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Résumé

Le présent rapport décrit les méthodes recommandées par
Environnement Canada pour I’exécution d’essais visant a@ mesurer
des effets toxiques chez des embryons, des larves et des alevins de
salmonidés. Il renferme trois méthodes d’essai : un essai sur des
embryons, destiné aux programmes de surveillance fréquente ou
systématique; un essai sur des embryons et des larves, qui permet de
mesurer les effets de substances toxiques sur des sujets a plus d’un
stade de leur cycle biologique; et un essai sur des embryons, des
larves et des alevins, qui permet d’obtenir des résultats plus
concluants. Les trois essais commencent au début du développement
des embryons et mesurent le développement et la survie des poissons
aux premiers stades de leur cycle biologique. L’essai sur des
embryons se termine sept jours aprés la fécondation. L’essai sur des
embryons et des larves se termine avant qu’il soit nécessaire de
nourrir les poissons. Quant au troisiéme essai, il se termine 30 jours
apres qu’on a commencé a nourrir les alevins. Le choix de la
méthode d’essai qui convient le mieux dépend des objectifs de ’essai
et des caractéristiques physico-chimiques de la substance a
expérimenter. Comme les poissons sont généralement trés sensibles
aux premiers stades de leur cycle biologique, on devrait conszderer
ces essais comme puissants et significatifs.

Les essais portent sur une ou plusieurs des espéces suivantes : la
truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss), le saumon coho
(Oncorhynchus kisutch) ou le saumon de I’ Atlantique (Salmo salar).
L’espéce devrait étre choisie en fonction de I’emplacement
géographique de l'installation d’essai ou du secteur a ’étude, de la
disponibilité saisonniére des organismes destinés a l’essai, des
conditions écologiques en cause et de différences éventuelles entre
les espéces quant a leur sensibilité aux contaminants.

On donne dans le présent rapport des instructions pour le frai, la
manipulation des gameétes et la fécondation des oeufs (avant les
essais) ainsi que pour ’incubation des embryons et l’alimentation
des alevins (pendant les essais). On expose des conditions et
méthodes générales pour 1’évaluation des effets de diverses
substances sur des salmonidés aux premiers stades de leur cycle
biologique. On précise aussi d’autres conditions et méthodes propres
a I’évaluation d’échantillons de produits chimiques, d’effluents,
d’élutriats, de lixiviats ou de milieux récepteurs. Le lecteur trouvera
des instructions et des exigences concernant l’appareillage, les
installations d’essai, la manipulation et le stockage des échantillons,
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la préparation des solutions d’essai et la mise en route des essais, les
conditions prescrites pour les essais, les observations et mesures
appropriées, les résultats des essais, les méthodes de calcul et la
validation des essais.
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Abstract

Methods recommended by Environment Canada for performing
toxicity tests that measure effects on salmonid embryos, alevins, and
swim-up fry, are described in this report. Three test methods are
described: an embryo test for frequent or routine monitoring; an
embryo/alevin test for measuring the effects of toxicants on multiple
phases of development; and an embryo/alevin/fry test for more
definitive investigations. All three methods start with the onset of
embryo development, and measure the development and survival of
early life stages. The embryo test ends seven days after fertilization.
The embryo/alevin test is terminated during the alevin stage, with no
feeding of fish being necessary. The embryo/alevin/fry test ends after
30 days of feeding swim-up fry. Selection of the most appropriate or
suitable test method will depend on the objectives of the test and on
the physicochemical characteristics of the substance being tested.
Because such early life stages are usually a sensitive part of the life
cycle of a fish, the tests should be considered as powerful and
meaningful assays.

One or more of the following species must be used in the tests:
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), coho salmon (Oncorhynchus
kisutch), or Atlantic salmon (Salmo salar). The selection of species
should consider the geographical location of the testing facility
and/or study area, seasonal availability of the test organisms,
relevance to ecological conditions, and the potential for differences
in sensitivity to contaminants.

