 x 85,00 g (masse séche)]/100

=25,34 mL d’cau

Toutefois, dans ce volume requis, il faut ajouter 6,80 mL de solution mere pour le dosage; par conséquent, il suffira d’ajouter
seulement 18,54 mL d’eau (25,34 mL d’eau — 6,80 mL de solution meére).

La masse totale finale de sol requise, fondée sur la masse humide, serait donc de 127,90 g [102,56 g (masse humide) de sol a la
teneur en humidité initiale (TH) + 18,54 mL d’eau + 6,80 mL de solution meére], et la teneur en humidité finale du sol, fondée sur
la masse séche, serait de 50,47 % [(127,90 — 85,00)/85,00] x 100.

La teneur en humidité finale de ce traitement d’essai (50,47 %) représente 70 % de la CRE du sol d’essai (50,47 +~ 72,10 = 0,70).



Tous les mélanges (traitements) inclus dans un
essai devraient présenter des teneurs en humidité
finales aussi semblables que possible.

Les responsables des essais peuvent choisir
d’utiliser un sol témoin naturel (v. 3.3.1) plut6t
qu’un sol témoin artificiel (v. 3.3.2) comme sol
témoin négatif qui sera enrichi d’une substance ou
d’un produit chimique ou plus, de méme que pour
la préparation des répétitions correspondantes de
sol témoin qui seront incluses dans I’essai. Les
procédés décrits ici s’appliquent tout autant a un
sol naturel, sauf que la teneur en humidité finale de
chaque /ot de sol enrichi d’une substance chimique
(y compris les lots témoins) préparé a I’aide d’un
sol prélevé sur le terrain devrait étre ajustée,
conformément aux indications fournies en 5.3,
afin qu’elle corresponde au pourcentage optimal
de sa CRE (pour ce faire, on hydrate ou déshydrate
I’¢échantillon, selon le cas). S’il s’agit d’un sol
naturel, le volume de sol dans chaque récipient
d’essai pourrait également étre différent en raison
des écarts dans la masse volumique apparente de
chacun des sols susceptibles d’étre utilisés.

Le mode opératoire a employer pour enrichir un sol
au laboratoire dépend des objectifs de I’é¢tude et de
la nature de la substance d’essai qui est mélangée
au sol témoin négatif ou a un autre sol. Tres
souvent, pour obtenir un mélange de sol et de
substance chimique, on prépare une solution mere
de la ou des substances ou du ou des produits
chimiques d’essai, et on en ajoute un ou plusieurs
volumes mesurés a I’eau d’hydratation qui sera
ajoutée au sol témoin négatif artificiel ou naturel
(v. 3.3)®. Le solvant & privilégier pour la
préparation des solutions meres est ’eau d’essai
(eau désionisée ou distillée) pure a 100 %; a moins
de nécessité absolue, on devrait éviter 'usage de
tout autre solvant. En présence de substances ou de
produits chimiques peu solubles dans I’eau d’essai,
on peut utiliser une petite quantité d’un solvant
organique miscible avec I’eau et peu toxique

(p. ex. acétone, méthanol ou éthanol) pour faciliter
la dispersion de la ou des substances d’essai dans

% L ajout de solution mére & I’eau d’hydratation puis au sol
facilite I’homogénéisation et diminue le risque de
concentration du contaminant dans une trés petite portion
de sol.
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I’eau (OCDE, 2005). On ne devrait pas employer
de surfactifs.

Si on a recours a un solvant organique, I’essai doit
comprendre une série de récipients d’essai de
répétition ne contenant que du sol témoin négatif
(soit un so/ non contaminé artificiel ou naturel pur
a 100 %) et une autre série de récipients d’essai de
répétition ne contenant qu’un témoin sol-solvant
(ISO, 1999; OCDE, 2005). A cette fin, on doit
préparer un /ot de témoin sol-solvant en ajoutant
I’agent solubilisant a la concentration présente dans
les récipients d’essai contenant la concentration la
plus élevée de la ou des substances ou du ou des
produits chimiques d’essai dans le sol. Le solvant
doit provenir du /ot qui a servi a préparer la
solution mere de la ou des substances d’essai. Cela
dit, on devrait utiliser les solvants avec parcimonie,
car ils pourraient contribuer a la toxicité du sol
d’essai qu’on prépare. La concentration maximale
de solvant dans le sol ne devrait pas avoir d’effet
néfaste sur la survie ou la reproduction des
collemboles pendant 1’essai. Si cette concentration
n’est pas connue, on devrait effectuer un essai
préliminaire avec solvant seulement en ajoutant ce
dernier a diverses concentrations dans le sol témoin
négatif afin de déterminer la concentration seuil,
c’est-a-dire celle a partir de laquelle le solvant
envisagé pour I’essai définitif a un effet néfaste.

Pour les essais faisant intervenir la préparation de
concentrations d’une substance chimique ajoutée

a un sol artificiel, dans lesquels la substance
chimique est insoluble dans I’eau mais soluble
dans un solvant organique, la quantité de substance
d’essai requise pour préparer un volume donné
d’une concentration d’essai particuli¢re devrait étre
dissoute dans un petit volume d’un solvant
organique appropri¢ (p. ex. I’acétone). Ce mélange
de substance chimique et de solvant devrait ensuite
étre pulvérisé sur une petite portion — ou mélangé
avec cette petite portion — de la quantité finale de
sable quartzeux fin requise pour préparer chaque
concentration d’essai comprenant une quantité
mesurée d’un mélange particulier de substance
chimique et de solvant ajouté a un sol artificiel

(v. 3.3.2). On élimine le solvant par évaporation
en plagant le contenant sous une hotte pendant au
moins une heure, jusqu’a ce qu’aucune odeur
résiduelle de solvant ne puisse plus étre décelée.
On combine ensuite soigneusement le mélange de



substance chimique et de sable (une fois le solvant
¢vapor¢) avec la quantité restante du sable
préhumidifié et des autres ingrédients nécessaires
pour préparer le sol artificiel (v. 3.3.2). On ajoute
alors au mélange sol-sable-tourbe la quantité d’eau
d’essai requise pour obtenir une teneur en humidité
finale équivalant a environ 70 % de la CRE
maximale de ce sol artificiel et on mélange. Le sol
enrichi d’une substance chimique peut maintenant
étre ajouté au récipient d’essai (OCDE, 2005).

Pour les essais dans lesquels le sol naturel est
enrichi d’une substance chimique insoluble dans
I’eau, on peut avoir recours au mode opératoire
suivant (R. Kuperman, comm. pers., US Army
Edgewood Chemical Biological Center, MD,
Etats-Unis, 2004). Aprés dissolution de la
substance chimique dans un solvant (comme
I’acétone), on verse cette solution sur une couche
de sol de 2,5 cm d’épaisseur a 1’aide d’une pipette
afin d’obtenir la concentration de chaque substance
chimique dans le sol; il faut s’assurer que le volume
ajouté n’excede jamais 15 % (rapport de volume a
masse) de la masse seche du sol. Ce méme volume
de solution substance chimique-solvant a des
concentrations différentes est ajouté a chaque
traitement; il doit correspondre au volume dont on
a besoin pour dissoudre la substance chimique a la
concentration d’essai la plus élevée. On laisse le
solvant se volatiliser (pendant au moins 18 h,
généralement) dans une hotte dépourvue
d’éclairage afin d’empécher la photolyse. Chaque
¢chantillon de sol enrichi est mélangé jusqu’a ce
qu’il soit homogeéne (p. ex. chaque échantillon est
transféré dans un contenant en polyéthyléne haute
densité a revétement fluorocarbone, puis mélangé
pendant 18 h dans un mélangeur rotatif
tridimensionnel).

L’¢échantillon de témoin sol-solvant a inclure dans
I’essai doit étre préparé de la méme manicre, mais
sans 1’ajout de la substance chimique d’essai. En
outre, le témoin sol-solvant doit contenir une
concentration de solvant aussi élevée que celle qui
est présente dans n’importe laquelle des
concentrations de sol enrichi d’une substance
chimique incluses dans I’essai.

Si la substance chimique d’essai qui doit étre
ajoutée au sol artificiel est insoluble a la fois dans
I’eau et dans un quelconque solvant organique
approprié (non toxique), on devrait préparer un
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mélange comprenant 2,5 g de sable quartzeux
industriel finement broy¢ et la quantité de substance
chimique d’essai nécessaire pour obtenir la
concentration d’essai désirée dans le sol. Les
constituants restants du sol artificiel préhumidifi¢
devraient ensuite étre incorporés soigneusement au
mélange. On ajoute enfin la quantité d’eau
désionisée nécessaire pour obtenir une teneur en
humidité finale équivalant a ~70 % de la CRE
maximale, et on mélange soigneusement. Le
mélange ainsi obtenu de sol enrichi d’une substance
chimique peut alors étre ajouté aux récipients
d’essai (OCDE, 2005).

Les concentrations des substances ou des produits
chimiques dans le sol sont habituellement calculées,
mesurées et exprimées en milligrammes de
substance d’essai par kilogramme de sol (ou en
microgrammes de substance par gramme de sol),
selon la masse séche (ISO, 1999; OCDE, 2005).
Les parametres (p. ex. les CI,,) sont également
exprimés en fonction de la masse séche

(v.4.8 et 6.4).

Les conditions de mélange, y compris le ratio
solution-sol, de méme que les durées et les
températures de brassage et de conservation,
doivent étre uniformes d’un traitement a 1’ autre
dans un essai donné. La durée de brassage d’un sol
enrichi devrait étre suffisante pour assurer une
répartition homogene de la substance chimique,

ce qui pourrait prendre de quelques minutes a 24 h.
Pendant le brassage, on devrait maintenir la
température assez basse pour réduire au minimum
’activité microbienne et 1’altération des
caractéristiques physicochimiques du mélange.

On conseille d’analyser des sous-échantillons du
mélange afin de déterminer le degré de mélange

et d’homogénéité obtenu.

Pour certaines études, on devra peut-étre préparer
une seule concentration d’un mélange particulier de
sol témoin négatif (ou autre) et d’une substance ou
d’un produit chimique ou plus, ou un mélange
d’une seule concentration de sol contaminé ou de
déchets particulaires dans un sol témoin négatif ou
autre. Par exemple, un essai a concentration unique
pourrait étre effectué pour déterminer si une
concentration particuliére de substance ou de
produit chimique dans un sol non contaminé est
toxique pour les organismes d’essai. Un tel essai
pourrait tre réalisé dans le cadre de travaux de



recherche ou a des fins réglementaires (p. ex.
« essai limite »).

On devrait cependant avoir recours a un essai a
concentrations multiples, comprenant une gamme
de concentrations de substance chimique ajoutées a
un sol téemoin négatif (ou autre) dans des conditions
normalisées, pour déterminer le ou les parameétres
visés (c.-a-d. la CLsg et la Cl,,; v. 4.8 et 6.4). Un
essai a concentrations multiples avec un sol témoin
négatif enrichi d’un déchet particulaire donné
pourrait également convenir. Pour chacun des
essais a concentrations multiples, on doit préparer
au moins sept concentrations d’essai plus le ou les
traitements témoins appropriés; on recommande
toutefois d’en préparer un plus grand nombre (>10,
témoins en sus) (v. 4.1 et 4.8). Pour choisir les
concentrations d’essai, on peut se servir d’une suite
de dilutions en progression géométrique dans
laquelle chaque concentration successive de
substance ou de produit chimique dans le sol
correspond au moins a la moitié de la précédente
(p. ex. 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,63 mg/kg).

Les concentrations d’essai peuvent aussi étre
sélectionnées a partir d’une suite de dilutions
logarithmique appropriée (v. annexe H), ou en
fonction des résultats d’essais toxicologiques
préliminaires. Le lecteur trouvera en 4.1

d’autres conseils au sujet du choix des
concentrations d’essai.

Pour choisir la bonne fourchette de concentrations,
il pourrait étre utile d’effectuer un essai
préliminaire qui engloberait une gamme de
concentrations plus étendue. On pourrait réduire le
nombre de répétitions par traitement (v. 4.1) ou les
supprimer carrément si 1’essai est réalisé pour
déterminer une gamme de concentrations. De
méme, selon la variance prévue ou mise en
évidence (d’apres des études antérieures réalisées
avec la méme substance d’essai ou avec une
substance similaire) entre les récipients d’essai pour
un traitement donné, on pourrait également réduire
le nombre de répétitions dans le cas de recherches
ou d’essais biologiques préalables réalisés a des
fins non réglementaires.

Selon les objectifs de 1’essai, il pourrait étre
souhaitable de déterminer 1’effet des
caractéristiques du substrat (p. ex. composition
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granulométrique ou teneur en matiére organique)
sur la toxicité des mélanges de sol et de substance
chimique. On pourrait par exemple mesurer
I’incidence de la composition granulométrique sur
la toxicité de la substance chimique en effectuant
des essais paralléles a concentrations multiples avec
une série de mélanges comprenant la substance ou
le produit chimique, ou les substances ou produits
chimiques, incorporés dans une gamme de fractions
(granulométriques) ou de types de sol témoin
négatif naturel ou artificiel (v. 3.3). De la méme
maniére, on pourrait évaluer la mesure dans
laquelle la teneur (%) en carbone organique total ou
en matiere organique du sol peut modifier la
toxicité de la substance chimique en effectuant des
essais paralleles a concentrations multiples sur
divers mélanges de substance chimique et de sol
préparés a partir d’une série de sols témoins
négatifs enrichis de mati¢re organique. Chacune des
fractions ou des préparations de so/ témoin négatif
naturel ou artificiel utilisées pour préparer ces
mélanges devrait étre incluse en guise de témoin
dans ’essai.

Selon les objectifs et le plan de I’étude, certains
essais de toxicité d’un sol sur des collemboles
pourraient étre effectués avec des échantillons de
sol témoin négatif ou de sol de référence dans
lesquels les substances ou produits chimiques sont
pulvérisés sur la surface du sol, plutot que mélangés
au sol. La pulvérisation en surface peut se faire sur
le terrain ou au laboratoire. L’une des méthodes qui
peuvent étre employées consiste a utiliser un
pulvérisateur calibré a rampe ou monté sur rails
afin d’obtenir une répartition uniforme de la
substance chimique sur une surface donnée. La
concentration de la substance ou du produit
chimique dans le sol peut étre déterminée en
fonction de la profondeur de pénétration, de I’aire
pulvérisée ou de la largeur des bandes, de la taille
des buses, de la pression et de la vitesse a laquelle
le pulvérisateur couvre la surface [G.L. Stephenson,
comm. pers., Aquaterra Environmental, Orton
(Ont.), 2001]. On trouvera dans OCDE (2005) des
indications au sujet de la pulvérisation de
substances d’essai sur la surface du sol en vue
d’essais sur la reproduction de collemboles.



6.3 Observations et mesures

Lorsqu’on prépare 1’essai, on devrait consigner une
description qualitative de chaque mélange de so/
enrichi d’une substance chimique. Cette description
pourrait inclure des observations relatives a la
couleur, a la texture et a I’homogénéité apparente
du mélange. Toute modification dans 1’aspect du
mélange d’essai observée au cours ou a la fin de
I’essai devrait étre consignée.

La sous-section 4.6 fournit des conseils et établit les
exigences au sujet des observations et des mesures
a effectuer au début, au cours et a la fin de I’essai.
Ces observations et mesures s’appliquent aux essais
de toxicité d’un sol décrits ici, employant un ou
plusieurs échantillons de sol enrichi d’une
substance chimique, et sont donc obligatoires.

Selon les objectifs de 1’essai et le plan d’étude,

on pourrait préparer des récipients d’essai
supplémentaires le jour —1 de I’essai (v. 4.1) pour
surveiller les caractéristiques chimiques du sol. Ces
récipients feraient 1’objet d’un échantillonnage
destructif au cours de 1’essai (c.-a-d. le jour O et,
dans certains cas, d’autres jours a mesure que
I’essai se déroule) ou a la fin de ’essai (c.-a-d.

le jour 21 ou le jour 28, suivant I’espéce de
collembole utilisée). Selon les objectifs de I’étude,
on pourrait ajouter ou non des organismes d’essai
dans ces récipients supplémentaires. Pour mesurer
les concentrations de la ou des substances
chimiques dans le sol de ces récipients d’essai, on
pourrait prélever des aliquotes de sol aux fins des
différentes analyses au début, au cours et/ou a la
fin de I’essai, selon la nature du toxique et les
objectifs de I’essai.

Des mesures de la qualité (y compris le pH et la
teneur en humidité du sol) de chaque mélange de
sol enrichi soumis a 1’essai (y compris le sol témoin
négatif) doivent étre effectuées et consignées au
début et a la fin de I’essai, comme il est expliqué
en 4.6. Si on dispose des capacités analytiques
nécessaires, il est recommandé d’analyser la ou les
solutions meres en parallele avec un ou plusieurs
sous-échantillons de chaque mélange de sol enrichi
afin de déterminer les concentrations de la ou des
substances chimiques et de vérifier si le sol a été
enrichi de maniere satisfaisante. Ces échantillons
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devraient étre conserveés, entreposés et analysés
selon des méthodes convenables et éprouvées.

A moins d’avoir de bonnes raisons de croire que
les dosages chimiques ne sont pas précis, pour tout
essai toxicologique dans lequel on a mesuré les
concentrations dans chaque mélange de sol enrichi,
on devrait calculer et exprimer les résultats de
’essai en fonction de ces valeurs mesurées. On
devrait au moins prendre des aliquotes des
¢chantillons représentatifs des concentrations
¢levée, moyenne et faible au début et a la fin de
I’essai®®; dans un tel cas, les valeurs des paramétres
seraient calculées en fonction des valeurs
nominales (v. 4.8 et 6.4). Toutes ces mesures des
concentrations des substances ou des produits
chimiques d’essai devraient étre comparées,
consignées et analysées sous 1’angle de leur degré
de différence par rapport aux valeurs nominales.

Si on se sert des concentrations nominales pour
exprimer les résultats d’un essai toxicologique,

on doit I’indiquer explicitement dans le rapport
d’essai (v. 7.1.6).

6.4 Parametres de ’essai et calculs

Les essais a concentrations multiples employant des
mélanges de sol enrichi sont caractérisés par des
parameétres statistiques particuliers a 1’essai (v. 4.8).
Des conseils relatifs au calcul de la CLs, sont
fournis en 4.8.1; des conseils similaires pour le
calcul de la CI,, (a partir de données montrant une
inhibition de la reproduction) sont fournis en 4.8.2.
La sous-section 5.5 renferme des conseils au sujet
du calcul et de la comparaison des paramétres des
essais a concentration unique employant des
échantillons de sol prélevés sur le terrain. Ces
conseils s’appliquent également aux essais a
concentration unique réalisés avec des mélanges

de sol enrichi. Pour en savoir plus au sujet des
méthodes statistiques paramétriques (ou non
paramétriques) convenant aux parametres de
I’essai, les responsables des essais sont invités a
consulter EC (2005b).

%11 peut avoir été démontré que certaines substances
chimiques sont stables dans les conditions particuli¢res

de I’essai et qu’une variation de la concentration au cours de
’essai est peu probable. Dans ce cas, le responsable de 1’essai
pourrait choisir d’analyser seulement des échantillons prélevés
au début de D’essai.



Si les essais comprennent un témoin sol-solvant

(v. 6.2), on doit comparer statistiquement les
résultats de I’essai pour les collemboles maintenus
dans ce sol avec ceux obtenus pour les organismes
d’essai maintenus dans le sol témoin négatif. Si un
test de Student révele des écarts importants entre les
paramétres correspondant a ces deux sols témoins
utilisés pour établir la validité de I’essai (v. 4.4),
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on ne pourra se servir que du témoin sol-solvant
aux fins des comparaisons et du calcul des résultats.
En revanche, si les résultats des deux témoins sont
semblables, on devrait combiner les données
obtenues avec les deux témoins avant de les utiliser
dans le calcul des résultats ou I’évaluation de la
validité de I’essai.



Section 7
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Rapports a produire

Le rapport d’essai doit mentionner tout écart par
rapport aux exigences exposées aux sections 2 a 6
de la présente méthode et, le cas échéant, fournir
des précisions. Le lecteur doit pouvoir déterminer,
a partir de ce rapport, si les conditions et les modes
opératoires préalables et expérimentaux ont rendu
les résultats valides et acceptables pour I'usage
qu’on entend en faire.