Procedures are given for spawning of broodstock, handling of
gametes, and fertilization of eggs (before starting the test), and for
incubation of embryos and feeding of swim-up fry (during the tests).
General conditions and procedures are outlined for testing a variety
of substances for their effects on the early life stages of salmonids.
Additional conditions and procedures which are specific for testing
sample(s) of chemical, effluent, elutriate, leachate, or receiving
water are stipulated. Instructions and requirements are included on
apparatus, facilities, handling and storing samples, preparing test
solutions and initiating tests, specific test conditions, appropriate
observations and measurements, statistical endpoints, methods of
calculation, and validation.



viii

Avant-propos

Le présent document fait partie d’une série de méthodes
recommandées pour mesurer et évaluer les effets bioaquatiques de
substances toxiques. Ces méthodes ont été évaluées par
Conservation et Protection et sont recommandées pour les
applications suivantes :

. utilisation dans les laboratoires de toxicité aquatique de
Conservation et Protection;

. essais confiés a des entrepreneurs par Environnement Canada ou
demandés a des organismes ou a des entreprises de I’extérieur;

. remplacement d’instructions plus précises, comme celles prévues
dans des réglements; et

. fondement pour I’établissement d’instructions trés explicites
devant figurer, en certaines circonstances, dans un programme de
réglementation ou une méthode de référence normalisée.

Les différents types d’essais compris dans cette série ont été choisis
parce qu’ils étaient acceptables aux fins des programmes de
protection et de gestion de I’environnement mis en oeuvre par
Environnement Canada. Ces documents visent a fournir des lignes
directrices et a faciliter l'utilisation de méthodes cohérentes,
pertinentes et exhaustives pour recueillir des données sur les effets
toxiques d’échantillons de produits chimiques, d’effluents,
d’élutriats, de lixiviats ou de milieux récepteurs.

Dans le présent document, la mention d’appellations commerciales
ne constitue nullement une recommandation de la part
d’Environnement Canada; d’autres produits de valeur semblable
peuvent étre utilisés.
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Glossaire

Remarque : Toutes les définitions ci-aprés s’ appliquent aux méthodes
énoncées dans le présent rapport; il se pourrait qu’elles ne
soient pas adaptées a d’autres contextes.

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

L’auxiliaire devrait (devraient) et le conditionnel d’obligation
(il faudrait, etc.) indiquent que la condition ou la méthode en
cause est recommandée et doit étre respectée dans la mesure
du possible.

L’auxiliaire peut (peuvent) indique qu’on est autorisé a faire une
chose ou en mesure de la faire.

Termes techniques généraux

Acclimatation - Adaptation physiologique & un niveau précis d’une
ou de plusieurs variables environnementales, par exemple la
température. Ce terme s’ applique généralement a des
conditions controlées en laboratoire.

Alevin vésiculé - Poisson éclos récemment, ne pouvant se nourrir seul
et doté d’un sac vitellin évident (a des fins nutritives); il est
également appelé «larve», en particulier dans le présent
document.

Alevin - Jeune poisson ayant dépassé le stade larvaire et ayant
commencé a se nourrir activement; il est également appelé
«alevin non vésiculé».

Alimentation exogéne - Absorption orale et consommation d’aliments
trouvés dans 1’eau par les alevins.

Conductivité - Expression numérique de la capacité d’une solution
aqueuse de transporter un courant électrique. Cette capacité
dépend de la concentration, de la valence et de la mobilité des
ions en solution, ainsi que de la température de la solution.
La conductivité s’exprime normalement en millisiemens
par metre (unité SI), ou en micromhos par centimeétre

(1 mS/m = 10 pmho/cm).



Conformité - Fait de respecter les exigences du gouvernement en
matiere de réglementation ou de délivrance de permis.

Croissance - Accroissement de taille ou gain de poids résultant de la
prolifération de nouveaux tissus. Dans le présent document, le
sens de ce terme est limité a I’accroissement du poids sec.

Différence significative minimale (DSM) - Différence des poids
moyens ou des mortalités moyennes qui devrait exister entre
deux groupes pour que I’on puisse conclure a une différence
significative. La DSM s’ obtient par le test de comparaisons
multiples de Dunnett, une méthode statistique normalisée.