La sous-section 7.1 ci-aprés énumere les
renseignements a inclure dans le rapport relatif a
chaque essai. Les renseignements devant étre inclus
dans le rapport d’essai, fournis séparément dans un
rapport général ou conservés pendant au moins

5 ans, sont précisés en 7.2. Des programmes
particuliers de surveillance, des protocoles
expérimentaux connexes ou des reglements
pourraient exiger de faire figurer dans le rapport
d’essai certains des renseignements énumérés

en 7.2 et propres a I’essai (p. ex. des précisions sur
la matiére d’essai et/ou les modes opératoires et
conditions propres au prélévement, a la
manipulation, au transport et a 1I’entreposage des
¢chantillons) ou de les conserver dans les dossiers.

Il est possible de citer les modes opératoires et les
conditions communs a une série d’essais en cours
(p. ex. les essais de toxicité systématiques exécutés
a des fins de surveillance ou de conformité aux
réglements) et conformes aux exigences de la
présente méthode; on peut aussi joindre un rapport
général exposant dans ses grandes lignes la pratique
ordinairement suivie en laboratoire.

Les détails relatifs a la conduite et aux résultats

de I’essai qui ne sont consignés ni dans le rapport
d’essai ni dans un rapport général doivent étre
conserves par le laboratoire pendant au moins cing
ans, de sorte qu’on puisse fournir I’information
pertinente si I’essai doit faire 1’objet d’une
vérification. L information a conserver peut
comprendre les éléments suivants :

* un enregistrement de la chaine de possession
des échantillons prélevés sur le terrain ou autres,
mis a I’essai a des fins de surveillance ou
d’application d’un réglement;

* une copie du dossier d’acquisition de
1’échantillon ou des échantillons;

* les résultats des analyses chimiques de
I’¢échantillon ou des échantillons ne figurant
pas dans le rapport d’essai;

 les notes de laboratoire sur les observations
et les mesures effectuées au cours de ’essai;

* les notes de laboratoire et la ou les cartes de
contrdle des essais toxicologiques de référence;

* les dossiers détaillés concernant I’ origine
des organismes d’essai, leur confirmation
taxinomique et toute 1I’information utile
concernant leur élevage et/ou leur maintien,
leur acclimatation et leur santé;

* des renseignements sur 1’étalonnage de
I’équipement et des instruments.

Le personnel de laboratoire effectuant les essais
doit signer ou parapher les feuilles de données
originelles et les dater.

7.1 Exigences minimales pour le rapport
d’essai

Voici la liste des renseignements a inclure dans le
rapport relatif a chaque essai :

7.1.1 Substance ou matiere d’essai

* une courte description du type d’échantillon
(p. ex. boue excédentaire, sol de référence ou sol
contaming prélevé sur le terrain, sol témoin
négatif) ou du codage de I’échantillon fourni au
personnel de laboratoire;

* des renseignements sur 1’étiquetage ou le codage
de chaque échantillon;

* la date du prélévement de chaque échantillon; la
date et I’heure de réception de chaque
¢chantillon a I’installation d’essai.



7.1.2  Organismes d’essai

» D’espece et la provenance du stock de géniteurs
et des organismes d’essai;

+ laplage d’age des collemboles O. folsomi,
F. candida ou F. fimetaria au début de 1’essai;

* tout aspect, comportement ou traitement
inhabituel des organismes, avant leur utilisation
dans I’essai.

7.1.3 Installations
* le nom et ’adresse du laboratoire d’essai;

* le nom de la ou des personnes ayant réalisé
I’essai (ou chacune des parties de celui-ci).

7.1.4 Meéthode d’essai

* le nom de la méthode d’essai biologique
employée (conformément au présent document);

* le plan d’étude et la description de toute
technique spéciale (p. ex. préparation de
mélanges de sol enrichi; la préparation et
I’utilisation d’un solvant et, le cas échéant,
d’un témoin contenant le solvant) ou de toute
modification apportée a la méthode d’essai
normalisée décrite ici;

 une bréve description de la fréquence et de la
nature de toutes les observations et mesures
effectuées au cours de 1’essai;

* le nom du ou des programmes et des méthodes
employés pour calculer les paramétres
statistiques et des renvois a ces programmes
et méthodes.

7.1.5 Conditions expérimentales et modes
opératoires

* laraison et la description de tout écart ou de
toute omission en regard des modes opératoires
et conditions exposés dans le présent document;

* le nombre d’échantillons discrets par traitement;
le nombre de récipients de répétition par
traitement; le nombre et la description
des traitements dans chaque essai, y compris le
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ou les témoins; les concentrations d’essai (le cas
échéant);

* le volume et/ou la masse de sol dans chaque
récipient d’essai;

* le nombre d’organismes par récipient d’essai
et par traitement;

 les dates du début et de la fin de 1’essai;

* les aliments et les rations donnés aux organismes
pendant I’essai;

 pour chaque échantillon de sol, toutes les
mesures relatives a la composition
granulométrique, a la teneur en humidité, a la
CRE, au pH et a la conductivité;

* pour chaque échantillon composite de sous-
¢chantillons prélevés au méme moment dans
toutes les répétitions de chaque traitement, toutes
les mesures relatives a la température (air et sol),
au pH, a la teneur en humidité et a la CRE.

7.1.6 Résultats de I’essai

* le pourcentage moyen de survie (+ ET) des
collemboles adultes dans chaque traitement,
y compris les témoins, le jour 21 pour
F. fimetaria et le jour 28 pour F. candida et
O. folsomi; 1e nombre moyen (£ ET) de juvéniles
dans chaque traitement, y compris les témoins, le
jour 21 pour F. fimetaria et le jour 28 pour
F. candida et O. folsomi;

* toute CLs (et ses limites de confiance a 95 %
et, le cas échéant, la pente calculée) qui a été
déterminée; toute CLy additionnelle (p. ex. CL;s)
calculée;

+ toute CI, (et ses limites de confiance a 95 %) qui
a été déterminée pour les données relatives au
succes de la reproduction (nombre de juvéniles
ayant survécu dans chaque traitement a la fin de
I’essai); les détails relatifs a toute transformation
¢ventuelle des données et une indication de la
méthode statistique quantitative utilisée ou des
techniques de traitement des données;

* pour un essai a concentrations multiples sur un
sol enrichi d’une substance chimique, une note



indiquant si les résultats sont fondés sur

les concentrations nominales ou sur les
concentrations mesurées des substances ou
des produits chimiques; toutes les valeurs des
concentrations mesurées;

* les résultats pour toute CLs, 7 jours pour
O. folsomi ou F. fimetaria ou CLs, 14 jours pour
F. candida (et ses limites de confiance a 95 %)
associée au toxique de référence évalué en
parallele avec I’essai définitif de toxicité du sol;
la valeur de la moyenne géométrique (£2 ET)
pour le méme toxique de référence et la méme
espece d’essai, obtenue au laboratoire dans des
essais antérieurs sur la CLs, 7 jours ou 14 jours
employant les conditions et les modes
opératoires décrits ici pour les essais
toxicologiques de référence;

* toute anomalie dans le déroulement de 1’essai,
tout probléme observé et toute mesure corrective
prise.

7.2 Exigences supplémentaires

Voici la liste des éléments qui doivent soit étre
inclus dans le rapport d’essai ou le rapport général,
soit étre conservés dans les dossiers pendant au
moins cing ans :

7.2.1 Substance ou matiere d’essai

* le nom de la ou des personnes qui ont prélevé
et/ou fourni 1’échantillon;

+ la chaine de possession et les fiches d’inscription
de I’échantillon;

* les conditions de conservation (p. ex.
température, obscurité, contenant scell¢)
de I’¢échantillon a la réception et durant
I’entreposage.

7.2.2  Organismes d’essai

* le nom de la ou des personnes ayant identifié les
organismes; les lignes directrices taxinomiques
utilisées pour en confirmer 1’espéce;

* les antécédents et I’age des reproducteurs de
I’¢levage ou des élevages d’ou proviennent les
organismes d’essai;
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une description des conditions et des modes
opératoires d’¢élevage, y compris les ¢léments
suivants : température, éclairage, type et quantité
de substrat, détails sur le renouvellement du
substrat, mesures de la qualité du substrat,
densité de chargement des collemboles, régime
alimentaire et quantité¢ de nourriture, registres de
santé, indices de performance;

les techniques de dénombrement, de
manipulation, de tri et de transfert des animaux;
les modes opératoires ayant servi a déterminer la
mortalité, 1’état, I’aspect et le comportement de
ces derniers;

’origine et la composition de la nourriture, les
méthodes de préparation et de conservation

des aliments, la ou les méthodes d’alimentation,
la fréquence des repas et les rations.

7.2.3  Installations d’essai et appareillage

tous les résultats des essais initiaux avec un sol
témoin négatif et un toxique de référence,
entrepris par le laboratoire alors qu’il ne
possédait pas d’expérience dans 1’application de
la méthode d’essai biologique décrite ici, avant
tout rapport concernant les résultats d’un essai
définitif (v. 3.2.1);

une description des systémes d’éclairage et de
régulation de la température dans I’installation
d’essai;

une description des récipients d’essai et des
couvercles;

une description des méthodes employées pour
nettoyer ou rincer le matériel.

7.2.4 Sol témoin négatif ou sol de référence

les modes opératoires pour la préparation (dans
le cas d’un sol artificiel) ou le prétraitement
(dans le cas d’un sol naturel) du so/ témoin

négatif,

la source du sol naturel; un historique de
I’utilisation de pesticides et d’autres
contaminants, de méme que les rapports
d’analyses concernant ceux-ci;



* la préparation du sol artificiel, y compris les
sources des constituants et les conditions et
modes opératoires pour 1’hydratation et pour
I’ajustement du pH;

* les conditions et la durée d’entreposage avant
I’utilisation.

7.2.5 Meéthode d’essai

+ les modes opératoires employés pour mélanger
ou manipuler les sols d’essai avant leur
utilisation; I’intervalle de temps entre la
préparation des sols et la réalisation de 1’essai;

* le mode opératoire employé pour préparer les
solutions méres et/ou les solutions d’essai de
substances chimiques; une description et la
concentration de tout solvant utilisé;

* des précisions sur le prélévement, la préparation
et I’entreposage d’aliquotes avant les analyses
physicochimiques, et I’information disponible
au sujet des méthodes d’analyse employées
(avec renvois);

* une description, le cas échéant, de 1’essai
préliminaire (visant a déterminer la gamme
de concentrations appropriée).

7.2.6  Conditions expérimentales et modes
opératoires

* les mesures de I’intensité lumineuse en un point
adjacent a la surface du sol dans les récipients
d’essai;

* le mode opératoire employ¢ pour transférer les
organismes d’essai dans les récipients d’essai;

* une description de I’aspect de chaque échantillon
(ou de chaque mélange) dans les récipients
d’essai; tout changement d’aspect observé
pendant 1’essai;

» D’enregistrement de chaque pulvérisation d’eau
d’essai a la surface du sol de chaque récipient
pendant I’essai pour en accroitre I’humidité;

* toute autre mesure physicochimique (p. ex.
analyses d’aliquotes provenant du méme /ot afin
de déterminer I’homogénéité, la concentration
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des contaminants, les solides volatils totaux, la
demande biochimique en oxygéene, la demande
chimique en oxygene, la teneur en carbone
inorganique total, la capacité d’échange
cationique, le potentiel d’oxydoréduction, la
teneur en azote total) effectuée avant et pendant
I’essai sur la matiére d’essai (y compris le sol
téemoin négatif et le sol de référence) et le
contenu des récipients d’essai, y compris les
analyses du sol entier et de I’eau interstitielle;

toute autre observation ou analyse effectuée sur
la matiere d’essai (y compris les échantillons de
sol téemoin négatif ou de sol de référence), par
exemple les données qualitatives et/ou
quantitatives concernant la macrofaune indigéne
ou les détritus, ou les résultats d’analyses
géochimiques;

toute analyse chimique de la concentration de
substance chimique dans la ou les solutions
meres du toxique de référence et, le cas échéant,
dans les concentrations d’essai.

7.2.7  Résultats de Dessai
* les résultats de tout essai préliminaire;

* le nombre de collemboles adultes ayant survécu

dans chaque récipient d’essai a la fin de I’essai
(jour 21 pour F. fimetaria ou jour 28 pour

F. candida et O. folsomi); le nombre de
descendants ayant survécu dans chaque récipient
d’essai a la fin de I’essai (jour 21 ou jour 28);
pour les analyses de régression, les données
relatives a la taille de 1’échantillon (p. ex.
nombre de répétitions par traitement), les valeurs
estimatives des parameétres avec la variance, tout
tableau ANOVA produit, les graphiques des
valeurs ajustées et observées de tout modele
utilisé et les données de sortie du programme
statistique (p. ex. SYSTAT);

les cartes de controle montrant les résultats les
plus récents et les résultats antérieurs d’essais
de toxicité aigué employant le méme toxique de
référence et les mémes especes d’organismes
d’essai;
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* les résultats de tout essai de toxicité chronique * les originaux des notes de laboratoire et d’autres
de 21 ou 28 jours réalisé avec un toxique de feuilles de données, signés et datés par les
référence; membres du personnel du laboratoire qui ont

effectué les essais et les analyses connexes.
 une représentation graphique des données;
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Méthodes d’essai biologique et documents d’orientation
publiés par la Section de I’élaboration et de ’application des méthodes

d’Environnement Canada®

Titre de la méthode d’essai Numéro Date Modifications
ou du document d’orientation du rapport de publication applicables
A. Méthodes d’essai biologique universelles
Essai de [étalité aigué sur la truite arc-en-ciel SPE 1/RM/9 Juillet 1990 Mai 1996
Essai de 1étalité aigué sur 1I’épinoche a trois SPE 1/RM/10 Juillet 1990 Mars 2000
épines (Gasterosteus aculeatus)
Essai de [étalité aigué sur Daphnia spp. SPE 1/RM/11 Juillet 1990 Mai 1996

Essai de reproduction et de survie du cladocére
Ceriodaphnia dubia

SPE 1/RM/21
1™ édition

Février 1992

Novembre 1997

Essai de reproduction et de survie du cladocére
Ceriodaphnia dubia

SPE 1/RM/21
2° édition

Février 2007

Essai de croissance et de survie sur des larves
de téte-de-boule

SPE 1/RM/22

Février 1992

Novembre 1997

Essai de toxicité sur la bactérie luminescente
Photobacterium phosphoreum

SPE 1/RM/24

Novembre 1992

Essai d’inhibition de la croissance de ’algue
d’eau douce Selenastrum capricornutum

SPE 1/RM/25

1™ édition

Novembre 1992

Novembre 1997

Essai d’inhibition de la croissance d’une algue
d’eau douce

SPE 1/RM/25
2° édition

Mars 2007

Essai de toxicité aigué de sédiments chez des
amphipodes marins ou estuariens

SPE 1/RM/26

Décembre 1992

Octobre 1998

Essai sur la fécondation chez les échinides
(oursins verts et oursins plats)

SPE 1/RM/27

Décembre 1992

Novembre 1997

Essai de toxicité sur des salmonidés aux
premiers stades de leur cycle biologique (truite
arc-en-ciel, saumon coho ou saumon de

I’ Atlantique)

SPE 1/RM/28
1™ édition

Décembre 1992

Janvier 1995

* Ces documents sont vendus a ’adresse suivante : Services des communications, Environnement Canada, Ottawa (Ont.) K1A 0H3,

Canada. Pour en commander des copies papier, priere d’envoyer un courriel a epspubs@ec.ge.ca. Il est également possible de les
télécharger gratuitement en format PDF a partir de 1’adresse suivante : <http://www.etc-
cte.ec.gc.ca/organization/bmd/bmd_publist f.html>. Pour obtenir de plus amples renseignements ou pour formuler des

commentaires, priére de communiquer avec le chef de la Division des méthodes biologiques, Centre des sciences et technologies
environnementales, Direction générale des sciences et de la technologie, Environnement Canada, Ottawa (Ont.) K1A 0H3, Canada.
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Titre de la méthode d’essai Numéro Date Modifications
ou du document d’orientation du rapport de publication applicables
A. Méthodes d’essai biologique universelles (suite)
Essai de toxicité sur des salmonidés (truite arc-en- SPE 1/RM/28 Juillet 1998 —
ciel) aux premiers stades de leur cycle biologique 2° édition
Essai de survie et de croissance des larves dulcicoles SPE 1/RM/32 Décembre 1997 —
de chironomes (Chironomus tentans ou Chironomus
riparius) dans les sédiments
Essai de survie et de croissance de 1’amphipode SPE 1/RM/33 Décembre 1997 —
dulcicole Hyalella azteca dans les sédiments
Essai de mesure de I’inhibition de la croissance de la SPE 1/RM/37 Mars 1999 —
plante macroscopique dulcicole, Lemna minor 1™ édition
Essai de mesure de 1’inhibition de la croissance de la SPE 1/RM/37 Janvier 2007 —
plante macroscopique dulcicole Lemna minor 2° édition
Essai de survie et de croissance des vers polychétes SPE 1/RM/41 Décembre 2001 —
spionides (Polydora cornuta) dans les sédiments
Essais pour déterminer la toxicité de sols contaminés SPE 1/RM/43 Juin 2004 —
pour les vers de terre Eisenia andrei, Eisenia fetida ou
Lumbricus terrestris
Essai de mesure de la levée et de la croissance de SPE 1/RM/45 Février 2005 —
plantes terrestres exposées a des contaminants dans
le sol
Essai de mesure de la survie et de la reproduction de SPE 1/RM/47 Septembre 2007 —
collemboles exposés a des contaminants dans le sol
B. Méthodes de référence”

Méthode de référence pour la détermination de la SPE 1/RM/13 Juillet 1990 Mai 1996,
1étalité aigué d’effluents chez la truite arc-en-ciel 1 édition décembre 2000
Méthode de référence pour la détermination de la SPE 1/RM/13 Décembre 2000 —
1étalité aigué d’effluents chez la truite arc-en-ciel 2° édition
Meéthode de référence pour la détermination de la SPE 1/RM/14 Juillet 1990 Mai 1996,
1étalité aigué d’effluents chez Daphnia magna 1% édition décembre 2000
Meéthode de référence pour la détermination de la SPE 1/RM/14 Décembre 2000 —
1étalité aigué d’effluents chez Daphnia magna 2° édition

" Dans le présent contexte, on définit une méthode de référence comme étant une méthode d’essai biologique spécifique en vue de
la réalisation d’un essai de toxicité, respectant une série de conditions expérimentales et de modes opératoires décrits avec précision
dans un document écrit. Contrairement a d’autres méthodes d’essai biologique génériques (polyvalentes ou « universelles »)
publiées par Environnement Canada, les méthodes de référence sont souvent réservées aux essais associés a des réglements

particuliers.
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Titre de l1a méthode d’essai
ou du document d’orientation

Numéro
du rapport

Date de
publication

Modifications
applicables

B. Méthodes

de référence (suite)

Méthode de référence pour la détermination de la
1étalité aigué d’un sédiment pour des amphipodes
marins ou estuariens

SPE 1/RM/35

Décembre 1998

Méthode de référence servant a déterminer la toxicité SPE 1/RM/42 Avril 2002 —
des sédiments a 1’aide d’une bactérie luminescente
dans un essai en phase solide
C. Documents d’orientation
Document d’orientation sur le contréle de la précision | SPE 1/RM/12 Aoit 1990 —

des essais de toxicité au moyen de produits toxiques
de référence

Document d’orientation sur le prélévement et la
préparation de sédiments en vue de leur
caractérisation physicochimique et d’essais
biologiques

SPE 1/RM/29

Décembre 1994

Document d’orientation sur la mesure de la précision
des essais de toxicité sur sédiment de controle dopé
avec un produit toxique de référence

SPE 1/RM/30

Septembre 1995

Guide des essais écotoxicologiques employant une
seule espéce et de I’interprétation de leurs résultats

SPE 1/RM/34

Décembre 1999

Guide des essais de pathogénicité et de toxicité SPE 1/RM/44 Mars 2004 —
de nouvelles substances microbiennes pour les

organismes aquatiques et terrestres

Document d’orientation sur les méthodes statistiques SPE 1/RM/46 Mars 2005 —

applicables aux essais d’écotoxicité
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Annexe B

Administration centrale et bureaux régionaux d’Environnement Canada

Administration centrale Région de I’Ontario

351, boulevard Saint-Joseph 4905, rue Dufferin, 2° étage
Place Vincent-Massey Downsview (Ontario)
Gatineau (Qué.) M3H 5T4

K1A OH3

Région de I’Atlantique Région de I’Ouest et du Nord
Queen Square, 15° étage Twin Atria n° 2, Bureau 210,
45, chemin Alderney 4999, 98° Avenue

Dartmouth (N.-E.) Edmonton (Alb.)

B2Y 2N6 T6B 2X3

Région du Québec Région du Pacifique et du Yukon"
105, rue McGill, 8° étage 401, rue Burrard

Montréal (Qué.) Vancouver (C.-B.)

H2Y 2E7 V6C 3S5

" On peut se procurer un logiciel permettant de calculer la CLs, auprés de la Section de I’écotoxicologie, Centre des
sciences de I’environnement, région du Pacifique, 2645 Dollarton Highway, North Vancouver (C.-B.) V7H 1B, en lui
fournissant un cédérom.



Annexe C

Membres du Groupe intergouvernemental d’écotoxicologie (en mars 2007)

Gouvernement fédéral,
Environnement Canada

W. Antoniolli
Laboratoire de la protection de I’environnement
Edmonton (Alb.)

C. Blaise
Centre Saint-Laurent
Montréal (Qué.)

U. Borgmann
Institut national de recherche sur les eaux
Burlington (Ont.)

J. Bruno

Centre des sciences de I’environnement, région
du Pacifique

North Vancouver (C.-B.)

C. Buday

Centre des sciences de I’environnement, région
du Pacifique

North Vancouver (C.-B.)

K. Doe

Centre des sciences de I’environnement, région
de I’ Atlantique

Moncton (N.-B.)

G. Elliott
Laboratoire de la protection de I’environnement
Edmonton (Alb.)

F. Gagne
Centre Saint-Laurent
Montréal (Qué.)

M. Harwood
Service de la protection de I’environnement
Montréal (Qué.)

S. Hendry

Centre des sciences et technologies
environnementales

Ottawa (Ont.)

D. Hughes

Centre des sciences de I’environnement, région
de I’Atlantique

Moncton (N.-B.)

P. Jackman

Centre des sciences de I’environnement, région
de I’ Atlantique

Moncton (N.-B.)

N. Kruper
Laboratoire de la protection de I’environnement
Edmonton (Alb.)

M. Linssen

Centre des sciences de I’environnement, région
du Pacifique

North Vancouver (C.-B.)

L. Porebski
Direction du milieu marin
Gatineau (Qué.)

J. Princz

Centre des sciences et technologies
environnementales

Ottawa (Ont.)

G. Schroeder

Centre des sciences de I’environnement, région
du Pacifique

North Vancouver (C.-B.)

R. Scroggins

Centre des sciences et technologies
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Annexe E

Variantes des modes opératoires pour I’élevage de collemboles, telles
que décrites dans les méthodes d’essai et les guides internationaux pour
la mesure de la toxicité de sols a ’aide de diverses espéces de collemboles

Les documents de base sont énumérés ici dans I’ordre chronologique, selon les auteurs ou le sigle de
I’organisme dont ils émanent.

W & K (1998) (Wiles et Krogh, 1998) — document décrivant des protocoles de mesure des effets de
substances chimiques sur la survie, la croissance et la reproduction de trois especes de collemboles,
a savoir Folsomia candida Willem, 1902, Isotoma viridis Bourlet, 1839 et F. fimetaria Linnaeus, 1758;
publié en 1998 dans Handbook of Soil Invertebrate Toxicity Tests, Lokke et van Gestel (dir.), West
Sussex, Angleterre.

ISO (1999) — méthode d’essai normalisée internationale pour déterminer la toxicité d’un sol a ’aide d’un
essai de mesure des effets sur la reproduction de F. candida, publiée en 1999 par I’Organisation
internationale de normalisation, Genéve, Suisse.

OCDE (2005) — ébauche de proposition soumise par I’Institut national de recherche sur I’environnement
du Danemark a I’Organisation de coopération et de développement économiques (OCDE), en vue de la
publication d’une nouvelle ligne directrice pour I’évaluation des effets de sols enrichis d’une substance
chimique sur la reproduction de deux espéces de collemboles (F. fimetaria et F. candida); actuellement
a 1’étude par I’OCDE, Paris, France.
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1. Source du stock de géniteurs pour I’élevage

Document Espéce d’essai

Source initiale

W & K (1998) Folsomia candida (Willem, 1902)

F. fimetaria (Linné, 1758)

Isotoma viridis (Bourlet, 1839)

ISO (1999) F. candida (Willem, 1902)

OCDE (2005) F. candida (Willem, 1902)°

F. fimetaria (Linné, 1758)°

on peut obtenir des élevages de départ a partir
de nombreux élevages de laboratoire existants

on peut obtenir des géniteurs a partir
d’échantillons de sol prélevés dans des
champs, des prés ou des prairies, par
extraction a la chaleur/a sec

on peut obtenir des géniteurs sur le terrain
(habitats herbeux) a I’aide d’un dispositif
d’aspiration par succion'

n.i.

disponible dans le commerce

disponible dans le commerce

1

dans les régions au climat tempéré.
n.i. = non indiqué.

Les mois d’avril-mai et de septembre—octobre constituent les meilleurs moments de 1’année pour prélever les organismes

D’autres espéces de collemboles peuvent également convenir, p. ex. . viridis ou O. folsomi. Si d’autres espéces sont
utilisées, il faut les identifier clairement et indiquer les raisons pour lesquelles elles ont été choisies.

2. Récipients d’élevage et capacité

Nombre d’unités et capacité pour le

Document Type de récipient et dimensions substrat d’élevage des collemboles
W & K (1998)
F. candida récipient en Perspex' de 28 x 16 x 9 cm 1 cm de substrat d’élevage humecté avec

et I viridis
F. fimetaria  boites de Petri de 90 x 13 mm

ISO (1999) récipients en plastique du commerce de
400 mL, fermés hermétiquement

OCDE (2005) boites de Petri de 90 x 13 mm

de I’eau distillée
0,5 cm de substrat d’¢levage

1 cm de substrat d’¢élevage mouillé avec
de I’eau désionisée presque a saturation

0,5 cm de substrat d’¢levage

1

Les stocks de géniteurs plus importants peuvent étre conservés dans de grands récipients alimentaires en plastique

(30 x 30 x 20 cm); nota : certains types de matiére plastique peuvent libérer des composés organiques toxiques qui

pourraient avoir une incidence sur I’¢levage et I’essai.
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3. Température et éclairage pendant I’élevage

Document Température (°C) Conditions d’éclairage1 Humidité
W & K (1998)
F. candida 15+0,5° 16 h C/8 h O; <1 000 lux ni’*
et 1. viridis
F. fimetaria 20+ 1 12hC/12h O n.i.
I1SO (1999) 202422 éclairage continu; 400 a 800 lux’ HR® : 70-80 %

OCDE (2005) 20+ 10u20=+0,5 12h C/12h O ou 16 h C/8h O; <1 000 lux’  n.i.

C = clarté; O = obscurité.

Peuvent étre gardés a 20 °C, au besoin.

n.i. = non indiqué.

Les ¢élevages doivent étre gardés humides en tout temps; toutefois, pour 7. viridis, il est préférable d’éviter la formation
d’une couche d’humidité a la surface du platre de Paris, car la présence d’une telle couche d’humidité a tendance a
accroitre le taux de mortalité des collemboles qui viennent d’éclore.

Un cycle de 16 h de clarté et de 8 h d’obscurité convient également.

HR = humidité relative.

Les récipients sont gardés humides en tout temps.

E N O S

4. Substrat d’élevage

Document Substrat d’élevage pH Conditions de renouvellement

W & K (1998)
F. candida platre de Paris et charbon,  n.i. transférer périodiquement les élevages
et [ . viridis hydraté' de réserve dans du platre de Paris frais

(p. ex. tous les 2 ou 3 mois)

F. fimetaria platre de Paris et charbon,  n.i. transférer les élevages dans des boites
hydraté' de reproduction fraiches toutes les
4 a 8 semaines

ISO (1999) mélange 8/1 de platre de 6,0-7,0  transférer les élevages dans des boites
Paris et de charbon actif, de reproduction fraiches aprés 8 semaines’
hydraté**

OCDE (2005) platre de Paris et charbon n.i. transférer les élevages dans des boites
actif® de reproduction fraiches toutes les
4 3 8 semaines”®

Ajouter 260-300 mL d’eau a 450 g du mélange de platre et de charbon.

n.i. = non indiqué.

On peut aussi utiliser des rapports plus élevés (9/1 ou 10/1) entre les quantités de platre et de charbon.

Ajouter de 60 a 100 g d’eau a 100 g du mélange de platre et de charbon; toutefois, la quantité d’eau ajoutée dépend du
type de platre. La présence d’eau a la surface du substrat saturé est essentielle pour que les collemboles se reproduisent.
Transférer les collemboles en tapotant le récipient ou en soufflant sur les collemboles pour qu’ils tombent sur le
substrat frais.

20 mL de charbon actif, 200 g de platre de Paris et 200 mL d’eau distillée ou 50 g de charbon pulvérisé actif, 400 g

de platre de Paris et 260—300 mL d’eau distillée.

Elevages de réserve transférés périodiquement (p. ex. tous les 2—3 mois) dans du platre de Paris frais.

Retirer les organismes morts et la nourriture délaissée du récipient.

BOW oD =
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5. Alimentation pendant I’élevage

Description de la Quantité et mode Fréquence de la
Document nourriture utilisée d’alimentation distribution de nourriture
W & K (1998)
F. candida levure seéche 10-30 mg déposés sur des au moins une ou deux fois
et I viridis de boulanger'? disques en papier filtre par semaine
F. fimetaria levure seche 15 mg une fois par semaine
de boulanger'
ISO (1999) levure seche granulée  petites quantités a intervalles au moins une ou deux fois
fréquents par semaine
OCDE (2005) levure séche granulée  10-30 mg ou masse requise  une ou deux fois par semaine

de boulanger

Autres aliments proposés : algues vertes (Pleurococcus spp.), flocons Tetramin pour poissons, carottes rapées mélangées a
des flocons d’avoine, flocons alimentaires pour drosophiles et morceaux de pomme de terre.

Pour 1. viridis, on peut déposer une petite quantité de sol prélevé sur le terrain et débarrassé de sa faune (5 g de sol tamisé
et chauffé a 70 °C) a ’'une des extrémités du récipient.
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6. Entretien des élevages et rythme de développement

Document Entretien des élevages synchronisés en fonction de I’age

W & K (1998)

F. candida transférer plusieurs centaines de collemboles adultes des élevages de réserve dans des boites
d’élevage fraiches, et déposer de la levure de boulanger; retirer les adultes aprés 2448 h;
laisser incuber les ceufs a 15 °C (ou 20 °C, selon les besoins); observer quotidiennement
et consigner la date d’éclosion; nourrir

1 viridis préparer des tubes d’éclosion (2,5 x 5 cm) contenant une couche de substrat d’élevage de
1 cm d’épaisseur; transférer des grappes d’ceufs des élevages de réserve dans les tubes a I’aide
d’un pinceau fin humecté; laisser incuber les ceufs a 15 °C (ou 20 °C, selon les besoins);
observer quotidiennement; passer un pinceau trempé dans 1’eau distillée sur les ceufs
présentant une contamination fongique; transférer les collemboles qui viennent d’éclore dans
un bocal a couvercle vissé (capacité de 120 mL) contenant 1 cm d’épaisseur de substrat
d’¢élevage; nourrir

F. fimetaria  transférer de 150 a 300 adultes d’un substrat vieux de 4 a 8 semaines dans des boites
d’élevage fraiches et nourrir; au bout de 9 jours, prélever délicatement des ceufs a 1’aide
d’une aiguille et d’une spatule et les déposer sur un papier d’éclosion (petit morceau de papier
filtre trempé dans du substrat d’élevage); placer le papier d’éclosion dans une boite d’élevage
fraiche et maintenir I’humidité; la plupart des ceufs écloront au bout de 3 jours; retirer le
papier a éclosion de la boite de Petri pour obtenir des élevages synchronisés en fonction de
I’age; nourrir

ISO (1999) éviter le surpeuplement'; transférer a 1’aide d’une fine spatule ou d’un pinceau fin les grappes
d’ceufs® des boites d’élevage sur un substrat d’¢élevage fraichement préparé; au bout de 48 h,
retirer les grappes d’ceufs et nourrir les larves qui ont émergé des ceufs’

OCDE (2005)

F. candida transférer plusieurs centaines d’adultes des ¢levages de réserve dans des boites d’élevage
fraiches contenant une couche de substrat de 1 cm d’épaisseur et déposer de la levure de
boulanger; retirer les adultes au bout de 24-48 h; observer quotidiennement et consigner
la date d’éclosion; nourrir

F. fimetaria  transférer de 150 a 300 adultes d’un substrat vieux de 4 a 8 semaines dans des boites
d’élevage fraiches contenant une couche de substrat d’élevage de 0,5 cm d’épaisseur et
nourrir avec 15 mg de levure de boulanger; au bout de 9 jours, prélever délicatement des ceufs
a I’aide d’une aiguille et d’une spatule et les déposer sur un papier d’éclosion (petit morceau
de papier filtre trempé dans du substrat d’élevage); placer le papier d’éclosion dans une boite
d’élevage fraiche et maintenir 1’humidité; la plupart des ceufs écloront au bout de 3 jours;
retirer le papier a éclosion de la boite de Petri pour obtenir des élevages synchronisés en
fonction de 1’age; nourrir

1

Le surpeuplement peut ralentir la croissance et, partant, les organismes agés de 10 a 12 jours utilisés dans 1’essai risquent
d’étre trop petits et pas encore capables de produire un nombre suffisant d’ceufs pour satisfaire aux exigences de I’essai.
L’extraction des grappes d’ceufs est facilitée si celles-ci sont placées sur de petites portions de substrat d’élevage ou si des
lamelles couvre-objet sont posées sur le substrat d’élevage.

Une autre méthode pour obtenir des organismes d’essai synchronisés en fonction de I’age consiste a déposer un certain
nombre de collemboles adultes dans un petit récipient contenant du platre de Paris et a les laisser pondre pendant deux
jours. On retire ensuite les adultes et on utilise les juvéniles 12 jours aprés 1’éclosion. Il est conseillé de vérifier si des ceufs
ont été pondus avant de retirer les adultes car, dans certains cas, la ponte ne commence pas immédiatement. Si le nombre
d’ceufs produits au bout de 2 jours est insuffisant, on garde les adultes dans les récipients pendant un ou plusieurs jours
supplémentaires.
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7. Indices de santé et d’acceptabilité des élevages; age des collemboles utilisés dans les essais de
toxicité; transfert des organismes dans les récipients d’essai

Indices de santé

et d’acceptabilité  Age des collemboles utilisés Transfert des collemboles

Document des élevages dans les essais de toxicité dans les récipients d’essai
W & K (1998)

F. candida n.i.' juvéniles agés de 10 a 12 jours aspirateur a air portable

1 viridis n.i. juvéniles agés de 5 a 7 jours

F. fimetaria n.i. organismes agés de 23 a 26 jours
ISO (1999) n.i. juvéniles agés de 10 a 12 jours en tapotant le récipient ou

a I’aide d’un exhausteur’

OCDE (2005) n.i. adultes appareil d’aspiration a flux

d’air a faible succion

n.i. = non indiqué

Les collemboles sont aspirés individuellement a 1’aide d’une pointe de pipette pour étre transférés dans un petit récipient
muni d’un couvercle. Il faut veiller a ce que la succion de la poire d’aspiration soit faible pour ne pas blesser les
organismes. Apres avoir retiré le couvercle, les collemboles destinés a un récipient d’essai sont transférés a la surface du
substrat dans 1’enceinte expérimentale. On peut également utiliser un exhausteur manuel.
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Annexe F

Variantes des modes opératoires des essais effectués pour déterminer les
effets d’un sol contaminé sur la survie et la reproduction de collemboles,
telles que décrites dans des méthodes de portée internationale

Les documents de base sont énumérés ici dans I’ordre chronologique, selon les auteurs ou le sigle de
I’organisme dont ils émanent.

W & K (1998) (Wiles et Krogh, 1998) — document décrivant des protocoles de mesure des effets de
substances chimiques sur la survie, la croissance et la reproduction de trois especes de collemboles,
a savoir Folsomia candida Willem, 1902, Isotoma viridis Bourlet, 1839 et F. fimetaria Linnaeus, 1758;
publié en 1998 dans Handbook of Soil Invertebrate Toxicity Tests, Lokke et van Gestel (dir.), West
Sussex, Angleterre.

ISO (1999) — méthode d’essai normalisée internationale pour déterminer la toxicité d’un sol a ’aide d’un
essai de mesure des effets sur la reproduction de F. candida, publiée en 1999 par I’Organisation
internationale de normalisation, Genéve, Suisse.

OCDE (2005) — ébauche de proposition soumise par I’Institut national de recherche sur I’environnement
du Danemark a I’Organisation de coopération et de développement économiques (OCDE), en vue de la
publication d’une nouvelle ligne directrice pour I’évaluation des effets de sols enrichis d’une substance
chimique sur la reproduction de deux espéces de collemboles (F. fimetaria et F. candida); actuellement
a 1’étude par I’OCDE, Paris, France.
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1. Espéce d’essai, type d’essai et durée de ’essai
Document Espéce Type d’essai Durée de ’essai
W &K (1998)  Folsomia candida (Willem, 1902) sans/avec 8 semaines’
renouvellement'
Isotoma viridis (Bourlet, 1839) sans/avec 8 semaines
renouvellement'
F. fimetaria (Linné, 1758) sans renouvellement 3 semaines
ISO (1999) F. candida (Willem, 1902) sans renouvellement 28 jours
OCDE (2005)  F. fimetaria (Linné, 1758) sans renouvellement 3 semaines
F. candida (Willem, 1902) sans renouvellement 4 semaines

1

2

Les collemboles sont déposés dans un sol frais toutes les semaines, au moment ot les observations biologiques sont

effectuées.

11 est également possible d’effectuer cet essai pendant 4 semaines a 20 °C.