Dispersant - Substance chimique qui réduit la tension superficielle
entre I’eau et une substance hydrophobe (p. ex., du pétrole), ce
qui facilite la dispersion de cette substance dans I’eau sous
forme d’émulsion.

Durcissement par I’eau - Processus se produisant dans un intervalle
de 2 h apres la fécondation; I’absorption d’eau dans I’espace
périvitellin occasionne alors le gonflement de 1’oeuf, avant que
la membrane devienne relativement imperméable.

Dureté - Concentration, dans I’eau, de cations réagissant avec une
solution savonneuse de sodium pour entrainer la précipitation
d’un résidu insoluble. En régle générale, la dureté correspond a
la concentration d’ions de calcium et de magnésium dans I’eau
et s’exprime en mg/L de carbonate de calcium ou I’équivalent.

Elevage - Ensemble d’animaux qu’on €leve dans des conditions
définies et controlées afin d’obtenir des organismes sains en
vue d’essais. Activité visant a obtenir ces ensembles.

Embryon - Jeune poisson non développé, avant son éclosion de
I'oeuf.

Emulsifiant - Substance chimique qui facilite le mélange fin (sous
forme de minuscules gouttelettes), dans I’eau, d’une substance
normalement hydrophobe.

Extraction - Manipulation de poissons adultes par des humains en
vue d’en extraire les oeufs ou le sperme.

Floculation - Formation d’un précipité 1éger en suspension (floc)
dans une solution.
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Frai - Période ou des poissons se reproduisent; expulsion d’oeufs et
de sperme par des poissons adultes; comportement des
poissons adultes préts a libérer leurs gametes.

Gameéte - Oeuf non fécondé ou sperme de poisson adulte.

Géniteurs - Poissons adultes chez lesquels les changements
physiologiques nécessaires a la production d’oeufs ou de
sperme sont en cours.

Imperméabilité - Degré auquel la membrane de I’oeuf empéche le
passage de molécules (p. ex., eau, ions, protéines, matiéres
grasses ou substances toxiques).

Incubation - Elevage d’embryons ou de larves dans des conditions
définies favorisant leur développement normal.

Laitance - Mélange de sperme et de liquide séminal extrait d’un
poisson maéle ayant atteint la maturité sexuelle.

Larve - Poisson récemment écios qui posseéde des caractéristiques
physiques différentes de celles observées chez le poisson
adulte. Chez les salmonidés, le terme «larve» est synonyme
d’«alevin vésiculé».

Lux - Unité SI d’éclairement, mesurant 1’intensité lumineuse par
meétre carré. 1 lux = 0,0929 pied-bougie; 1 pied-bougie =
10,76 lux.

Oeuf - Ovule sphérique encapsulé, fécondé ou non, provenant d’un
poisson femelle ayant atteint la maturité sexuelle.

Oeuf embryonné - Embryon encapsulé ayant atteint un stade de
développement ol ses taches oculaires sont clairement visibles
pendant des observations courantes.

pH - Logarithme négatif de |’activité des ions hydrogene, mesurée
par leur concentration en moles par litre. Cette valeur exprime
le degré ou I’intensité des réactions acides et alcalines selon
une échelle de 0 & 14, ou le nombre 7 représente la neutralité et
les nombres inférieurs correspondent, en ordre décroissant, a
des réactions acides de plus en plus fortes; les chiffres
supérieurs a 7 indiquent, en ordre croissant, des réactions
basiques ou alcalines de plus en plus fortes.

Photopériode - Durée d’éclairage et d’obscurité au cours d’un cycle
de 24 h.
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Pourcentage (%) - Concentration exprimée en parties par centaine.
Un pour cent représente une unité ou partie d’une substance
(p. ex., effluent, élutriat, lixiviat ou milieu récepteur) diluée
dans I’eau, jusqu’a concurrence de 100 parties. On peut
préparer des concentrations en volume ou en masse. On les
exprime en pourcentage de la substance a expérimenter dans la
solution finale.

Précipitation - Formation d’un solide (précipité) a partir d’une
solution.

Prétraitement - Traitement d’un échantillon ou d’une dilution de
celui-ci avant I’exposition des poissons.