2. Caractéristiques des organismes d’essai au moment du démarrage de I’essai
Description des organismes Conditions Age des organismes au moment
Document utilisés pour démarrer I’essai ~ d’acclimatation du démarrage de I’essai
W & K (1998)
F. candida  juvéniles provenant d’¢levages n.i. 10 a 12 jours
synchronisés en fonction de 1’age
1 viridis juvéniles provenant d’élevages n.i. 5a7jours
synchronisés en fonction de 1’age
F. fimetaria juvéniles provenant d’élevages n.i. 23 a 26 jours
synchronisés en fonction de 1’age
ISO (1999) juvéniles provenant d’élevages n.i. 10 a 12 jours
synchronisés en fonction de I’age
OCDE (2005) adultes provenant d’¢élevages n.i. adultes

synchronisés en fonction de 1’age

1

n.i. = non indiqué.
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Type de sol
Document Récipient d’essai Couvercle d’essai’ Quantité de sol par récipient
W & K (1998)
F. candida  tubes en verre de bouchon fermant  SA, SN 4 + 0,1 g par tube, masse
5 x 2 cm, bouchés hermétiquement séche (~ 5 g, masse humide)
hermétiquement
1 viridis tubes en verre de bouchon fermant SA, SN 4+ 0,1 g par tube, masse
5% 2,5 cm, bouchés hermétiquement séche (~ 5 g, masse humide)
hermétiquement
F. fimetaria cylindre; 6 cm de couvercles aux SA, SN 30 g par récipient, masse
diamétre, 5,5 cmde  deux extrémités humide
hauteur; tamis de
maille 1 mm au
fond; bouché
ISO (1999) bocal en verre de disque en plastique SA 30 g par récipient, masse
100 mL; 5 cm de ou en verre, ou humide
diamétre; bouché feuille de parafilm
hermétiquement
OCDE (2005)  partiellement verre ou plastique  SA, SN quantité correspondant a 25 g,
transparent; inerte masse seche; 3—4 cm
couvercles d’épaisseur
transparents qui
réduisent

I’évaporation d’eau,
mais qui permettent
les échanges gazeux

SA = sol artificiel; SN = sol normalisé.
Il faut compter environ 150 g (masse séche) de sol pour chaque concentration d’essai, afin de pouvoir réaliser une
évaluation sur 8 semaines, et une quantité de sol supplémentaire (~50 g) pour déterminer 1’humidité et le pH du sol au
début et a la fin de I’essai. Avant de démarrer 1’expérience, on prépare des quantités suffisantes de sol pour chaque
concentration d’essai pour 1’essai au complet. Toutefois, si la substance chimique d’essai n’est pas persistante, il est
conseillé de préparer une portion de sol fraichement enrichie au moment de chaque observation hebdomadaire.
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4. Description des sols d’essai et composition du sol artificiel

Document Description du ou des sols d’essai Composition du sol artificiel'
W & K (1998)
F. candida sol normalis¢® additionné de la substance 10 % de tourbe de sphaigne*, 20 % de kaolin
d’essai (p. ex. substance chimique dans de avec >30 % de kaolinite, et 70 % de sable
I’eau désionisée ou dans un solvant industriel renfermant >50 % de particules de
organique; si insoluble, substance d’essai 50-200 um; pH ajusté a 6,0 + 0,5 au moyen
mélangée a du sable quartzeux fin’) et d’eau  de CaCO;
distillée ou désionisée
1 viridis sol normalisé¢> > additionné de la substance 10 % de tourbe de sphaigne*, 20 % de kaolin
d’essai (p. ex. substance chimique dans de avec >30 % de kaolinite, et 70 % de sable
I’eau désionisée ou dans un solvant industriel renfermant >50 % de particules de
organique; si insoluble, substance d’essai 50-200 pum; pH ajusté a 6,0 = 0,5 au moyen
mélangée a du sable quartzeux fin’) et d’eau  de CaCOs
distillée ou désionisée
F. fimetaria  sol normalisé* additionné de la substance 10 % de tourbe de sphaigne’, 20 % de kaolin
d’essai (p. ex. substance chimique dans de avec >30 % de kaolinite, et 70 % de sable
I’eau désionisée ou dans un solvant industriel renfermant >50 % de particules de
organique; si insoluble, substance d’essai 50-200 pum; pH ajusté a 6,0 + 0,5 au moyen
mélangée & du sable quartzeux fin’) et d’eau  de CaCOs
distillée ou désionisée
ISO (1999) sol artificiel additionné de la substance d’essai 10 % de tourbe de sphaigne’, 20 % de kaolin
(p. ex. substance chimique dans de 1’eau avec >30 % de kaolinite, et 70 % de sable
désionisée ou dans un solvant organique; si industriel renfermant >50 % de particules de
insoluble, substance d’essai mélangée a du 50-200 um; pH ajusté a 6,0 + 0,5 au moyen
sable quartzeux fin°) de CaCO;
OCDE (2005)  sol artificiel ou sol normalisé¢® additionné de 5 ou 10 % de tourbe de sphaigne'’, 20 % de

substances d’essai (p. ex. substance chimique
dans de I’eau désionisée’ ou dans un solvant
organique; si insoluble, substance d’essai
mélangée a du sable quartzeux fin'®)

kaolin avec >30 % de kaolinite, et 69—70 %"

de sable industriel séché a I’air et renfermant

>50 % de particules de 50-200 um; pH ajusté
4 6,0 = 0,5 au moyen de CaCO;

Les pourcentages sont exprimés en fonction de la masse séche.
Les sols d’essai peuvent étre un sol artificiel ou un sol normalisé LUFA 2.2, qui est un sol sableux ayant un pH de

6,0 £ 0,5 et dont les particules sont composées de 4 % de matiére organique et de 5,1 % d’argile.

Les substances insolubles dans 1’eau mais solubles dans des solvants organiques sont dissoutes dans un solvant volatil

(acétone ou hexane) et mélangées avec une portion du substrat de sable quartzeux ou de sol sec. Aprés évaporation du
solvant (sous la hotte, pendant 1 h), on ajoute le reste du substrat d’essai et de I’eau et on mélange parfaitement avant de
transvaser le sol d’essai dans les récipients d’essai. Lorsque la substance est insoluble dans I’eau ou dans les solvants
organiques, on la mélange avec 10 g de sable quartzeux industriel fin ou avec 10 g du substrat de sol sec avant d’ajouter
le reste du substrat de sol et de I’eau.

La tourbe de sphaigne est séchée a I’air, finement pulvérisée et tamisée (mailles de 1 mm).
L’essai peut étre adapté pour des essais sur des sols de site (p. ex. prélevés sur des sites remis en état).
Les substances insolubles dans 1’eau mais solubles dans des solvants organiques sont dissoutes dans un solvant volatil

(acétone ou hexane) et mélangées avec une portion du sable quartzeux requis pour la préparation du sol artificiel. Apres
évaporation du solvant, on ajoute le reste des constituants du sol artificiel et de ’eau et on mélange parfaitement avant de
transvaser le sol d’essai dans les récipients d’essai. Lorsque la substance est insoluble dans 1’eau ou dans les solvants
organiques, on la mélange avec 10 g de sable quartzeux industriel fin avant d’ajouter le reste des constituants du sol
artificiel et de 1’eau.

La tourbe de sphaigne est séchée a I’air, finement pulvérisée, sans résidus végétaux visibles.
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11 est recommandé d’utiliser un sol normalisé naturel tel que le sol LUFA Speyer.

Ajouter la substance d’essai en la mélangeant dans le sol (méthode recommandée en général) ou en 1’épandant a la surface
du sol une fois les collemboles transférés.

Les substances insolubles dans 1’eau mais solubles dans des solvants organiques sont dissoutes dans un solvant volatil
(acétone) et mélangées avec 2,5 g du sable quartzeux requis pour la préparation du sol artificiel. Apres évaporation du
solvant, on ajoute le reste des constituants du sol artificiel et de I’eau et on mélange parfaitement avant de transvaser le sol
d’essai dans les récipients d’essai. Lorsque la substance est insoluble dans I’eau ou dans les solvants organiques, on la
mélange avec 2,5 g de sable quartzeux finement pulvérisé avant d’ajouter le reste des constituants du sol artificiel et de 1’eau.
La tourbe de sphaigne est séchée a I’air et finement pulvérisée (particules de 2 £ 1 mm); vérifier que le sol préparé avec un
lot frais de tourbe convient aux collemboles avant de 1’utiliser dans un essai; il est recommandé de mesurer le rapport C/N,
le pH et la capacité d’échange cationique de la tourbe.

La quantité de sable (69-70 %) dépend de la quantité de carbonate de calcium (CaCQO;) requise (utiliser de 0,3 a 1 % de
CaCQOj; selon la qualité et la nature de la tourbe).

5. Manipulation du sol artificiel avant I’essai
Document Mélange Hydratation Ajustement du pH
W & K (1998)

F. candida  réunir les constituants secs  hydrater jusqu’a obtention d’une aucun ajustement
dans les bonnes proportions  structure granulaire moyenne, lorsque les substances
et mélanger avec un peu normalement jusqu’a 40-60 % de d’essai sont acides ou
d’eau désionisée; hydrater ~ la CRE totale basiques

1 viridis réunir les constituants secs  hydrater jusqu’a obtention d’une  aucun ajustement
dans les bonnes proportions  structure granulaire moyenne, lorsque les substances
et mélanger avec un peu normalement jusqu’a 40-60 % d’essai sont acides ou
d’eau désionisée; hydrater ~ de la CRE totale basiques

F. fimetaria  réunir les constituants secs  hydrater jusqu’a obtention d’une  aucun ajustement
dans les bonnes proportions texture poreuse une semaine lorsque les substances
et mélanger avec un peu avant le démarrage de 1’essai d’essai sont acides ou
d’eau désionisée ou basiques
distillée; hydrater

ISO (1999) réunir les constituants secs  hydrater jusqu’a obtention d’une  n.i.?

dans les bonnes proportions  structure granulaire moyenne,
et mélanger avec un peu normalement jusqu’a 40-60 %
d’cau désionisée; hydrater  de la CRE totale'

OCDE (2005)  mélanger les constituants hydrater jusqu’a ~50 % de la n.i.

secs’ CRE maximale* (correspond a
une teneur en humidité de 50 +
10 % de la masse séche); la
teneur en humidité devrait étre
optimisée jusqu’a obtention
d’une texture poreuse peu dense

La teneur en eau finale (~40—60 %) de la substance d’essai est obtenue soit en ajoutant la substance d’essai a une quantité
suffisante d’eau désionisée, soit, si la substance d’essai est ajoutée sous forme séche, en ajoutant de 1’eau désionisée.

n.i. = non indiqué.

Le sol artificiel devrait étre conservé pendant 2 semaines pour équilibrer/stabiliser I’acidité. Si le sol est trop acide, on
ajoute du CaCQOgs; si le sol est trop alcalin, on peut ajuster le pH en ajoutant du mélange de sol artificiel sans CaCOs.

La CRE maximale est déterminée comme il est expliqué dans la méthode.
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6. Sol témoin négatif
Nombre de
récipients témoins
Document Description du sol témoin négatif (répétitions)
W & K (1998)
F. candida préparer de la méme maniére que pour les sols d’essai, mais sans >3
la substance d’essai; préparer des témoins supplémentaires si des
substances auxiliaires autres que 1’eau sont utilisées pour dissoudre
la substance d’essai (p. ex. solvant organique, sable quartzeux)
1 viridis préparer de la méme maniére que pour les sols d’essai, mais sans >3
la substance d’essai; préparer des témoins supplémentaires si des
substances auxiliaires autres que 1’eau sont utilisées pour dissoudre
la substance d’essai (p. ex. solvant organique, sable quartzeux)
F. fimetaria préparer de la méme maniere que pour les sols d’essai, mais sans >4
la substance d’essai; préparer des témoins supplémentaires si des
substances auxiliaires autres que 1’eau sont utilisées pour dissoudre
la substance d’essai (p. ex. solvant organique, sable quartzeux)
ISO (1999) préparer de la méme maniére que pour les sols d’essai, mais sans 5
la substance d’essai; préparer des témoins supplémentaires si des
substances auxiliaires autres que 1’eau sont utilisées pour dissoudre
la substance d’essai (p. ex. solvant organique, sable quartzeux)
OCDE (2005) préparer de la méme maniere que pour les sols d’essai, mais sans >4
la substance d’essai; ajouter des solvants organiques, du sable
quartzeux ou autres matieres a des témoins supplémentaires dans
des quantités correspondant a celles utilisées dans les traitements
7. Entreposage et caractérisation du sol d’essai
Document Conditions d’entreposage Caractérisation du sol
W & K (1998)
F. candida  entreposer les sols d’essai mélangés dans des teneur en humidité et pH apres
récipients en verre fermés a 15 °C jusqu’a utilisation hydratation
1 viridis entreposer les sols d’essai mélangés dans des teneur en humidité et pH apres
récipients en verre fermés a 15 °C jusqu’a utilisation hydratation
F. fimetaria n.i.' teneur en humidité et pH apreés
hydratation
ISO (1999) ni.s.o.’ teneur en humidité et pH apres
hydratation
OCDE (2005) n.i., s.o. CRE et pH

2

n.i. = non indiqué.
s.0. = sans objet (sol artificiel préparé, hydraté puis utilis¢).
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8. Essai préliminaire : nombre d’organismes par récipient, nombre de répétitions par traitement,
nombre de concentrations par échantillon et facteur de dilution recommandé

Nombre Nombre
Nombre de répétitions de concentrations
d’organismes par traitement par échantillon Facteur de dilution
Document par récipient ou concentration ou matiére d’essai recommandé
W & K (1998)
F. candida"* 10 n.i.’ 5 série géométrique’
I viridis"* 20 n.i. 5 série géométrique’
F. ﬁmetarial’ > 200 1 4 + témoin série géométrique’
I1SO (1999)"-# 10 1 4 + témoin série géométrique’
OCDE (2005)"°
F. fimetaria 20° 2 5 + témoin série géométrique'’
F. candida 10 2 5 + témoin série géométrique'’

L’essai préliminaire (pour choisir la gamme de concentrations a utiliser) est facultatif.

L’essai préliminaire de 1étalité aigué peut étre effectué selon la méme méthode et avec le méme matériel que ceux utilisés
pour I’essai sublétal, mais pendant une durée d’exposition moins longue (p. ex. une semaine); il suffit d’évaluer une seule
fois le taux de survie des adultes a la fin de I’essai.

n.i. = non indiqué.

11 est recommandé de choisir un facteur de 10 entre les concentrations.

S’il est nécessaire d’effectuer un essai préliminaire pour déterminer la gamme de concentrations a utiliser dans 1’essai
final, il faut effectuer un essai de 1étalité aigué d’une semaine.

10 males et 10 femelles sont déposés dans chaque récipient.

Par exemple, 0, 1, 10, 100 et 1 000 mg/kg (masse séche).

S’il est nécessaire d’effectuer un essai préliminaire pour déterminer la gamme de concentrations a utiliser dans 1’essai
definitif, il faut effectuer un essai de 1étalité aigué de 2 semaines. On peut prolonger I’essai jusqu’a 4 semaines afin
d’obtenir des données supplémentaires pour déterminer la gamme de concentrations a utiliser dans 1’essai final
(détermination qualitative des concentrations pour lesquelles on peut s’attendre a des effets sur la reproduction).

On effectue un essai préliminaire lorsqu’on ne dispose pas de données suffisantes pour établir la gamme de concentrations
a utiliser dans I’essai définitif; la mortalité est le principal paramétre qu’on peut déterminer aprés une exposition de

2 semaines.

10 par exemple, 0,1, 1, 10, 100 et 1 000 mg/kg (masse séche).
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9. Essai définitif : nombre d’organismes par récipient, nombre de répétitions par traitement,
nombre de concentrations par échantillon et facteur de dilution recommandé
Nombre Nombre
Nombre de répétitions de concentrations
d’organismes par traitement par échantillon Facteur de dilution
Document par récipient ou concentration ou matiére d’essai recommandé
W & K (1998)
F. candida 10 >3 >5 + témoin ni'?
Lviridis 20 >3 >5 + témoin ni>?
F. fimetaria 20* >4 n.i. n.i.>°
I1SO (1999)’ 10 pour CSEO : 5 >5 + témoin série géométrique®
pour CE; : >2 pour 12 + témoin série géométrique’
les traitements et
5 pour les témoins
OCDE (2005)
F. fimetaria 20* >4 n.i. n.i.>¢
F. candida 10 >4 >4 + témoin'’ ni.t M

n.i. = non indiqué.

La concentration d’essai la plus élevée doit étre <1 000 mg par kilogramme de la substance chimique d’essai (masse
séche).

La fourchette de concentrations d’essai devrait étre choisie de maniére a obtenir une relation concentration-réponse pour
la croissance (la mortalité des adultes devrait étre similaire dans le témoin et les traitements d’essai).

10 méles et 10 femelles sont déposés dans chaque récipient.

Les concentrations choisies pour obtenir la CE;, sont fondées sur les résultats de ’essai préliminaire (v. tableau 8, présente
annexe).

Il n’est pas nécessaire d’effectuer des essais a des concentrations supérieures a 1 000 mg par kilogramme de la substance
d’essai (masse séche).

Deux plans d’expérience sont proposés. Selon le plan choisi, les paramétres statistiques différent, de méme que le nombre
de concentrations d’essai recommandé et le nombre de répétitions/traitement recommandé (y compris le nombre de
récipients témoins).

Le facteur de dilution entre les concentrations ne devrait pas dépasser 2,0 (p. ex. ‘{/ﬁ =~1,8).

Le facteur de dilution peut varier : il peut étre plus petit aux faibles concentrations et plus grand aux concentrations
élevées.

Pour la détermination de la CE;, il est recommandé d’utiliser un nombre suffisant de concentrations pour obtenir au moins
quatre réponses moyennes différentes statistiquement significatives a ces concentrations. Le facteur de dilution devrait étre
tel que la majorité des concentrations d’essai se situent sur la pente de la courbe CE,.

Si aucun effet n’est observé avec la concentration la plus élevée dans I’essai préliminaire (c.-a-d. 1 000 mg/kg), 1’essai
visant & mesurer les effets sur la reproduction pourrait étre effectué comme un essai limite, avec une concentration d’essai
de 1 000 mg/kg, auquel cas il faudrait utiliser 8 répétitions a la fois pour le sol traité et le sol témoin.
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Type de nourriture

Quantité de nourriture, mode

Aération des

Document recommandé opératoire et fréquence récipients d’essai
W & K (1998)
F. candida  granules de levure déposer 3 granules dans chaque n.i.
de boulanger tube au début de I’essai et au
moment de chaque transfert
hebdomadaire
1 viridis granules de levure déposer 3 granules dans chaque n.i.
de boulanger tube au début de I’essai et au
moment de chaque transfert
hebdomadaire
F. fimetaria levure seche de boulanger ~ déposer 15 mg de levure au début  n.i.
de I’essai et apres 14 jours
ISO (1999) levure seche granulée déposer ~2 mg de levure séche ouvrir briévement les
granulée dans chaque récipient récipients d’essai
d’essai au début de I’essai et aprés  deux fois par semaine
14 jours; fermer hermétiquement ~ pour permettre
les récipients apres alimentation I’aération
OCDE (2005)  levure seche granulée déposer 15 mg de levure au début  n.i.

de boulanger

de I’essai puis tous les 14 jours

1

11. Température et éclairage pendant I’essai

n.i. = non indiqué.

Document Température (°C) Eclairage'
W & K (1998)
F. candida 15%0,5 12 h C/12 h O ou 16 h C/8 h O; intensité <1 000 lux
1 viridis 15+0,5° 16 h C/8 h O; intensité <1 000 lux
F. fimetaria 20 +1 12 h C/12 h O; intensité 400-800 lux
ISO (1999) 20+2 12h C/12 h O ou 16 h C/8 h O; intensité 400—800 lux a la surface
du substrat
OCDE (2005) 20«2 16 h C/8 h O de préférence; intensité 400-800 lux autour des

récipients d’essai

1

C = clarté; O = obscurité.

2 L’essai peut étre effectué a 20 °C, le cas échéant.
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12. Mesures et observations biologiques pendant ’essai

Document Mesures' Observations biologiques
W & K (1998)
F. candida  TH et pH, chaque traitement, au début nombre d’adultes vivants par récipient
et 4 la fin de I’essai®’ d’essai, mesure de la longueur du corps
de chaque adulte survivant® et nombre de
juvéniles éclos des ceufs prélevés du sol’,
une fois par semaine et a la fin de I’essai
1 viridis TH et pH, chaque traitement, au début nombre d’adultes vivants par récipient
et 4 la fin de I’essai®’ d’essai, mesure de la longueur du corps
de chaque adulte survivant®, une fois par
semaine et a la fin de I’essai
F. fimetaria TH et pH au début et a la fin de ’essai 36 nombre d’adultes vivants par récipient
d’essai, nombre de descendants par
récipient d’essai a la fin de I’essai
ISO (1999) TH et pH, chaque traitement, au début et nombre de collemboles adultes et juvéniles
a la fin de I’essai; repeser périodiquement  vivants par récipient d’essai a la fin de
les récipients d’essai au cours de I’essai”®  ’exposition
OCDE (2005)  TH et pH’, chaque traitement, au début et &

la fin de I’essai; peser les récipients d’essai
au début et ensuite une fois par semaine'

TH = teneur en humidité (pourcentage d’eau).

Les concentrations réelles de la substance chimique d’essai peuvent étre confirmées au début et a la fin de 1’essai, lorsque
les techniques d’analyse sont disponibles.

Préparer 2 répétitions supplémentaires pour chaque concentration et témoin afin de pouvoir mesurer le pH, la teneur en
humidité et les concentrations réelles de la substance chimique d’essai. La teneur en humidité et le pH sont déterminés
en présence d’un mélange de substrat d’essai et d’une solution de chlorure de potassium (KCI) 1M.

Mesurer la longueur du corps de chaque organisme a 1’aide d’un systéme d’analyse d’image informatisé étalonné pour
mesurer des longueurs situées entre 0,5 et 3,5 mm.

Recueillir le sol d’ou les organismes ont été extraits dans un tube a essai. Laisser incuber a 15 °C pendant 21 jours ou

a 20 °C pendant 14 jours jusqu’a éclosion complete. Apres la période d’incubation, compter les juvéniles présents par la
méthode de flottation dans 1’eau.