Salinité - Quantité totale, en grammes, de solides dissous dans 1 kg
d’eau. Elle se détermine apres conversion de tous les
carbonates en oxydes, aprés remplacement de tous les
bromures et iodures par des chlorures et apres oxydation de
toutes les matieres organiques. La salinité peut aussi se
mesurer directement grace a un salinomeétre/conductimeétre ou
par d’autres moyens (APHA ez al., 1989). Elle s’exprime
habituellement en grammes par kilogramme (g/kg) ou en
parties par millier (%o).

Surveillance - Activités de vérification de la qualité ou de collecte et
de communication de données, effectuées de fagon réguliére
(p. ex., quotidienne, hebdomadaire, mensuelle ou
trimestrielle). Ce terme s’applique soit a la vérification et a la
mesure périodiques de certaines variables biologiques ou
relatives a la qualité de 1’eau, soit au prélevement et a ’essai
d’échantillons d’effluents, d’élutriats, de lixiviats ou de
milieux récepteurs pour la mesure de leur toxicité.

Turbidité - Degré de réduction de la clarté de I’eau par la présence de
matiéres en suspension ou autres qui entrainent la diffusion et
I’absorption de la lumiére, plutdt que sa transmission en ligne
droite dans I’échantillon. La turbidité s’exprime généralement
en unités de turbidité néphélométrique.

Termes désignant les substances servant aux essais
Controle - Cf. «témoin».

Eau d’amont - Eau de surface (p. ex., d’un ruisseau, d’une cours
d’eau ou d’un lac) qui n’est pas soumise a I’influence d’un
effluent (ou d’une autre substance a expérimenter), du fait
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qu’elle se trouve contre le courant ou assez loin
perpendiculairement a celui-ci.

Eau de contréle/de dilution - Eau utilisée pour le contrdle (ou
témoin), pour diluer la substance a expérimenter ou pour I’une
et I’autre de ces fins.

Eau de dilution - Eau utilisée pour diluer la substance a expérimenter
afin d’en préparer différentes concentrations en vue des divers
traitements prévus dans le cadre des essais de toxicité.

Eau déchlorée - Eau chlorée (généralement, eau potable municipale)
qu’on a traitée afin d’en éliminer le chlore et ses composés.

Eau désionisée - Eau qu’on a purifiée pour en extraire les ions en la
faisant circuler dans des colonnes de résine ou dans un systeme
d’osmose inverse.

Eau distillée - Eau qu’on a traitée au moyen d’un appareil de
distillation (au verre borosilicaté ou autre) pour en €liminer les
impuretés.

Eau reconstituée - Eau désionisée ou distillée au verre a laquelle des
produits chimiques de qualité «réactif» ont été ajoutés. L’eau
douce synthétique qui en résulte est exempte de contaminants
et posséde le pH et la dureté souhaités.

Eaux usées - Terme général englobant les effluents, les lixiviats et les
€lutriats.

Effluent - Tout déchet liquide (p. ex., industriel ou urbain) rejeté dans
I’environnement aquatique.

Elutriat - Solution aqueuse obtenue aprés avoir ajouté de ’eau a un
déchet solide (p. ex., sédiments, stériles ou boues de forage ou
de dragage), avoir agité le mélange, puis I’avoir centrifugé ou
filtré ou avoir décanté le surnageant.

Lixiviat - Eau ou eau usée ayant traversé une colonne de sol ou de
déchets solides dans I’environnement.

Milieu récepteur - Eau de surface (p. ex., d’un ruisseau, d’un cours
d’eau ou d’un lac) qui a regu un rejet de déchet ou qui est sur
le point d’en recevoir un (p. ex., immédiatement en amont du
point de rejet). D’autres termes doivent étre employés afin de
préciser lequel de ces deux sens s’applique dans le contexte.



Produit chimique - Tout élément, composé, formule ou mélange de
substances chimiques qui pourrait se retrouver dans
I’environnement aquatique par déversement, application ou
rejet. Les insecticides, les herbicides, les fongicides, les
larvicides employés contre la lamproie marine, les additifs
utilisés dans des procédés industriels et les agents de traitement
des déversements de pétrole sont des exemples de produits
chimiques qui se retrouvent dans I’environnement.