Pour maintenir la teneur en eau du substrat de sol pendant la durée de ’essai, peser périodiquement les récipients d’essai
et, au besoin, remplacer I’eau perdue. A la fin de I’essai, la teneur en eau ne devrait pas s’écarter de plus de 10 % de la
teneur en eau mesurée au début de 1’essai.

Aprés deux semaines, vérifier la teneur en eau en effectuant une nouvelle pesée. Si la perte d’eau est supérieure a 2 %
de la teneur en eau initiale, ajouter de 1’eau pour compenser la perte.

Pour faciliter la vérification du pH et de la teneur en humidité du substrat d’essai, il est recommandé¢ de préparer un
récipient supplémentaire pour chaque concentration.

Le pH est mesuré dans une solution de KCI 1M.

Peser les récipients afin de vérifier la teneur en humidité du sol; pour compenser la perte de poids, ajouter la quantité
appropri¢e d’eau désionisée (nota : on peut réduire la perte de poids en maintenant un taux ¢élevé d’humidité de

’air, >80 %).
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13. Fin de P’essai, parameétres biologiques et paramétres statistiques

Paramétres
Document Fin de I’essai Paramétres biologiques statistiques
W & K (1998)

F. candida extraire les collemboles du sol contenu taux moyen de survie, CE et CEsy pour
dans les tubes a intervalles d’une longueur moyenne des la croissance et la
semaine pendant I’exposition et a la fin ~ organismes et nombre moyen reproduction
de I’essai; déposer le sol de chaque tube  de juvéniles produits pour (mg/kg de sol,
dans un récipient plus grand et recueillir  chaque concentration pendant masse séche)
les collemboles a 1’aide d’un aspirateur ~ chaque intervalle
a air manuel

1. viridis extraire les collemboles du sol contenu  taux moyen de survie et CE et CEsy pour

F. fimetaria

1SO (1999)

OCDE (2005)

dans les tubes a intervalles d’une
semaine pendant 1’exposition et a la fin
de I’essai; déposer le sol de chaque tube
dans un récipient plus grand et recueillir
les collemboles a I’aide d’un aspirateur
a air manuel

au bout de 3 semaines, extraire les
organismes de chaque récipient d’essai
a I’aide d’un extracteur a haut gradient'

4 semaines apres avoir déposé les
collemboles reproducteurs sur les
substrats d’essai et témoins, transvaser
le substrat d’essai dans un récipient de
500—600 mL et ajouter de 1’eau; remuer
délicatement la suspension; compter les
adultes et les juvéniles qui flottent a la
surface de ’eau’

extraire les collemboles du sol a I’aide
d’un extracteur a haut gradient
thermique' ou par flottation®

longueur moyenne des
organismes produits pour
chaque concentration pendant
chaque intervalle

taux de mortalité, taux de
perte ou d’augmentation
de biomasse des adultes
et nombre de descendants
produits

nombre moyen d’adultes et
de juvéniles pour chaque
concentration; taux de
mortalité des adultes par
concentration; nombre moyen
de descendants produits pour
chaque concentration apres
28 jours

taux de mortalité et nombre
de descendants produits

la croissance
(mg/kg de sol,
masse séche)

CE](), CE50 et CL50
pour la mortalité
chronique et la
croissance (mg/kg
de sol, masse
séche)

CSEO et CE,’

CLSO, CEX
et CSEO

1

On utilise un extracteur a gradient de température contrdlé pour prélever les collemboles du sol. La chaleur fournie par un
¢lément chauffant installé en haut de la boite d’extraction est régulée a 1’aide d’un thermistor placé a la surface d’un
échantillon de sol. La température du liquide refroidi qui entoure le récipient collecteur est régulée a I’aide d’un autre
thermistor situé a la surface du récipient collecteur. Les thermistors sont connectés a un dispositif de régulation
programmable qui éléve la température a intervalles de temps préprogrammés. A la fin de I’essai, les animaux sont
recueillis soit dans une solution aqueuse saturée d’acide benzoique a laquelle ont été ajoutées quelques gouttes de
détergent, soit a 2 °C sur une surface lisse de mélange de platre et de charbon. La température peut étre augmentée toutes
les 12 h pendant I’extraction, de 25 °C au début a 40 °C a la fin. L’extraction sur la surface du mélange de platre et de
charbon permet 1’analyse chimique et le comptage a 1’aide du dispositif de traitement d’image numérique.

On peut compter les juvéniles manuellement & 1’aide d’une grille de comptage ou avec un dispositif d’analyse d’image.

Si une technique d’estimation est utilisée, I’erreur moyenne du comptage ne devrait pas dépasser 10 %.

CSEO et CMEO (exprimées en mg/kg de sol, masse séche); la CEj, et la CE5, constituent des paramétres supplémentaires

facultatifs.
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* Vider le sol d’essai dans un récipient de 250 mL et ajouter 200 mL d’eau distillée. Agiter délicatement le sol & I’aide d’un
pinceau fin pour permettre aux collemboles de flotter a la surface de 1’eau. On peut ajouter une petite quantité (environ
0,5 mL) de colorant photographique noir Kentmere (non toxique) pour augmenter le contraste entre 1’eau et les
collemboles blancs et faciliter ainsi le comptage. Celui-ci peut s’effectuer a I’ceil, a 1’aide d’un microscope optique ou
en photographiant la surface de chaque récipient, ce qui permet de compter les collemboles & un moment ultérieur, sur les
photographies agrandies ou sur les diapositives projetées sur un écran. Le comptage peut aussi étre effectué¢ a I’aide d’un
dispositif de traitement d’image numérique.

14. Critéres de validité de I’essai; recours a un essai toxicologique de référence

Mode opératoire
et conditions de ’essai

Toxique(s) toxicologique
Document Criteres de validité de I’essai de référence de référence
W & K (1998)
F. candida  >10 juvéniles/adulte reproducteur aucun recommandé  n.i.*
survivant dans le sol témoin chaque a I’heure actuelle
semaine; taux de mortalité des adultes
dans le ou les témoins <20 %
1. viridis taux de mortalité des adultes aucun recommandé  n.i.
dans le ou les témoins <50 % a I’heure actuelle
F. fimetaria >200 juvéniles/récipient d’essai; taux diméthoate’ déterminer les effets
de mortalité des adultes dans le ou les sur la survie et la
témoins <20 % reproduction

ISO (1999) >100 larves/récipient témoin; CV pour ~ Betanal plus et E 605 déterminer les effets

la reproduction dans le témoin <30 %; forte™* sur la survie et la

taux de mortalité des adultes dans le ou reproduction une

les témoins <20 % ou deux fois par an
OCDE (2005)

F. fimetaria >200 juvéniles/récipient d’essai; taux a déterminer déterminer les effets
de mortalité des adultes dans le ou les sur la survie et la
témoins <20 %; CV pour le nombre de reproduction
juvéniles dans le ou les témoins <25 %

F. candida  >100 juvéniles/récipient d’essai; taux a déterminer déterminer les effets
de mortalité des adultes dans le ou les sur la survie et la
témoins <20 %; CV pour le nombre de reproduction

juvéniles dans le ou les témoins <25 %

Une série de concentrations de 0 a 4 mg de diméthoate (matiére active) par kilogramme de sol LUFA 2.2 produira des
taux de survie et de reproduction décroissants. La CEs, pour la reproduction devrait se situer entre 1,5 et 2,5 mg/kg dans

le sol LUFA 2.2.

Betanal plus (matiére active : 160 g/L Phenmedipham); E 605 forte (maticre active : 507,5 g/L Parathion).

Pour le Betanal plus, on a observé des effets sur la reproduction (a = 0,05) a des concentrations situées entre 100 et

200 mg du produit par kilogramme de substrat (masse séche). Pour E 605 forte, on a observé des effets sur la mortalité et
la reproduction a des concentrations situées entre 0,18 et 0,32 mg et entre 0,1 mg et 0,18 mg de produit par kilogramme de
substrat (masse seche), respectivement.

n.i. = non indiqué.
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Annexe G

Sols témoins négatifs naturels et artificiels utilisés pour la mise au point
de la méthode et I’établissement des criteres de validité de I’essai

Dans tout essai de toxicité d’un sol, les traitements expérimentaux doivent comprendre un sol témoin négatif.
Ce sol doit étre essentiellement exempt de tout contaminant susceptible de nuire a la performance des
organismes d’essai pendant I’essai (v. 3.3). Avant de proposer la méthode d’essai décrite dans le présent
document comme méthode d’essai normalisée recommandée par Environnement Canada, il a fallu
commencer par évaluer la performance des organismes d’essai dans différents types de sol témoin négatif
représentatifs d’un éventail de sols non contaminés trouvés au Canada. Cing types de sol témoin négatif ont
été¢ employés pour mettre au point la méthode d’essai biologique décrite ici et en évaluer ensuite la
robustesse avec des échantillons de sol dont les caractéristiques physiques et chimiques étaient trés variables.
On s’est également servi de ces sols pour établir des critéres raisonnables de validité des résultats des essais,
fondés sur la performance dans le sol témoin. Les cinq sols mis a I’essai comprennent un sol artificiel

(v. 3.3.2) et quatre sols naturels (v. 3.3.1) (Aquaterra Environmental, 1998a; Stephenson et coll., 1999a, b,
2000a; Aquaterra Environmental et ESG, 2000; ESG, 2000, 2001, 2002; ESG et Aquaterra Environmental,
2002, 2003; Becker-van Slooten et coll., 2003, 2005; Stadmpfli et coll., 2005; EC, 2007a). Le sol artificiel a
¢été préparé en laboratoire a partir d’ingrédients naturels. Les quatre sols naturels comprenaient deux sols
agricoles provenant du sud de 1’Ontario, un sol de prairie provenant de I’ Alberta et un sol forestier prélevé
dans le nord de I’Ontario. Les caractéristiques physicochimiques de ces cing sols sont résumées au

tableau G.1 de la présente annexe.

Le sol artificiel employé dans cette série d’études de performance en regard de divers types de sol était le
meéme que celui recommandé ici (v. 3.3.2). 11 était composé de 10 % de tourbe Sphagnum sp., de 20 %

de kaolin, de 70 % de sable siliceux, et d’une quantité donnée de carbonate de calcium (10-30 g de CaCO;
par kilogramme de tourbe). Pour préparer le sol, on a mélangé soigneusement les ingrédients secs, ajouté
graduellement de I’eau désionisée et mélangé de nouveau jusqu’a obtention d’un sol de couleur, de texture
et de teneur en humidité visiblement uniformes. Ce sol artificiel est trés semblable a celui décrit dans ISO
(1999) et dans OCDE (2005).

Les quatre sols naturels employés comme sol témoin négatif pour la mise au point de la présente méthode
d’essai biologique et I’établissement de critéres de validité de 1’essai (v. 4.4) ne représentent pas tous les
types de sol canadiens. Cela dit, en plus de posséder des caractéristiques physicochimiques tres variables, ils
comprenaient des sols agricoles de diverses textures et un sol forestier (v. tableau G.1). Les sols provenaient
de régions qui n’avaient pas fait I’objet d’un épandage direct de pesticides au cours des derniéres années. Ils
ont été recueillis avec une pelle ou avec une rétrocaveuse, selon I’emplacement et la quantité de sol
recueillie. La profondeur d’échantillonnage dépendait de la nature du sol et du site lui-méme.

L’¢échantillon de loam argileux, un chernozem noir orthique Delacour, a été prélevé en mai 1995 dans une
réserve de route non aménagée a I’est de Calgary (Alberta). Le sol recueilli sous la couche superficielle a été
séché jusqu’a obtention d’une teneur en humidité¢ de 10—20 %, tamisé (4 ou 9 mm), déposé dans des seaux en
plastique de 20 L et expédi¢ a I’Université de Guelph [Guelph (Ont.)] ou il a été entreposé au frais (4 °C)
jusqu’a son utilisation. Il a été établi que le sol était virtuellement exempt de contaminants (Komex
International, 1995).
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Tableau G.1. Caractéristiques physicochimiques des sols envisagés pour étre employés comme sols
témoins négatifs artificiels et naturels’

Sol Loam Loam Loam Sol
Parametre artificiel argileux sableux limoneux |forestier | Méthode d’analyse
Source préparé a prélevé sur |prélevé sur |prélevé sur | prélevé sur |—
partir de le terrain | le terrain | le terrain | le terrain
constituants |en Alberta |en Ontario |en Ontario |en Ontario
Texture du sol loam loam loam loam loam selon Hausenbuiller
sableux fin |argileux sableux fin | limoneux (1985); fondée sur
la composition
granulométrique
Sable (%) 77,3 26,6 60,8 36,6 48.6 composition
granulométrique
par gravimétrie
Limon (%) 7,8 433 27,8 50,1 36,9 composition
granulométrique
par gravimétrie
Argile (%) 14,9 30,1 11,4 13,3 14,5 composition
granulométrique
par gravimétrie
Gravier (%) 2 — 0 0 0 composition
granulométrique
par gravimétrie
Sable tres grossier | — — 1,5 1,2 0,6 composition
(%) granulométrique
par gravimétrie
Sable grossier (%) |— — 3,2 2,3 2,2 composition
granulométrique
par gravimétrie
Sable moyen (%) — — 10,1 5,4 9 composition
granulométrique
par gravimétrie
Sable fin (%) — — 25,9 13,4 20,4 composition
granulométrique
par gravimétrie
Sable tres fin (%) — — 20,2 14,3 16,4 composition
granulométrique
par gravimétrie
CRE (%) 71,5 80,3 44 56,5 75,6 analyse
gravimétrique’
pH (unités) 6 5,9 7,3 7,4 42 méthode du CaCl,
0,01 M*
Conductivité 0,3 1,52 0,092 0,373 0,39 méthode de la pate
(mS/cm) saturée
Masse volumique 0,98 0,83 — — 0,51 méthode des mottes

apparente (g/cm’)
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Sol Loam Loam Loam Sol

Paramétre artificiel argileux sableux limoneux |forestier | Méthode d’analyse

Carbone total (%) 4,46 6,83 1,88 2,57 11,9 méthode du four Leco

Carbone — — 0,18 0,58 <0,05 méthode du four Leco

inorganique (%)

Carbone organique |— — 1,7 1,99 11,9 méthode du four Leco

(%)

Matiére organique |9 12,8 2.9 3,5 19,9 oxydation

(%) au dichromate

Capacité d’échange | 18,5 34,5 16,1 21,9 20 chlorure de baryum

cationique

(Cmol+/kg)

Azote total (%) 0,05 0,59 0,115 0,166 0,74 méthode de Kjeldahl

NH;4-N (mg/kg) — — 0,53 10,25 260 méthode de Kjeldahl

NO;-N (mg/kg) — — 6,94 5,44 2,26 méthode de Kjeldahl

NO,-N (mg/kg) — — 0,94 <0,1 <0,1 méthode de Kjeldahl

Phosphore (mg/kg) |23 12 6 10 35 digestion par I’acide
nitrique/perchlorique

Potassium (mg/kg) |22 748 61 75 250 extraction a I’acétate
d’ammonium, analyse
colorimétrique

Magnésium (mg/kg) | 149 553 261 256 192 extraction a 1’acétate
d’ammonium, analyse
colorimétrique

Calcium (mg/kg) 1 848 5127 1 846 4 380 963 extraction a I’acétate
d’ammonium, analyse
colorimétrique

Chlorure (mg/kg) — — 69 42 113 extraction a I’eau,
analyse
colorimétrique

Sodium (mg/kg) 67 57 33 19 38 extraction a I’acétate

d’ammonium, analyse
colorimétrique

Caractéristiques du sol témoin artificiel et des divers sols témoins négatifs utilisés pour mettre au point la méthode d’essai
biologique définitive et les critéres connexes a la validité des essais décrits ici (Aquaterra Environmental, 1998a;
Stephenson et coll., 1999a, b, 2000a; Aquaterra Environmental et ESG, 2000; ESG, 2000, 2001, 2002; ESG et Aquaterra
Environmental, 2002, 2003; Becker-van Slooten et coll., 2003, 2005; Stampfli et coll., 2005; EC, 2007a).

Non déterminé.

Déterminée selon USEPA (1989) a 1’aide d’un papier filtre crépé Fisherbrand P8 (v. 5.3).

Déterminée par Becker-van Slooten et coll. (2004), d’aprés Hendershot et coll. (1993) (v. 4.6).
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Les caractéristiques physicochimiques du sol montrent qu’il s’agit d’un loam argileux de texture moyenne a
fine, possédant une teneur en matiere organique et une capacité d’échange cationique relativement élevées
par comparaison avec les autres sols non contaminés utilisés pour la mise au point de la présente méthode
d’essai biologique et I’établissement des critéres de validité de 1’essai (v. tableau G.1).

Un gros échantillon (~3 000 L) de loam sableux a été prélevé en juin 1999 sur le terrain des fermes
Beauchamp, a Eramosa (Ont.), sur un site qui a été cultivé réguliérement mais qui n’a pas recu de pesticides.
Le sol a été séché a I’air et tamisé (2 ou 5 mm), déposé dans des seaux en plastique de 20 L et conservé au
frais (4 °C) jusqu’a son utilisation. Les analyses de ce sol ont porté sur les contaminants organiques et
inorganiques courants; on a €tabli ses caractéristiques physicochimiques afin de vérifier qu’elles n’étaient
pas inhabituelles (p.ex. conductivité élevée ou concentrations anormales de nutriments). On a constaté que
le sol était virtuellement exempt de contaminants et qu’il ne présentait pas d’anomalies. Ce sol est un loam
sableux fin possédant une teneur en maticre organique moyenne et une capacité d’échange cationique
modérée, par comparaison avec les autres sols non contaminés inclus dans ces études (v. tableau G.1).

L’¢échantillon de loam limoneux a été prélevé en juin 1999 a la station de recherche Elora de I’Université de
Guelph, dans le canton de Nichol (Ont.). Le sol arable avait été enlevé plusieurs années auparavant, lors de la
construction de I’installation de recherche, et entassé a co6té d’un champ. Le sol destiné aux études réalisées
aux fins de la mise au point de la présente méthode a été prélevé a I’intérieur du tas afin d’éviter de prendre
un sol susceptible d’avoir été contaminé accidentellement par des pesticides ou des engrais pulvérisés sur le
champ adjacent. Le sol a été séché a I’air et tamisé (2 ou 5 mm), déposé dans des seaux en plastique de 20 L
et conservé au frais (4 °C) jusqu’a son utilisation. L’analyse du sol a montré qu’il était exempt de
contaminants organiques et inorganiques et qu’il ne présentait pas d’anomalies. En mesurant les
caractéristiques physicochimiques de ce loam limoneux, on a constaté qu’il possédait une teneur en maticre
organique moyenne et une capacité¢ d’échange cationique modérée, par comparaison avec les quatre autres
sols inclus dans ces études (v. tableau G.1).

Un échantillon de 400 L de sol forestier, classé dans les podzols humo-ferriques orthiques, a été prélevé en
juin 2001 dans une zone boisée de Sudbury (Ont.), située dans le Bouclier canadien. On a ratissé
délicatement la couche de feuilles mortes et utilisé un déplantoir pour prélever le sol a une profondeur de
5—10 cm. L’échantillon non tamisé a été déposé dans des seaux de 20 L revétus de plastique et transporté au
laboratoire d’ESG International a Guelph (Ont.). Il a été séché a 1’air pendant 48 heures jusqu’a obtention
d’une teneur en humidité de pas moins de ~10 %, homogénéisé et tamisé avec un tamis a mailles de 6 mm.
Apres le tamisage, I’échantillon a ét¢ homogénéisé de nouveau, puis entreposé dans les mémes seaux en
plastique de 20 L, a la température ambiante (20 °C) jusqu’a son utilisation. L’analyse des caractéristiques
physicochimiques du sol forestier a montré qu’il s’agit d’un loam possédant une capacité d’échange
cationique modérée ainsi que la plus forte teneur en carbone organique total (11,9 %) et en matiére organique
(19,9 %) parmi les cinq sols utilisés dans les études réalisées aux fins de la mise au point de la présente
méthode (v. tableau G.1).
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Annexe H

Séries logarithmiques de concentrations convenant aux essais
toxicologiques*

Colonne (nombre de concentrations entre 10,0 et 1,00 ou entre 1,00 et 0,10)**

1 2 3 4 5 6 7
10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
3,2 4,6 5,6 6,3 6,8 7,2 7,5
1,00 2,2 3,2 4,0 4,6 52 5,6
0,32 1,00 1,8 2,5 3,2 3,7 4,2
0,10 0,46 1,00 1,6 2,2 2,7 3,2
0,22 0,56 1,00 1,5 1,9 2,4
0,10 0,32 0,63 1,00 1,4 1,8
0,18 0,40 0,68 1,00 1,3
0,10 0,25 0,46 0,72 1,00
0,16 0,32 0,52 0,75
0,10 0,22 0,37 0,56
0,15 0,27 0,42
0,10 0,19 0,32
0,14 0,24
0,10 0,18
0,13
0,10

* Modifié d’aprés Rocchini et coll. (1982).