Solution mére - Solution aqueuse concentrée de la substance a
expérimenter. Des volumes mesurés de la solution mére sont
ajoutés a I’eau de dilution afin de préparer les solutions d’essai
aux concentrations requises.

Substance - Type particulier de maticre ayant des propriétés
relativement uniformes.

Témoin (ou contrdle) - Traitement reproduisant I’ensemble des
conditions et facteurs qui pourraient influencer les résultats
d’une enquéte ou d’une étude, a ’exception de la condition
particuliére faisant I’objet de cette étude. Dans un essai de
toxicité aquatique, le témoin doit reproduire toutes les
conditions du ou des traitements d’exposition, sans porter sur
la substance a expérimenter. Le témoin est utilisé pour établir
I’absence de toxicité mesurable en raison des conditions de
base de I’essai (p. ex., qualité de I’eau de dilution, santé des
organismes soumis a I’essai ou effets dus a leur manipulation).

Termes de toxicologie

Aigu - Qui a lieu dans un bref intervalle par rapport a la durée de la
vie de I’organisme, généralement quatre jours ou moins dans le
cas des poissons. Un effet toxique aigu serait provoqué et
observable au cours de ce bref intervalle.

Chronique - Qui a lieu dans un intervalle relativement long
correspondant généralement a une partie importante de la
durée de la vie de I’organisme, par exemple 10 % ou plus. Un
effet toxique chronique pourrait ne devenir observable
qu’apres une bonne partie de la durée de vie de I’organisme,
tout en étant consécutif a une exposition aigu€, subchronique
ou chronique a une substance toxique.

CIp, - Concentration inhibitrice produisant un pourcentage d’effet
donné. 11 s’agit d’une estimation ponctuelle de la concentration
a laquelle la substance & expérimenter provoque une réduction



donnée d’une fonction biologique de caractere quantitatif ou
relatif, comme la croissance de poissons. Par exemple, une
ClIzs peut étre la concentration qui causerait une réduction de
25 % de la croissance de poissons par rapport a la croissance
d’organismes témoins. Cette expression devrait étre appliquée
a tout essai toxicologique qui sert a évaluer la variation d’une
mesure relative, comme le taux de reproduction, la vitesse de
croissance ou la fréquence respiratoire. (L’expression CEsg, ou
concentration efficace 50, ne s’emploie que pour des mesures
absolues, comme le nombre de sujets chez lesquels on observe
un effet particulier.)

CLso - Concentration létale 50 (ou médiane). Il s’agit de la
concentration d’une substance dans I’eau qu’on estime 1étale
pour 50 % des organismes soumis a I’essai. La CLsg et ses
limites de confiance a 95 % sont généralement obtenues par
analyse statistique de la mortalité a plusieurs concentrations
d’essai, apres une durée d’exposition donnée. Cette durée doit
étre précisée (p. ex., CLso - 96 h).

CMEQ - Concentration minimale avec effet observé. Il s’agit de la
plus faible concentration d’une substance a expérimenter qui,
lorsque des organismes y sont exposés, provoque chez eux des
effets nocifs qui sont détectés par I’observateur et sont
statistiquement significatifs. Par exemple, la CMEO pourrait
étre la plus faible concentration a laquelle la croissance de
poissons differe significativement de celle d’organismes
témoins. La CMEO s’applique généralement a des effets
sublétaux mais peut aussi s’appliquer a la mortalité, qui
pourrait parfois étre I’effet le plus sensible observé.

CSE - Concentration seuil d’effet. Il s’agit de la moyenne
géométrique de la CSEO et de la CMEO. «Seuil de toxicité
chronique» ou «seuil de toxicité subchronique» sont d’autres
termes qu’on pourrait utiliser, selon la durée de I’exposition.
La CSE correspond a la CTMA (concentration toxique
maximale acceptable), terme utilisé dans d’autres pays.