** Dans une colonne, on devrait choisir une série d’au moins sept concentrations successives. Les points médians entre les
concentrations de la colonne (x) se trouvent dans la colonne (2x + 1). Les valeurs énumérées peuvent représenter des
concentrations exprimées en masse par unité de masse (p. ex. mg/kg) ou en masse par unité de volume (p. ex. mg/L). Au
besoin, on peut les multiplier ou les diviser par n’importe quelle puissance de 10. On pourrait utiliser la premiére colonne
si le degré de toxicité est entaché de beaucoup d’incertitude. Il n’est pas recommandé d’utiliser des concentrations plus
largement espacées, car de telles concentrations ne permettraient pas de définir avec précision les limites de confiance
entourant toute valeur a effet de seuil calculée.
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Annexe |

Instructions pour la détermination des CI, a I’aide des analyses
de régression linéaire et non linéaire

I.1 Introduction

La présente annexe fournit des instructions au sujet de 1’utilisation des analyses de régression lin€aire

et non linéaire pour déterminer les CI,, les plus pertinentes a partir des relations concentration-réponse
relatives aux parameétres quantitatifs (dans le cas présent, le nombre de descendants ayant survécu). La
démarche proposée est une adaptation de celle décrite dans Stephenson et coll. (2000b). Les instructions
s’appuient sur la version 11.0 du logiciel SYSTAT’, mais on peut utiliser n’importe quel logiciel
approprié. Les techniques de régression décrites ici s’appliquent plus particuliérement a des données
continues obtenues dans des essais comportant au moins 10 concentrations ou catégories de traitement
(y compris le traitement témoin négatif). Le plan d’expérience pour la mesure des effets d’une
exposition prolongée sur F. candida, F. fimetaria et O. folsomi est résumé au tableau I.1.

Un logigramme du processus général de sélection du modele de régression le plus approprié pour
chaque ensemble de données considéré est présenté a la figure 4, en 4.8.2.1.

Le lecteur est encouragé a consulter les sections appropriées du présent document, de méme que les
sections consacrées aux analyses de régression dans EC (2005b), avant d’entreprendre 1’analyse des
données. Ce méme document contient également plusieurs références additionnelles relatives a I’analyse
statistique de données d’essai quantitatives a 1’aide de techniques de régression linéaire et non linéaire.
Certains conseils contenus dans ces documents ont été incorporés dans la présente annexe, s’il y

avait lieu.

" On peut se procurer la derniére version (p. ex. la version 11.0) de ce logiciel auprés de SYSTAT Software, Inc., 1735 Technology
Drive, Suite 430, San Jose, CA 95110, Etats-Unis; tél. : 1-800-797-7401; site Web <http://www.systat.com/products/Systat>.




127

Tableau I.1. Résumé du plan d’expérience applicable a l1a méthode d’essai biologique proposée
par Environnement Canada pour mesurer la survie et la reproduction de collemboles
exposés a des contaminants dans le sol (v. section 4)

Parameétre

Description

Type d’essai
Durée de ’essai

Espéces d’essai

Nombre de répétitions

Nombre de traitements

Parametres statistiques

essai de toxicité sur un sol entier; sans renouvellement
21 jours pour F. fimetaria; 28 jours pour F. candida et O. folsomi

O. folsomi : élevages synchronisés en fonction de 1’age; 28 a 31 jours
apres I’éclosion; 10 femelles (organismes plus gros, >2 mm) et 5 males
(organismes plus €élancés, 1-1,5 mm) par récipient d’essai

F. candida : élevages synchronisés en fonction de 1’age; 10 a 12 jours
aprés I’éclosion; 10 organismes par récipient d’essai

F. folsomia : élevages synchronisés en fonction de I’age; 23 a 26 jours apres
I’éclosion; 10 femelles (organismes deux fois plus gros et plus arrondis que
les males) et 10 males (organismes plus petits et plus élancés) par récipient

d’essai

>3 répétitions par traitement; >5 répétitions par traitement témoin

sol témoin négatif et >7 concentrations d’essai au moins; cependant, il est
fortement recommandé¢ d’utiliser >10 concentrations, plus un sol témoin
négatif

Quantiques :

pourcentage moyen de survie des adultes dans chaque traitement, le jour 21
pour F. fimetaria et le jour 28 pour F. candida et O. folsomi

CLso 21 ou 28 jours calculée si une dose-réponse est observée (en
appliquant les méthodes statistiques convenant aux données quantiques;
les méthodes décrites dans la présente annexe ne sont pas applicables aux
données quantiques)

Quantitatifs :

nombre moyen de juvéniles vivants dans chaque traitement, le jour 21 pour
F. fimetaria et le jour 28 pour F. candida et O. folsomi

CI, (p. ex. Cls et/ou Cl,s) en regard du nombre de juvéniles vivants
produits
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Analyses de régression linéaire et non linéaire

Création de tableaux de données

Nota : L’analyse statistique doit comprendre la transformation logarithmique des concentrations

1)
2)

3)

4)

5)

6)

(p. ex. logio ou loge). Si les concentrations sont inférieures a 1 (p. ex. 0,25), on peut transformer
les données en changeant d’unité (p. ex. en passant de mg/kg a pg/g) a I’aide d’un facteur de
multiplication (p. ex. 1 000); les données modifiées sont ensuite soumises a une transformation
logarithmique. La transformation peut étre effectuée soit dans la feuille de calcul électronique
initiale, soit au moment ou les données initiales sont transférées dans le fichier de données
SYSTAT.

Ouvrir le fichier approprié contenant I’ensemble de données dans une feuille de calcul électronique.

Lancer le programme SYSTAT. Dans I’écran principal, choisir File, New puis Data. Un tableau de
données vide apparait alors a I’écran. Saisir les noms des variables dans les en-tétes de colonne en
double-cliquant sur un nom de variable, ce qui ouvre la fenétre ‘Variable Properties’. Saisir un
nom approprié pour la variable d’intérét dans la boite ‘Variable Name’ et choisir le type de
variable; des commentaires additionnels peuvent étre saisis dans la boite ‘Comments’. Par
exemple, les noms de variable suivants pourraient étre utilisés :

conc = concentration ou catégorie de traitement

logconc = transformation logarithmique (log) de la concentration ou de la catégorie
de traitement

rep = répétition pour une catégorie de traitement donnée

juveniles = nombre de juvéniles produits

Les données peuvent maintenant étre transférées. Pour transférer les données, copier et coller
chaque colonne de la feuille de calcul électronique contenant les concentrations, les répétitions
et les valeurs moyennes associées dans le tableau de données SYSTAT.

Sauvegarder les données en cliquant sur File, puis sur Save As; une fenétre ‘Save As’ apparait.
Utiliser un code approprié pour sauvegarder le fichier de données. Cliquer sur Save lorsque le nom
du fichier a été saisi.

Consigner le nom du fichier de données SYSTAT sur la feuille de calcul contenant les données
initiales.

Si les données (concentrations d’essai) exigent une transformation, on peut effectuer la
transformation en choisissant Data, Transform, puis Let.... Une fois dans la fonction Let...,
choisir I’en-téte de colonne approprié pour les données transformées (p. ex. logconc), puis
Variable dans la boite ‘Add to’ pour saisir la variable dans la boite ‘Variable:’. Choisir la
transformation appropriée (p. ex. L10 pour la transformation en log;o ou LOG pour le logarithme
naturel) dans la boite ‘Functions:’ (la boite ‘Function Type:’ devrait afficher Mathematical),
puis Add pour saisir la fonction dans la boite ‘Expression:’. Choisir I’en-téte de colonne contenant
les données initiales non transformées (p. ex. ‘conc’ pour concentration ou catégorie de traitement),
puis Expression dans la boite ‘Add to’ pour saisir la variable dans la boite ‘Expression:’. S’il faut
appliquer un facteur de multiplication pour ajuster la concentration avant la transformation
logarithmique, on peut le faire dans la boite ‘Expression:’ (p. ex. L10[conc*1000]). Cliquer sur
OK lorsque toutes les transformations sont terminées. Les données transformées apparaitront dans
la colonne appropriée. Sauvegarder les données (cliquer sur File, puis sur Save).
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Nota : Il n’est pas possible de déterminer le log;o du traitement témoin négatif (le log;o de zéro
n’est pas défini); par conséquent, il faut affecter au traitement témoin négatif une
concentration tres faible (p. ex. 0,001) dont on sait ou présume qu’elle est sans effet, afin
d’inclure ce traitement dans 1’analyse et de le distinguer des autres concentrations
transformées.

7) A partir du tableau de données, calculer et consigner la moyenne des témoins négatifs pour la
variable étudiée; chaque parameétre de mesure est soumis a une analyse statistique indépendante.
La valeur moyenne de ces données témoins sera requise au moment de I’estimation des parametres
du mode¢le. Déterminer en outre la valeur maximale de cette variable particuliere dans I’ensemble
de données et I’arrondir au nombre entier le plus proche. Ce nombre correspondra a la valeur
maximale sur I’axe des y (‘ymax’) au moment de la création d’un graphique des données
de régression.

L.2.2 Création d’un diagramme de dispersion ou d’un graphique linéaire

Les diagrammes de dispersion et les graphiques linéaires fournissent une indication de la forme de

la courbe concentration-réponse pour I’ensemble de données. On peut alors comparer la forme de cette
courbe avec chaque mode¢le (figure 1.1) afin de choisir le ou les modeles susceptibles de convenir le
mieux aux données. Chacun des modeles choisis devrait étre utilisé pour analyser les données. Ensuite,
apres examen, le modele présentant le meilleur ajustement est retenu.

1) Choisir Graph, Summary Charts, puis Line.... Choisir la variable indépendante (p. ex. logconc)
et cliquer sur Add pour saisir la variable dans la boite ‘X-variable(s):’. Choisir la variable
dépendante étudiée et cliquer sur Add pour saisir la variable dans la boite ‘Y-variable(s):’. Cliquer
sur OK. Un graphique s’affiche sous I’onglet ‘Output Pane’ de 1’écran principal SYSTAT,
contenant les valeurs moyennes pour chaque catégorie de traitement; pour agrandir le graphique,
cliquer simplement sur I’onglet ‘Graph Editor’ situ¢ sous la fenétre centrale. On peut également
visualiser un diagramme de dispersion des données en cliquant sur Graph, Plots, puis
Scatterplot... et en suivant les instructions fournies pour saisir les variables x et y. Les graphiques
fournissent une indication de la tendance générale de la relation concentration-réponse et
permettent de choisir le ou les modéles susceptibles de présenter le meilleur ajustement, en plus
d’une valeur estimative de la CI,, d’intérét.

Nota : L’écran principal SYSTAT est divisé en trois parties. La partie gauche de 1’écran (onglet
‘Output Organizer’) fournit une liste de toutes les fonctions exécutées (p. ex. graphiques)
— pour visualiser chaque fonction, il suffit de cliquer sur I’icone désirée. La partie droite
de I’écran constitue la fenétre centrale dans laquelle les résultats généraux de toutes les
fonctions exécutées (p. ex. régression, graphiques) peuvent étre visualisés. Les onglets
situés sous cette fenétre centrale permettent a 1’utilisateur de basculer entre les fichiers de
données (‘Data Editor’), les graphiques individuels (‘Graph Editor’) et les résultats
(‘Output Pane’). On peut visualiser individuellement les divers graphiques produits sous
I’onglet ‘Graph Editor’ en choisissant le graphique d’intérét dans la partie gauche de
I’écran (onglet ‘Output Organizer’). Dans la partie inférieure de 1’écran sont affichés les
codes de commande utilisés pour obtenir les fonctions désirées (p. ex. codes de régression
et de graphique). L’onglet ‘Log’ de cet écran de commande permet d’afficher une
récapitulation de toutes les fonctions qui ont été¢ exécutées.

2) Estimer visuellement et consigner une valeur estimative de la CI, d’intérét (p. ex. Clso) pour
I’ensemble de données. Par exemple, pour une Clsy, diviser la moyenne des témoins par 2 et repérer
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cette valeur sur I’axe des y. Tracer une ligne horizontale a partir du point correspondant sur I’axe
des y jusqu’a son intersection avec les points de données. A partir de ce point d’intersection, tracer
une ligne verticale jusqu’a I’axe des x et consigner la valeur de la concentration obtenue (valeur
estimative de la Clso).

3) A partir des diagrammes de dispersion ou des graphiques linéaires, choisir le ou les modéles
susceptibles de décrire le mieux la tendance concentration-réponse (un exemple de chaque modele
est présenté a la figure I.1).

1.2.3 Estimation des paramétres du modéle
1) Choisir File, Open, puis Command.

2)  Ouvrir le fichier contenant les codes de commande pour le mode¢le particulier choisi a la section
1.2.2 (choisir le fichier approprié et cliquer sur Open) :

nonline.syc =  modéele exponentiel
nonling.syc =  mode¢le de Gompertz
nonlinh.syc =  modéle logistique avec effet d’hormese

mode¢le linéaire
modéle logistique

linear.syc
nonlinl.syc

Le fichier fournit les codes de commande correspondant au modéle choisi sous 1’onglet approprié
de la boite de I’éditeur de commandes au bas de 1’écran principal. Tous les codes de commande
pour déterminer les Cls et les Cl,s sont indiqués au tableau 1.2; cependant, les équations peuvent
étre structurées de manicre a permettre la détermination de n’importe quelle CI,,. Par exemple, les
codes de commande pour obtenir une Clsy a I’aide du modele logistique seraient les suivants :

nonlin

print=long

model juveniles = t/(1+logconc/x)"b)
save residl/ resid

estimate/ start = 170, 0.7, 2 iter = 200
use residll

pplot residual

plot residual*logconc

plot residual*estimate

3) Taper I’en-téte de la colonne dans le tableau de données contenant la variable d’intérét a analyser
sur la ligne intitulée ‘model y=" (ou “y’ est la variable dépendante, p. ex. juvéniles).

4) La quatrieme ligne du texte devrait indiquer ‘save resida/ resid’, ou ‘a’ représente un nombre
affecté au fichier du résidu. Inscrire ce méme nombre sur la sixiéme ligne (‘use resida’) afin que
le méme fichier soit utilisé pour créer un diagramme de probabilité normale et des graphiques
des résidus. Les lignes de commande qui suivent expliquent comment créer un diagramme de
probabilité (‘pplot residual’), un graphique des résidus en fonction de la concentration ou de la
catégorie de traitement (‘plot residual*logconc’) et un graphique des résidus en fonction des
valeurs prévues et ajustées (‘plot residual*estimate’). Ces graphiques facilitent I’évaluation des
hypothéses de normalité (p. ex. diagramme de probabilité) et d’homogénéité des résidus (p. ex.
graphiques des résidus) lorsqu’on détermine le modele qui présente le meilleur ajustement
(v.1.2.4).
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Modz¢le exponentiel

CI50 .
C125 .

ou:
a
X

juvéniles = a*exp(log((a-a*0.5-b*0.5)/a)*(logconc/x))+b
juvéniles = a*exp(log((a-a*0.25-b*0.75)/a)*(logconc/x))+b

= ordonnée a I’origine (réponse dans le témoin)
= valeur de la CI, pour I’ensemble de données

logconc = valeur logarithmique de la concentration d’exposition

b

= paramétre d’échelle (estimé entre 1 et 4)

Mod¢le de Gompertz

CI50 .
C125 .
ou:
g

X

juvéniles = g*exp((log(0,5))*(logconc/x)"b)
juvéniles = g*exp((log(0.75))* (logconc/x)"b)

= ordonnée a 1’origine (réponse dans le témoin)
= valeur de la CI,, pour I’ensemble de données

logconc = valeur logarithmique de la concentration d’exposition

b

= paramétre d’échelle (estimé entre 1 et 4)

Mod¢éle d’hormese

CI5() .
C125 .
ou:

t

h
X

juvéniles = (t*(1+h*logconc))/(1+((0.5+h*logconc)/0.5)*(logconc/x)"b)
juvéniles = (t*(1+h*logconc))/(1+((0.25+h*logconc)/0.75)*(logconc/x)"b)

= ordonnée a I’origine (réponse dans le témoin)
= effet hormétique (estimé entre 0,1 et 1)
= valeur de la CI, pour I’ensemble de données

logconc = valeur logarithmique de la concentration d’exposition

b

= paramétre d’échelle (estimé entre 1 et 4)

Modg¢le linéaire

CI50 .
C125 .
ou:
b

X

juvéniles = ((-b*0.5)/x)*logconc+b
juvéniles = ((-b*0.25)/x)*logconc+b

= ordonnée a I’origine (réponse dans le témoin)

= valeur de la CI, pour I’ensemble de données

logconc = valeur logarithmique de la concentration d’exposition

Modéle logistique

CI50 .
CIzS .
ou:

t

X

juvéniles = t/(1+(logconc/x)"b)
juvéniles = t/(1+(0.25/0.75)* (logconc/x)"b)

= ordonnée a I’origine (réponse dans le témoin)
= valeur de la CI,, pour I’ensemble de données

logconc = valeur logarithmique de la concentration d’exposition

b

Figure 1.1

= paramétre d’échelle (estimé entre 1 et 4)

Number of juvenile F. candida Mean number of juvenile O. folsomi Mean number of juvenile F. candida Mean number of juvenile O.folsomi

Mean number of juvenile O. folsomi

160

120

80

40

300 T T T

0 1 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

0 1 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0

0 1 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Log(conc. chemical) in test soil (mg/kg)

Log(conc. chemical) in test soil (mg/kg)

Log(conc. chemical) in test soil (mg/kg)

50

0
0.0

0.5

1.0

!
1.5

2.0

Log(conc. chemical) in test soil (mg/kg)

250

[0}
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Log(conc. chemical) in test soil (mg/kg)

Equations de la version 11.0 du logiciel SYSTAT pour les modéles de régression linéaire

et non linéaire et exemples de graphiques des tendances observées pour chaque modéle
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5) Inscrire la moyenne des témoins et la CI, estimée (p. ex. Clsg et/ou Cl,s) sur la cinquiéme ligne
intitulée ‘estimate/start=" (des explications pour chaque mode¢le sont fournies au tableau 1.2). Ces
valeurs ont été déterminées initialement par examen du diagramme de dispersion ou du graphique
linéaire. Une fois la convergence atteinte, le modéle fournit un ensemble de paramétres a partir
duquel la CI,, et ses limites de confiance a 95 % sont indiquées (parameétre ‘x’). Il est essentiel de
fournir des valeurs estimatives précises pour chaque parametre avant d’exécuter le modele, sinon la
méthode itérative utilisée pour déterminer les parametres indiqués risque de ne pas converger. Le
parametre d’échelle (tableau 1.2) est généralement estimé entre 1 et 4. Le nombre d’itérations peut
varier, mais, dans le présent exemple, il a ét¢ fixé a 200 (‘iter = 200’). Habituellement,

200 itérations suffisent pour qu’il y ait convergence; si un plus grand nombre d’itérations s’avere
nécessaire, cela signifie que le modele employé n’est sans doute pas celui qui convient le mieux.

6) Choisir File, puis Submit Window pour exécuter les commandes; ou bien, cliquer sur Submit
Window avec le bouton droit de la souris. On obtient ainsi une sortie imprimée des itérations
contenant les parametres estimés et une liste des points de données réels avec les valeurs prévues
et les résidus correspondants. Un graphique préliminaire de la courbe de régression estimée est
¢galement présent¢, mais ce graphique devrait étre supprimé. Pour supprimer le graphique, cliquer
sur le graphique apparaissant dans la fenétre gauche de I’écran principal. Un diagramme de
probabilité normale et des graphiques des résidus seront également présentés.

1.2.4 Examen des résidus et des hypotheéses de I’essai

Un examen des résidus obtenus avec chaque modéle mis a I’essai aide a déterminer si les hypothéses

de normalité et d’homoscédasticité ont été satisfaites. Si I’une ou I’autre des hypotheses n’a pas pu étre
satisfaite, quel que soit le modele examing, il convient de demander conseil a un statisticien avant
d’examiner d’autre modéles; on peut aussi analyser une nouvelle fois les données a I’aide de la méthode
d’interpolation linéaire (en faisant appel au programme ICPIN; v. 4.8.2.2 dans le corps du texte), qui est
moins souhaitable.

1.2.4.1 Hypothése de normalité. Pour vérifier la normalité, il convient d’utiliser le test de Shapiro-Wilk
(v. sa description dans EC, 2005b); des instructions au sujet de I’exécution de ce test sont données en
1.2.4.3. On peut également se servir du diagramme de probabilité normale, affiché sous I’onglet ‘Output
Pane’, pour déterminer si I’hypothése de normalité est satisfaite. Les résidus devraient former une
ligne relativement droite qui traverse le graphique en diagonale; une ligne courbe signifie un écart avec
la normalité. Cela dit, le diagramme de probabilité normale ne devrait pas constituer le seul test de
normalité, car pour déterminer si un graphique est « normal » (ligne droite) ou « non normal » (ligne
courbe), I’analyste fait appel a une évaluation subjective. Si les données ne sont pas distribuées
normalement, il est conseillé d’essayer un autre modele, de demander I’avis d’un statisticien ou
d’analyser les données a 1’aide de la méthode d’analyse par interpolation linéaire, qui est moins
souhaitable.
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Tableau 1.2 Codes de commande SYSTAT pour les modéles de régression linéaire et non linéaire
Modéle Codes de commande
Exponentiel nonlin
print=long ou:
model juveniles=a*exp(log((a-a*0.5-b*0.5)/a)*(logconc/x))+b  * Représente la valeur estimative de
save resid1/ resid I’ordonnée a I’origine (‘a”) (réponse
estimate/ start=250%, 1°, 0.3° iter=200 dans le témoin)
use residl ® Représente le paramétre d’échelle
pplot residual (‘b’) (estimé entre 1 et 4)
plot residual*logconc ¢ Représente la valeur estimative de la
plot residual*estimate CI, pour I’ensemble de données (‘x’)
Gompertz nonlin
print=long ou:
model juveniles=g*exp((log(0.5))*(logconc/x)"b) ? Représente la valeur estimative de
save resid2/ resid I’ordonnée a I’origine (‘g”) (réponse
estimate/ start=130° 0.8°, 1° iter=200 dans le témoin)
use resid2 ® Représente la valeur estimative de la
pplot residual CI, pour I’ensemble de données (‘x’)
plot residual*logconc  Représente le paramétre d’échelle
plot residual*estimate (‘b’) (estimé entre 1 et 4)
Hormeése nonlin ol -
P rlntZIQng o * Représente la valeur estimative de
model juveniles= ’ordonnée a 1’origine (‘t’) (réponse
(t*(1+h*logconc))/(1+((0.5+h*logconc)/0.5)*(logconc/x) b) ccalong p
. : dans le témoin)
save resid3/ resid b Représente 1’effet hormétique (*h”)
estimate/ start=170°, 0.01°, 1.2¢, 1¢ iter=200 Pre 1
. (estimé entre 0,1 et 1)
use resid3 o X N
: Représente la valeur estimative de la
pplot residual ) fnc (Cn?
. % CI, pour I’ensemble de données (‘x’)
plot residual*logconc d . \ ’s
lot residual*estimate Représente le paramétre d’échelle
p (‘b") (estimé entre 1 et 4)
Linéaire nonlin
print=long
model juveniles=((-b*0.5)/x)*logconc+b ou:
save resid4/ resid * Représente la valeur estimative de
estimate/ start=180° 2.1° iter=200 I’ordonnée a I’origine (‘b’) (réponse
use resid4 dans le témoin)
pplot residual ® Représente la valeur estimative de la
plot residual*logconc CI, pour I’ensemble de données (‘x’)
plot residual*estimate
Logistique nonlin .
. ou:
print=long

model juveniles=t/(1+(logconc/x)"b)
save resid5/ resid

estimate/ start=170% 0.7°, 2° iter=200
use resid5

pplot residual

plot residual*logconc

plot residual*estimate

* Représente la valeur estimative de
I’ordonnée a I’origine (‘t”) (réponse
dans le témoin)

® Représente la valeur estimative de la
CI, pour I’ensemble de données (‘x’)
° Représente le paramétre d’échelle
(‘b’) (estimé entre 1 et 4)
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1.2.4.2 Homogénéité des résidus. On devrait évaluer I’homoscédasticité (ou homogénéité) des résidus a
I’aide du test de Levene (v. sa description dans EC, 2005b) (des instructions pour 1’exécution de ce test
sont données en 1.2.4.3 ci-dessous), et en examinant les graphiques des résidus en fonction des valeurs
réelles et prévues (estimées). L homogénéité des résidus se traduit par une distribution égale de la
variance des résidus en regard de la variable indépendante (concentration ou catégorie de traitement)
(figure 1.2A). Le test de Levene, s’il est significatif, indiquera que les données ne sont pas homogénes.
Si les données (selon le test de Levene) présentent une hétéroscédasticité (c.-a-d. si elles ne sont pas
homogenes), il convient d’examiner les graphiques des résidus. Si on observe un changement important
dans la variance et si les graphiques des résidus sont incontestablement en forme d’éventail ou de « V »
(on trouvera un exemple de graphique de ‘residual*estimate’ a la figure [.2B; on observe également une
forme en « V » dans le sens opposé dans le graphique de ‘residual*logconc’), il est recommandé¢ de
répéter 1’analyse des données a ’aide de la méthode de régression pondérée. Par contre, si on observe
une non-divergence, probablement due a un défaut systématique d’ajustement (figure 1.2C), cela signifie
que le mod¢le choisi ne convient pas ou qu’il est incorrect.

1.2.4.3 Evaluation des hypothéses de normalité et d’homogénéité des résidus. La version 11.0 de
SYSTAT permet d’effectuer a la fois le test de Shapiro-Wilk et celui de Levene pour évaluer les
hypothéses de normalité et d’homogénéité des résidus. Le test de Levene ne peut étre effectué que par
le biais d’une analyse de la variance (ANOVA) sur les valeurs absolues des résidus obtenus en 1.2.3.

1)  Choisir File, Open, puis Data pour ouvrir le fichier de données contenant les résidus créés en 1.2.3
(p. ex. ‘residl.syd’).

2)  Saisir un nouveau nom de variable dans une colonne vide en double-cliquant sur le nom de la
variable, ce qui ouvre la fenétre ‘Variable Properties’. Dans cette fenétre, saisir un nom approprié
pour les résidus transformés (p. ex. ‘absresiduals’) dans la boite ‘Variable name:’. Transformer les
résidus en choisissant Data, Transform, puis Let.... Une fois dans la fonction Let..., choisir
I’en-téte de colonne approprié pour les données transformées (p. ex. ‘absresiduals’), puis Variable
dans la boite ‘Add to’ pour saisir la variable dans la boite ‘Variable:’. Choisir la transformation
appropriée (p. ex. ABS pour transformer les données en leurs valeurs absolues) dans la boite
‘Functions:’ (la boite ‘Function Type:’ devrait indiquer Mathematical), puis cliquer sur Add
pour saisir la fonction dans la boite ‘Expression:’. Choisir I’en-téte de colonne contenant les
données initiales non transformées (résidus), puis Expression dans la boite ‘Add to’ afin de saisir
la variable dans la boite ‘Expression:’. Cliquer sur OK; les données transformées apparaitront dans
la colonne appropriée. Sauvegarder les données.

3) Pour effectuer le test de Shapiro-Wilk, choisir Analysis, Descriptive Statistics, puis Basic
Statistics.... Une fenétre ‘Column Statistics’ apparaitra. Choisir les résidus dans la boite
‘Available variable(s):’, puis cliquer sur Add pour saisir cette variable dans la boite ‘Selected
variable(s):’. Dans la boite ‘Options’, cliquer sur Shapiro-Wilk normality test, puis sur OK.

Un petit tableau apparaitra dans la fenétre ‘Output Organizer’ de SYSTAT, ou la valeur critique de
Shapiro-Wilk (‘SW Statistic’) et la valeur de la probabilité (‘SW P-Value’) seront affichées. Une
probabilité supérieure au critere habituel (P >0,05) indique que les données sont distribuées
normalement.

4) Pour effectuer le test de Levene, choisir Analysis, Analysis of Variance (ANOVA), puis Estimate
Model...; une fenétre intitulée ‘Analysis of Variance: Estimate Model’ apparaitra.
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5) Choisir la variable sous laquelle les données doivent étre groupées (p. ex. logconc), et saisir cette
variable dans la boite ‘Factor(s):” en cliquant sur Add.

6) Choisir les résidus transformés (absresiduals), puis cliquer sur Add pour saisir la variable dans la
boite ‘Dependent(s):’. Cliquer sur OK. Un graphique des données et une sortie imprimée des
résultats apparaitront sous 1’onglet ‘Output Pane’. Une probabilité supérieure au critere habituel
(P >0,05) indique que les données sont homogénes.

1.2.5 Pondération des données

Si les résidus présentent une hétéroscédasticité (selon le test de Levene) et si on observe un changement
important dans la variance entre les catégories de traitement (c.-a-d. si le graphique est
incontestablement en forme d’éventail ou de « V »; v. figure 1.2B), il est recommandé¢ de procéder a une
nouvelle analyse a I’aide d’une régression pondérée. Dans une régression pondérée, on utilise I’inverse
de la variance des observations pour chaque concentration ou catégorie de traitement comme
coefficients de pondération. Lorsqu’on exécute la régression pondérée, I’erreur type pour la CI,
[présentée dans SYSTAT comme étant ’erreur type asymptotique (A.S.E.); v. figure 1.3] est comparée a
celle obtenue par la méthode de régression non pondérée. Si la différence entre les deux erreurs types est
supérieure a 10 %, la régression pondérée est a privilégier. En revanche, si le changement dans la
variance entre toutes les catégories de traitement est important, et si la différence entre les erreurs types
des régressions pondérée et non pondérée est inférieure a 10 %", il convient de demander I’avis d’un
statisticien au sujet de 1’utilisation d’autres modeles; on pourrait aussi analyser de nouveau les données
par la méthode d’interpolation lin€aire, qui est moins souhaitable. On procede a cette comparaison entre
les régressions pondérée et non pondérée pour chacun des modeles retenus jusqu’au choix final du
modele (modele et régression correspondant au meilleur choix). Par contre, si le test de Levene montre
que les données ne sont pas homogenes et que les graphiques des résidus présentent une absence de
divergence (v. figure 1.2C), il est possible que le mode¢le choisi soit inapproprié ou incorrect. Il convient
alors de demander 1’avis d’un statisticien avant d’utiliser d’autres mode¢les.

1) Choisir File, Open, puis Data. Choisir le fichier contenant I’ensemble de données a pondérer.
Saisir les deux nouveaux noms de variable dans 1’en-téte de colonne en double-cliquant sur un nom
de variable, ce qui ouvre la fenétre ‘Variable Properties’. Dans cette fenétre, saisir un nom
approprié pour la variable d’intérét, choisir le type de variable et inscrire des observations, le cas
¢chéant. Les deux nouveaux en-tétes de colonne devraient indiquer la variance d’une variable
donnée (p. ex. varjuv), et I’inverse de la variance pour cette variable (p. ex. varinvsjuv).
Sauvegarder le fichier de données en cliquant sur File, puis sur Save.

2) Choisir Data, puis By Groups.... Choisir la variable indépendante (logconc), puis cliquer sur Add
afin de saisir cette variable dans la boite ‘Selected variable(s):’; on pourra ainsi déterminer la
variance de la variable d’intérét par concentration ou catégorie de traitement (« groupe »). Cliquer
sur OK.

™ La valeur de 10 % est une régle empirique. Il existe des tests objectifs pour vérifier I’amélioration apportée par la pondération,
mais ils dépassent la portée du présent document. La pondération ne devrait étre utilisée qu’en cas de besoin, car elle peut introduire
des complications supplémentaires dans la modélisation. Il est conseillé de demander 1’avis d’un statisticien lorsque la pondération
se révele nécessaire, mais que les valeurs estimées des parametres sont dénuées de sens.
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SYSTAT Rectangular file C:\SYSTAT\STATAPP.syd,
created Fri Jun 25, 2004 at 08:44:18,

CONC REP LOGCONC
Iteration
No. Loss T X B
0 0.120173D+06 0.134000D+03 0.600000D+00 0.200000D+01
1 0.513085D+05 0.157213D+03 0.774654D+00 0.307352D+01
2 0.483896D+05 0.162406D+03 0.694415D+00 0.297019D+01
3 0.483088D+05 0.162048D+03 0.701888D+00 0.307781D+01
4 0.483078D+05 0.162223D+03 0.700681D+00 0.306500D+01
5 0.483078D+05 0.162205D+03 0.700802D+00 0.306703D+01
6 0.483078D+05 0.162207D+03 0.700783D+00 0.306676D+01
7 0.483078D+05 0.162207D+03 0.700786D+00 0.306680D+01

Dependent variable is JUVENILES

contains variables:

JUVENILES

Source Sum-of-Squares df Mean-Square
Regression 1047602.177 3 349200.726
Residual 48307.823 87 555.262 —» erreur quadratique moyenne résiduelle
Total 1095910.000 90
Mean corrected 357157.600 89
Raw R-square (l1-Residual/Total) 0.956
Mean corrected R-square (l-Residual/Corrected) = 0.865
R (observed vs predicted) square = 0.865
Wald Confidence Interval
Parameter Estimate A.S.E. Param/ASE Lower < 95%> Upper
T 162.207 5.169 31.380 151.933 172.481
X 0.701 0.032 21.873 0.637 0.764
B 3.067 0.343 8.945 2.385 3.748
CI,, erreur type asymptotique
JUVENILES JUVENILES et limites de confiance a 95 %
Case Observed Predicted Residual inférieure et supérieure
1 173.000 162.207 10.793
2 148.000 162.207 -14.207
3 106.000 162.207 -56.207
4 120.000 162.207 -42.207
5 186.000 162.207 23.793
6 200.000 162.207 37.793
7 187.000 162.207 24.793
86 14.000 9.918 4.082
87 10.000 9.918 0.082
88 12.000 9.918 2.082
89 5.000 9.918 -4.918
90 18.000 9.918 8.082
Asymptotic Correlation Matrix of Parameters
T X B
T 1.000
X -0.638 1.000
B -0.479 0.363 1.000
Figure I.3 Exemple des données de sortie initiales obtenues a I’aide du modeéle logistique de la

version 11.0 de SYSTAT. Les données de sortie initiales comprennent I’erreur quadratique
moyenne résiduelle utilisée pour choisir le meilleur modéle, de méme que les ClI,, Ierreur type
pour la valeur estimative et les limites de confiance a 95 % inférieure et supérieure. Le nombre
de cas affichés a ét¢ réduit aux fins de la présente figure; toutefois, SYSTAT affiche tous les
cas, y compris la mesure réelle de la variable ainsi que la valeur estimative prévue et le résidu

correspondants.
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Choisir Analysis, Descriptive Statistics, puis Basic Statistics.... Choisir la variable d’intérét a
pondérer (p. ex. juveniles), puis cliquer sur Add pour saisir cette variable dans la boite ‘Selected
variable(s):’. Choisir Variance dans la boite ‘Options’, puis cliquer sur OK. Cette fonction
affichera la variance pour la variable d’intérét, groupée par concentration ou catégorie de
traitement, sous 1’onglet ‘Output Pane’ de I’écran principal.

Choisir Data, By Groups..., puis cliquer sur la boite située a co6té¢ de Turn off, et ensuite sur OK
afin que toute analyse subséquente, plutdt que d’étre effectuée selon chaque concentration ou
catégorie de traitement individuelle, prenne en compte 1’ensemble de données au complet.

Revenir au fichier de données en choisissant ’onglet ‘Data Editor’ sur 1’écran principal.
Transférer les variances correspondant a chaque concentration ou catégorie de traitement dans
la colonne des variances (p. ex. varjuv). On remarquera que la variance est la méme pour les
répétitions d’un méme traitement.

Choisir Data, Transform, puis Let.... Choisir ensuite I’en-téte de colonne contenant I’inverse de la
variance (p. ex. varinvsjuv) pour la variable d’intérét, puis Variable dans la boite ‘Add to’ afin de
saisir la variable dans la boite ‘Variable:’. Choisir la boite ‘Expression:’ et taper « 1/ », puis
I’en-téte de colonne contenant les variances (p. ex. varjuv) de la variable d’intérét pour chaque
répétition et concentration, et ensuite Expression dans la boite ‘Add to’ afin de saisir la variable
dans la boite ‘Expression:’. Cliquer sur OK. L’inverse de la variance pour chaque répétition et
concentration sera affiché dans la colonne appropriée. Sauvegarder les données en cliquant sur
File, puis sur Save.

Choisir File, Open, puis Command; ouvrir le fichier contenant les codes de commande pour
estimer les parametres de 1’équation (v. 1.2.3, étape 2) correspondant au mod¢le choisi pour
’analyse sans pondération.

Insérer une ligne additionnelle apres la troisiéme ligne en tapant ‘weight=varinvsy’, ou « y » est
la variable dépendante a pondérer (p. ex. weight=varinvsjuv), comme il est indiqué dans la ligne
ombrée ci-dessous :

nonlin

print=long

model juveniles = t/(1+(logconc/x)"b)
weight=varinvsjuv

save resid2/ resid

estimate/ start = 170, 0.7, 2 iter = 200
use resid2

pplot residual

plot residual*logconc

plot residual*estimate

Affecter un nouveau nombre aux résidus sur la ligne intitulée ‘save resida’ (ou « a » représente
le nombre affecté).

Inscrire la moyenne des témoins et la CI, estimée sur la ligne intitulée ‘estimate/ start...” (des
explications sont fournies au tableau 1.2 pour chaque mode¢le). Ces valeurs estimatives seront
les mémes que celles utilisées pour 1’analyse sans pondération.
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11) Choisir File, puis Submit Window pour exécuter les commandes. On obtient ainsi les résultats des
itérations, les parametres estimés et une liste des points de données avec les valeurs prévues et les
résidus correspondants sous 1’onglet ‘Output Pane’ de I’écran principal. Un graphique
préliminaire de la courbe de régression estimée est également présenté, mais ce graphique devrait
étre supprimé. Un diagramme de probabilité normale et des graphiques des résidus seront
¢galement présentés.

12) Poursuivre I’analyse comme il est expliqué en 1.2.4 afin de vérifier que toutes les hypothéses du
modele sont satisfaites.

13) Comparer les résultats de 1’analyse de régression pondérée et ceux de I’analyse sans pondération.
Choisir la régression pondérée si la pondération réduit ’erreur type pour la CI, de 10 % par rapport
a ’analyse sans pondération.

1.2.6 Présence de valeurs aberrantes et d’observations inhabituelles

Une valeur aberrante est révélatrice d’une mesure qui ne semble pas concorder avec les autres valeurs
obtenues lors de I’essai. On peut détecter les valeurs aberrantes et les observations inhabituelles en
examinant 1’ajustement de la courbe concentration-réponse en regard de tous les points de données,

de méme que les graphiques des résidus. Si une valeur aberrante est détectée, il convient d’examiner
avec soin les notes de 1’essai (notes prises a la main, feuilles de données électroniques et conditions
expérimentales) a la recherche d’une erreur humaine. Si la valeur aberrante est due a une erreur de
transcription qui ne peut étre corrigée ou a un mode opératoire erroné, le point de données correspondant
devrait étre exclu de 1’analyse. Lorsqu’une valeur aberrante est détectée, il est recommandé de procéder
a ’analyse avec et sans la valeur aberrante. Pour décider de conserver ou d’exclure la valeur aberrante,
on devrait prendre en considération la variation biologique naturelle et les phénomenes biologiques
susceptibles d’étre a I’origine de I’apparente anomalie. Quelle que soit la décision prise au sujet de la
valeur aberrante, I’analyse finale doit étre accompagnée d’une description des données, des valeurs
aberrantes et des analyses avec et sans les valeurs aberrantes, de méme que des conclusions
interprétatives. S’il y a plus d’une valeur aberrante, il est recommandé¢ de réévaluer le modele choisi
pour déterminer s’il convient vraiment et d’envisager des modeles de remplacement. Pour de plus
amples indications au sujet de la présence de valeurs aberrantes et d’observations inhabituelles, le
lecteur est invité a consulter EC (2005b).