- Concentration sans effet observé_ Il s’agit de la plus forte
concentration d’une substance qui, lorsque des organismes y
sont exposés, ne provoque chez eux aucun effet nocif observé
et statistiquement significatif. Par exemple, la CSEO pourrait
étre la plus forte concentration d’essai a laquelle la croissance
de poissons ne differe pas significativement de celle
d’organismes témoins. La CSEO s’applique habituellement a



des effets sublétaux et, sauf indication contraire, au plus
sensible d’entre eux.

Essai a renouvellement continu - Essai de toxicité pendant lequel les
solutions des réservoirs d’essai sont renouvelées en continu par
I’apport constant d’une solution fraiche ou par un apport
intermittent fréquent.

Essai a renouvellement périodique - Essai de toxicité pendant lequel
les solutions d’essai sont renouvelées périodiquement,
généralement a intervalles de 24 h.

Essai de toxicité - Détermination de 1’effet d’une substance sur un
groupe d’organismes choisis, dans des conditions définies. Un
essai de toxicité aquatique permet généralement de mesurer
soit le nombre d’organismes affectés par I’exposition a des
concentrations particulieres de produits chimiques, d’effluents,
d’élutriats, de lixiviats ou de milieux récepteurs (mesure
absolue), soit I’intensité des effets observés (mesure relative).

Essai statique - Essal de toxicité pendant lequel les solutions d’essai
ne sont pas renouvelées.

Evaluation d’identification de la toxicité - Prétraitement
systématique d’un échantillon (p. ex., ajustement du pH,
filtrage ou aération) suivi d’un essai de toxicité. Cette
évaluation permet de définir les agents qui sont les principaux
responsables de la toxicité 1étale ou sublétale dans un mélange
complexe.

Létal - Qui entraine la mort par action directe. Dans le cas de
poissons, on entend par «mort» la cessation de tous les signes
visibles de mouvement ou d’activité.

Répétition - Chaque réalisation d’une expérience ou d’une partie
d’expérience effectuée plus d’une fois dans les mémes
conditions. Pour un essai de toxicité portant sur cinq
concentrations d’essai et un témoin et exigeant trois
répétitions, il faudrait 18 aquariums ou récipients d’essai, soit
trois pour chaque concentration et pour le témoin. Chaque
répétition constitue une unité d’essai indépendante; par
conséquent, tout transfert d’organismes ou de solutions d’un
aquarium a un autre invaliderait I’essai.

Résultat - Variable (p. ex., le délai ou la réaction des organismes
soumis a I’essai) indiquant la fin d’un essai; mesure ou valeur
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dérivée caractérisant I’effet de la substance a expérimenter
(p. ex., CMEO ou CIy).

Seuil de toxicité chronique - Moyenne géométrique de la CSEO et de
la CMEO obtenues lors d’un essai comportant une exposition
chronique. Etant donné la longévité des salmonidés, les essais
effectués au cours des premiers stades de leur cycle biologique
ne permettent généralement pas de mesurer la toxicité
chronique, bien que le but visé par ces essais soit de se
rapprocher le plus possible d’une telle mesure. Dans le cas des
salmonidés, il pourrait étre plus approprié d’employer le terme
«seuil de toxicité subchronique»; cependant, le terme
recommandé est «<CSE» (concentration seuil d’effet).

Sublétal - Nocif pour les poissons, mais en dega du niveau qui
entraine directement la mort pendant la durée de ’essai.

Toxicité - Capacité propre d’une substance de provoquer des effets
nocifs chez des poissons ou d’autres organismes. Les effets
pourraient €tre létaux ou sublétaux.

Toxicité chronique - Effets a long terme liés a des modifications
d’éléments tels que le métabolisme, la croissance, la
reproduction ou I’aptitude 2 la survie.
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Section 1

Introduction

1.1 Contexte

Au Canada et ailleurs, on se sert d’essais de
toxicité aquatique afin de mesurer, de
prévoir et de prévenir le rejet de substances
potentiellement nocives pour les formes de
vie aquatique. Or, on ne peut s’attendre a ce
qu’un seul organisme ou une seule méthode
d’essai répondent aux besoins d’une
démarche globale en mati¢re de conservation
et de protection de I’environnement. C’est
pourquoi le Groupe intergouvernemental sur
la toxicité aquatique (GITA; consulter la liste
des membres a ’annexe A) a proposé
I’élaboration et la normalisation d’une série
d’essais de toxicité aquatique qui seraient
généralement acceptables et qui
permettraient de mesurer différents types
d’effets toxiques chez des organismes
représentatifs de divers niveaux trophiques
et groupes taxinomiques (Sergy, 1987). Un
essai mesurant la croissance et la mortalité
de salmonidés aux premiers stades de leur
développement constitue 1’'un des essais de
toxicité aquatique «de base» que I'on a
choisi de normaliser en vue de leur usage
dans les laboratoires régionaux
d’Environnement Canada (c¢f. annexe B) et
dans les laboratoires provinciaux et privés,
de fagon a respecter les exigences
d’Environnement Canada en matiére d’essais
(p. ex., Environnement Canada, 1991).

Le présent rapport décrit des méthodes et des
conditions universelles qui s’appliquent a
des essais portant sur des salmonidés aux
premiers stades de leur cycle biologique, a
savoir le saumon de I’ Atlantique (Salmo
salar), le saumon coho (Oncorhynchus
kisutch) ou la truite arc-en-ciel

(Oncorhynchus mykiss). On y trouvera
également des ensembles particuliers de
conditions et de méthodes qui sont prescrits
ou recommandés lorsqu’on applique cet
essai a ’évaluation de différents types de
substances (a savoir des échantillons de
produits chimiques, d’effluents, d’élutriats,
de lixiviats ou de milieux récepteurs). La
figure 1 donne un apergu général des
éléments traités dans le présent rapport.
Certains détails relatifs a la méthodologie
sont énoncés dans les notes en bas de page.

Les méthodes d’essai biologique présentées
dans le présent rapport sont fondées en
grande partie sur d’autres méthodes portant
sur des organismes aux premiers stades de
leur développement (embryons, larves ou
alevins) qui ont ét€ élaborées en Amérique
du Nord et en Europe (EPA, 1985a; Birge

et al., 1985; Rexrode et Armitage, 1987;
van Aggelen, 1988; Birge et Black, 1990;
ASTM, 1991a; Hodson et al., 1991; Paine
et al., 1991; Neville, 1992; OCDE, 1992a et
1992b). Elles ont été mises au point apres
une étude des écarts observés entre les
modes opératoires prévus dans les
documents de méthodologie existants

(cf. annexe C) ainsi que dans d’autres
rapports et publications connexes. Trois
méthodes d’essai distinctes sont décrites : un
essai sur des embryons (E), destiné aux
programmes de surveillance fréquente ou
systématique; un essai sur des embryons et
des larves (EL), qui permet de mesurer les
effets de substances toxiques sur des sujets a
plus d’un stade de leur cycle biologique; et
un essai sur des embryons, des larves et des
alevins (ELA), qui permet d’obtenir des
résultats plus concluants. Ces trois essais



METHODES UNIVERSELLES

Obtention et manipulation des gameétes
Elevage des embryons et des larves
Préparation des solutions d’essai