Pour déterminer si I’ensemble de données comporte des valeurs aberrantes, on peut effectuer une
ANOVA aI’aide du logiciel SYSTAT. Toutefois, ’ANOVA suppose que les résidus sont distribués
normalement et, partant, il est nécessaire de vérifier les hypothéses de normalité avant d’appliquer
I’ANOVA pour détecter les valeurs aberrantes. On peut également établir la présence de valeurs
aberrantes en examinant les graphiques des résidus.

1) Effectuer une ANOVA comme il est expliqué en 1.4 afin de détecter les valeurs aberrantes
¢ventuelles. Toute valeur aberrante sera identifiée a 1’aide d’un numéro de cas correspondant au
numeéro de ligne dans le fichier de données SYSTAT. Le programme se sert des résidus studentisés
pour mettre en évidence la présence de valeurs aberrantes; des valeurs >3 indiquent une possibilité
de valeurs aberrantes. Cette possibilité devrait étre confirmée par un examen des graphiques
des résidus.

2) Sion décide d’exclure la ou les valeurs aberrantes, supprimer la valeur dans le tableau (fichier) de
données initial et sauvegarder de nouveau le fichier sous un nouveau nom (cliquer sur File, puis sur



140

Save As...). Par exemple, ajouter la lettre « o » [pour indiquer qu’une valeur aberrante (outlier)
a été éliminée] a la fin du nom initial du fichier.

3) Répéter 'analyse de régression sans la ou les valeurs aberrantes en utilisant le méme modele et les
mémes valeurs estimatives des parametres que ceux employés dans 1’analyse de régression
effectuée avant I’élimination des valeurs aberrantes. On peut aussi faire appel a d’autres modéles
si le modele utilisé permet d’obtenir un meilleur ajustement et une erreur quadratique moyenne
résiduelle moins importante. Si I’¢limination de la ou des valeurs aberrantes n’entraine pas de
changement significatif dans I’erreur quadratique moyenne résiduelle et dans la CI, (y compris les
limites de confiance correspondantes), 1’analyste doit faire appel a son jugement professionnel et
décider (de manicre subjective) s’il convient d’inclure ou non la ou les valeurs aberrantes. Les
raisons justifiant I’exclusion ou I’inclusion des valeurs aberrantes éventuelles doivent étre
consignées dans le rapport d’analyse final.

L2.7 Choix du modéle le plus approprié

Une fois I’ajustement effectué¢ avec tous les modeles envisagés, il convient d’évaluer chaque mod¢le
au regard de la normalité de la distribution, de I’homogénéité des résidus et de 1’erreur quadratique
moyenne résiduelle. Le modele qui satisfait a toutes les hypothéses et qui fournit la plus petite erreur
quadratique moyenne résiduelle (v. figure 1.3) constitue le modele a privilégier. Cela dit, lorsque
plusieurs mode¢les conduisent a la méme erreur quadratique moyenne résiduelle et que tous les autres
facteurs sont équivalents, il convient de choisir le mod¢le le plus simple. Si une régression pondérée a
¢été effectuée, on devrait comparer les résultats des deux analyses, avec et sans pondération, et choisir
la régression pondérée si la pondération réduit I’erreur type pour la CI, de plus de 10 %. L’erreur
quadratique moyenne résiduelle est présentée sous I’onglet ‘Output Pane’ immédiatement apres les
itérations et avant les valeurs estimatives des parametres. Toutefois, si aucun des modéles ne permet un
ajustement convenable, il est conseillé de demander I’avis d’un statisticien au sujet de 1’utilisation de
modeles additionnels, ou d’analyser de nouveau les données par la méthode d’interpolation linéaire,
qui est moins souhaitable (v. 4.8.2.2 dans le corps du texte).

Nota : Etant donné que les concentrations ou les catégories de traitement étaient exprimées sous
forme de logarithmes dans les calculs, les CI,, et leurs limites de confiance correspondantes
devraient étre transformées en valeurs arithmétiques aux fins du rapport d’analyse.

1.2.8 Création de la courbe concentration-réponse

Une fois le modéle approprié choisi, il faut créer la courbe concentration-réponse correspondant a ce
modeéle.

1) Dans la fenétre de I’éditeur de commande, au bas de 1’écran, copier I’équation du modele
(c.-a-d. I’équation qui suit le signe « = » sur la troisiéme ligne des codes de commande indiqués
au tableau 1.2) a partir des codes de commande utilisés pour déterminer les valeurs estimatives
correspondant au modele choisi; 1’équation devrait comporter les caractéres alphabétiques initiaux
(t, b, h, etc.). On peut copier I’équation en la surlignant et en cliquant ensuite sur Edit, puis sur
Copy (ou en cliquant sur Copy avec le bouton droit de la souris).

2) Choisir File, Open, puis Command et ouvrir un fichier de commande graphique existant
(n’importe quel fichier dont le nom se termine par « *.cmd ») comme dans 1’exemple suivant (ou,
au besoin, créer un nouveau fichier), en utilisant le modele logistique. Le premier graphique (‘plot’)
est un diagramme de dispersion de la variable dépendante en fonction de la série de concentrations
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logarithmiques. Le second graphique (‘fplot”) correspond a 1’équation de régression, en
surimposition sur le diagramme de dispersion.

graph

begin

plot juveniles*logconc/ title="Number of Juvenile O. folsomi’, xlab="Log(ug chemical/kg soil d.wt)’,
ylab=‘Mean number of juveniles O. folsomi’,

xmax=2.0, xmin=0, ymax=250, ymin=0

fplot

xmax=2.0, xlab=" ymin=0, ylab=", ymax=250

end

Coller I’équation copiée a la place de I’équation préexistante (comme il est indiqué dans la zone
ombrée ci-dessus) en surlignant I’équation précédente, puis choisir Edit, et ensuite Paste (ou
cliquer sur Paste avec le bouton droit de la souris). Remplacer tous les caracteres alphabétiques
(t, b, h, x, a, etc.) ainsi que les valeurs estimatives indiquées sous I’onglet ‘Output Pane’ apres
I’application du mod¢le choisi.

Saisir I’information correcte sur la ligne intitulée ‘plot y*logconc...’, ou « y » est la variable
dépendante étudiée (p. ex. les juvéniles). Ajuster en conséquence les valeurs numériques de ‘xmax’
(concentration logarithmique maximale utilisée) et de ‘ymax’ (v. [.2.1, étape 7). Vérifier que toutes
les entrées ‘xlab’ et ‘ylab’ (étiquettes des axes des x et des y) sont correctes, sinon apporter les
corrections nécessaires. Vérifier que tous les guillemets et les virgules sont a leur place dans le
programme de commande, comme il est indiqué dans I’exemple précédent; SYSTAT tient compte
de la casse et des espaces.

Nota : ‘title®  correspond au titre du graphique
‘xlab’  correspond a I’étiquette de 1’axe des x
‘xmin’  correspond a la valeur minimale requise sur 1’axe des x
‘xmax’ correspond a la valeur maximale requise sur I’axe des x
‘ylab’  correspond a I’étiquette de I’axe des y
‘ymax’ correspond a la valeur maximale requise sur I’axe des y
‘ymin’  correspond a la valeur minimale requise sur 1’axe des y

Les valeurs de ‘xmin’, ‘xmax’, ‘ymin’ et ‘ymax’ doivent étre les mémes sur les deux graphiques
pour que la droite de régression se superpose exactement sur le diagramme de dispersion des
données. Un exemple du graphique de régression final est donné a la figure I.1 pour chacun des
cinqg modeles proposés.

Choisir File, puis Save As pour sauvegarder les codes de commande graphique dans un dossier
de travail approprié, sous le méme code que celui utilisé pour créer le fichier de données, avec une
indication du mod¢le auquel correspond la régression. Cliquer sur Save pour sauvegarder le fichier.

Choisir File, puis Submit Window pour exécuter les codes de commande. Un graphique de la
régression, fondé sur les valeurs estimatives des parametres correspondant au modele, choisi

apparaitra.

Détermination de CI, additionnelles

Dans certains cas, il peut étre souhaitable d’estimer la CI,, correspondant a une autre valeur de ‘p’ (en
sus ou a la place de la Clsp). Les modéles proposés par Stephenson et coll. (2000b) permettent de choisir
et de déterminer n’importe quelle CI,,. Les paragraphes ci-dessous, de méme que la figure 1.1, expliquent
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comment déterminer une Cl,s, mais il est possible de modifier les modeles pour n’importe quelle valeur
de ‘p’ (p. ex. Clyp).

1y

2)

3)
1.4

1y

2)

3)

4)

5)

6)

Choisir File, Open, puis Command et ouvrir le fichier correspondant aux codes de commande
utilisés pour obtenir les valeurs estimatives des parametres (on trouvera les codes de commande
correspondant a chaque mode¢le au tableau 1.2). Changer I’équation du modele afin de calculer la
CI,, voulue (p. ex. Clys); la figure I.1 fournit des indications sur la fagon d’ajuster les modeles pour
calculer la CLs. On peut toutefois déterminer n’importe quelle CI, en modifiant les fractions
utilisées dans chaque mode¢le. Par exemple, pour calculer une Cly a I’aide du modele logistique,
I’équation qui s’écrivait ‘t/(1+(logconc/x)"b)’ (pour le calcul d’une Clsy) deviendrait
‘t/(1(0.20/0.80)*(logconc/x)"b)’ (pour calculer une Clyy).

Une fois I’équation ajustée pour la CI,, d’intérét, suivre chaque étape décrite en 1.2.3. 11 faut
cependant inscrire la CI, estimée (p. ex. Clys) sur la cinquieme ligne intitulée ‘estimate/start=
(des explications pour chaque modele sont fournies a la figure I.1). Ces valeurs ont été établies
initialement a la suite d’'un examen du diagramme de dispersion ou du graphique linéaire. Une fois
la convergence atteinte, le modele fournit un ensemble de parametres a partir duquel la CI;, et ses
limites de confiance a 95 % correspondantes sont indiquées (parameétre 'x’).

Procéder a I’analyse comme il est expliqué dans les sous-sections 1.2.4 a 1.2.8 ci-dessus.
Analyse de la variance (ANOVA)

Choisir File, Open, puis Data pour ouvrir le fichier de données contenant toutes les observations
relatives a ’ensemble de données examiné.

Choisir Analysis, Analysis of Variance (ANOVA), puis Estimate Model....

Choisir la variable sous laquelle les données doivent étre groupées (p. ex. ‘logconc’), et saisir cette
variable dans la boite ‘Factor(s):” en cliquant sur Add.

Choisir la variable d’intérét (p. ex. ‘juveniles’), puis cliquer sur Add pour saisir la variable dans
la boite ‘Dependent(s):’.

Choisir la boite située a c6té de ‘Save’ (en bas a gauche de la fenétre intitulée ‘Analysis of
Variance: Estimate Model’) et déplacer la fleche vers le bas pour cliquer sur Residuals/Data.
Taper un nom de fichier approprié dans la boite de texte vide adjacente pour sauvegarder les
résidus (p. ex. anoval). Cliquer sur OK. Un graphique des données et les résultats apparaitront sous
I’onglet ‘Output Pane’. A ce moment-13, toute valeur aberrante, selon les résidus studentisés, sera
¢galement détectée (on trouvera des conseils sur I’évaluation des valeurs aberrantes en 1.2.6).

Evaluer les hypothéses de normalité et d’homogénéité des résidus selon les explications données

en [.2.4 en utilisant le fichier de données créé pour sauvegarder les résidus et les données avant
I’analyse de la variance (c.-a-d. anoval). Apres 1’évaluation de la normalité et de I’homogénéité des
résidus a I’aide des tests de Shapiro-Wilk et de Levene, respectivement, on peut utiliser les codes
suivants pour examiner les graphiques des résidus :

graph

use anoval

plot residual*logconc
plot residual*estimate



	Title Page
	Résumé
	Abstract
	Avant-propos
	Table des matières
	Liste des tableaux
	Tableau 1. Liste de contrôle des conditions et modes opératoires recommandés pour l’élevaged’Orthonychiurus folsomi, de Folsomia candida et de Folsomia fimetaria destinés à servird’organismes d’essai dans des essais de toxicité de sols
	Tableau 2. Liste de contrôle des conditions et modes opératoires recommandés pour les essais visantà mesurer les effets de l’exposition à un sol contaminé sur la survie et la reproductiond’Orthonychiurius folsomi, de Folsomia candida et de Folsomia fimetaria

	Liste des figures
	Figure 1. Aspects à considérer dans la préparation et l’exécution d’essais de toxicitéde sols avec des collemboles et divers types de matières ou de substances d’essai
	Figure 2. Femelle adulte Folsomia candida
	Figure 3. Estimation d’une concentration létale médiane à partir d’un graphique du tauxde mortalité sur un papier à échelles log-probabilités
	Figure 4. Logigramme du processus d’analyse statistique et de choix du modèle le plusapproprié pour des données toxicologiques quantitatives

	Sigles, acronymes, abréviations, symboles et formules chimiques
	Terminologie
	Remerciements
	Section 1
	Introduction
	1.1 Contexte
	1.2 Identification, répartition et cyclebiologique des collembolesO. folsomi, F. candida et F. fimetaria
	1.2.1 Orthonychiurus folsomi
	1.2.2 Folsomia candida
	1.2.3 Folsomia fimetaria

	1.3 Historique de l’utilisation descollemboles dans les essais de toxicité


	Section 2
	Organismes d’essai
	2.1 Espèces et stade de développement
	2.2 Source
	2.3 Élevage d’O. folsomi, de F. candidaet de F. fimetaria
	2.3.1 Généralités
	2.3.2 Installations et appareils
	2.3.3 Éclairage
	2.3.4 Température
	2.3.5 Substrat d’élevage
	2.3.6 Alimentation
	2.3.7 Manipulation des organismes et entretiendes élevages
	2.3.8 Élevages synchronisés en fonction de l’âgepour les essais de toxicité
	2.3.9 Indices de santé et de performance



	Section 3
	Système d’essai
	3.1 Installations et appareils
	3.2 Essais initiaux et essais définitifs
	3.2.1 Essais initiaux
	3.2.2 Essais définitifs

	3.3 Sol témoin négatif
	3.3.1 Sol naturel
	3.3.2 Sol artificiel

	3.4 Sol témoin positif
	3.5 Sol de référence
	3.6 Sol d’essai


	Section 4
	Modes opératoires d’essai universels
	4.1 Préparation des sols d’essai
	4.2 Démarrage de l’essai
	4.3 Conditions expérimentales
	4.4 Critères de validité des essais
	4.5 Alimentation
	4.6 Observations et mesures en coursd’essai
	4.7 Fin de l’essai
	4.8 Paramètres de l’essai et calculs
	4.8.1 CL50
	4.8.2 CIp
	4.8.2.1 Utilisation des analyses de régression.
	4.8.2.2 Interpolation linéaire à l’aide duprogramme ICPIN.


	4.9 Essais avec un toxique de référence


	Section 5
	Modes opératoires particuliers pour la mesure de la toxicité d’un solou d’un matériau particulaire semblable prélevé sur le terrain
	5.1 Prélèvements
	5.2 Étiquetage, transport, entreposageet analyse des échantillons
	5.3 Préparation des échantillons en vuedes essais
	5.4 Observations et mesures
	5.5 Paramètres de l’essai et calculs
	5.5.1 Variantes du plan d’étude et des analyses
	5.5.2 Analyse de puissance



	Section 6
	Modes opératoires particuliers pour la mesure de la toxicitéd’un sol enrichi d’une substance chimique
	6.1 Propriétés, étiquetage et entreposagedes échantillons
	6.2 Préparation des mélanges destinésaux essais
	6.3 Observations et mesures
	6.4 Paramètres de l’essai et calculs


	Section 7
	Rapports à produire
	7.1 Exigences minimales pour le rapportd’essai
	7.1.1 Substance ou matière d’essai
	7.1.2 Organismes d’essai
	7.1.3 Installations
	7.1.4 Méthode d’essai
	7.1.5 Conditions expérimentales et modesopératoires
	7.1.6 Résultats de l’essai

	7.2 Exigences supplémentaires
	7.2.1 Substance ou matière d’essai
	7.2.2 Organismes d’essai
	7.2.3 Installations d’essai et appareillage
	7.2.4 Sol témoin négatif ou sol de référence
	7.2.5 Méthode d’essai
	7.2.6 Conditions expérimentales et modesopératoires
	7.2.7 Résultats de l’essai



	Références
	Annexe A
	Méthodes d’essai biologique et documents d’orientationpubliés par la Section de l’élaboration et de l’application des méthodesd’Environnement Canada
	A. Méthodes d’essai biologique universelles
	B. Méthodes de référence
	C. Documents d’orientation


	Annexe B
	Administration centrale et bureaux régionaux d’Environnement Canada

	Annexe C
	Membres du Groupe intergouvernemental d’écotoxicologie

	Annexe D
	Membres du Comité consultatif scientifique

	Annexe E
	Variantes des modes opératoires pour l’élevage de collemboles, tellesque décrites dans les méthodes d’essai et les guides internationaux pourla mesure de la toxicité de sols à l’aide de diverses espèces de collemboles
	1. Source du stock de géniteurs pour l’élevage
	2. Récipients d’élevage et capacité
	3. Température et éclairage pendant l’élevage
	4. Substrat d’élevage
	5. Alimentation pendant l’élevage
	6. Entretien des élevages et rythme de développement
	7. Indices de santé et d’acceptabilité des élevages; âge des collemboles utilisés dans les essais detoxicité; transfert des organismes dans les récipients d’essai


	Annexe F
	Variantes des modes opératoires des essais effectués pour déterminer leseffets d’un sol contaminé sur la survie et la reproduction de collemboles,telles que décrites dans des méthodes de portée internationale
	1. Espèce d’essai, type d’essai et durée de l’essai
	2. Caractéristiques des organismes d’essai au moment du démarrage de l’essai
	3. Récipients d’essai et matériaux
	4. Description des sols d’essai et composition du sol artificiel
	5. Manipulation du sol artificiel avant l’essai
	6. Sol témoin négatif
	7. Entreposage et caractérisation du sol d’essai
	8. Essai préliminaire : nombre d’organismes par récipient, nombre de répétitions par traitement,nombre de concentrations par échantillon et facteur de dilution recommandé
	9. Essai définitif : nombre d’organismes par récipient, nombre de répétitions par traitement,nombre de concentrations par échantillon et facteur de dilution recommandé
	10. Alimentation et aération pendant l’essai
	11. Température et éclairage pendant l’essai
	12. Mesures et observations biologiques pendant l’essai
	13. Fin de l’essai, paramètres biologiques et paramètres statistiques
	14. Critères de validité de l’essai; recours à un essai toxicologique de référence


	Annexe G
	Sols témoins négatifs naturels et artificiels utilisés pour la mise au pointde la méthode et l’établissement des critères de validité de l’essai

	Annexe H
	Séries logarithmiques de concentrations convenant aux essaistoxicologiques

	Annexe I
	Instructions pour la détermination des CIp à l’aide des analysesde régression linéaire et non linéaire
	I.1 Introduction
	I.2 Analyses de régression linéaire et non linéaire
	I.2.1 Création de tableaux de données
	I.2.2 Création d’un diagramme de dispersion ou d’un graphique linéaire
	I.2.3 Estimation des paramètres du modèle
	I.2.4 Examen des résidus et des hypothèses de l’essai
	I.2.4.1 Hypothèse de normalité.
	I.2.4.2 Homogénéité des résidus.
	I.2.4.3 Évaluation des hypothèses de normalité et d’homogénéité des résidus.

	I.2.5 Pondération des données
	I.2.6 Présence de valeurs aberrantes et d’observations inhabituelles
	I.2.7 Choix du modèle le plus approprié
	I.2.8 Création de la courbe concentration-réponse

	I.3 Détermination de CIp additionnelles




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