Conditions de I’essai (température, OD, etc.)
Mise en route de I’essai

Mesures de la qualité de I’eau

Produits toxiques de référence pour I’essai E
Observations pendant I’essai

Résultats

Calculs

Validité des résultats

Considérations d’ordre juridique

ELEMENTS TRAITES DANS DES SECTIONS PARTICULIERES

Produits chimiques

Effluents, lixiviats et
élutriats

Milieux récepteurs

» Choix de I’eau de contrdle/de
dilution

- Préparation des solutions

« Observations pendant I’essai
« Mesures pendant I’essai

» Résultats

+ Propriétés chimiques

. Etiquetage et stockage

« Mesures chimiques

« Choix de I’eau de contrle/
de dilution

» Préparation des solutions

« Observations pendant I’essai
« Mesures pendant I’essai

- Résultats

. Contenants et étiquetage

« Transport et stockage des
échantillons

« Choix de I’eau de controle/
de dilution

- Préparation des solutions

. Observations pendant I’essai
« Mesures pendant I’ essai

. Résultats

» Contenants et étiquetage

« Transport et stockage des
échantillons

Figure 1

d’essai adaptées a différents types de substances

Schéma de la démarche adoptée pour définir les conditions et les méthodes




commencent des le début du développement
embryonnaire et visent & mesurer le
développement et la survie de sujets au cours
des premiers stades de leur cycle biologique.
L’essai E s’étend sur les sept jours suivant la
fécondation. L’essai EL se termine vers la fin
du stade larvaire, avant qu’il soit nécessaire
de nourrir les poissons. L'essai ELA prend
fin quand les alevins se nourrissent depuis
30 jours. Chacune de ces méthodes se préte a
I’évaluation d’échantillons de produits
chimiques, d’effluents, d’élutriats, de
lixiviats ou de milieux récepteurs. Le choix
de la méthode la plus appropriée dépend des
objectifs de I’essai et de la nature de la
substance a expérimenter (cf. division 4.3.1
et sous-sections 5.1, 6.1 et 7.1).

En formulant ces méthodes, on s’est efforcé
de mettre en balance des considérations
scientifiques, pratiques et financiéres, en
plus de veiller a ce que les résultats soient
assez exacts et précis pour la majorité de
leurs applications. Les auteurs ont postulé
que le lecteur posséde déja une certaine
connaissance des essais de toxicité
aquatique. Le présent document ne renferme
pas d’instructions explicites comme celles
qui pourraient étre requises dans un
protocole d’essai réglementaire, mais il est
destin€ 3 servir de document d’ orientation
pour cette application et d’autres utilisations.

1.2 Utlisation antérieure des essais

Les études portant sur les effets chroniques
de diverses substances sur les poissons

consistent en essais couvrant I’ensemble du
cycle biologique (de I’oeuf a I’oeuf) ou une
partie de ce cycle (de I’oeuf au stade
juvénile), selon la nature des travaux et les
espeéces de poissons employées. Dans le cas
des salmonidés, il serait fort peu pratique de
tenter d’étudier le cycle biologique complet,
parce que ces poissons n’atteignent la
maturité sexuelle qu’apres deux a cinq ans.
Toutefois, au cours des 30 derniéres années,
les résultats d’essais couvrant ’ensemble ou
une partie du cycle biologique et portant sur
plusieurs especes de poissons et sur divers
produits chimiques indiquent que des
organismes aux premiers stades de leur
développement (embryonnaire, larvaire ou
juvénile) peuvent étre aussi sensibles aux
contaminants aquatiques, voire davantage,
que des organismes adultes (Woltering,
1984; Hodson et Blunt, 1986). Un certain
nombre de méthodes fondées sur cette
expérience ont donc été€ élaborées pour
mesurer les effets toxiques de diverses
substances sur des salmonidés aux premiers
stades de leur développement (van Aggelen,
1988; Birge et al., 1985; Birge et Black,
1990; Hodson et al., 1991; Paine et al.,
1991; Neville, 1992). Ces méthodes reposent
sur le postulat que les concentrations
minimales avec effet observé (CMEOQ) et les
concentrations sans effet observé (CSEO)
déterminées au cours des premiers stades du
cycle biologique correspondent
approximativement aux concentrations
n’exergant pas de toxicité chronique chez les
espéces soumises a I’essai’.

1 Les résultats d’essais de toxicité menés au cours des premiers stades du développement correspondent
généralement assez bien aux résultats d’essais comparables couvrant tout le cycle biologique d’une méme
espéce, mais ils sous-estiment parfois la toxicité chronique (ASTM, 1991a). Suter ez al. (1987) ont signalé que
la réduction de la fécondité des adultes (c.-a-d. du nombre d’oeufs viables produits par chaque femelle qui
survivent au frai) est habituellement Ieffet le plus sensible observé dans les essais couvrant tout le cycle
biologique, et que le ralentissement de la croissance et la réduction de la survie des larves sont des effets moins
sensibles, mais a peu pres aussi sensibles que la mortalité chez les adultes. Birge ef al. (1985) ont montré que,
pour les substances qu’ils étudiaient, des essais de courte durée portant sur des embryons et des larves de truite
arc-en-ciel se sont révélés plus sensibles que des essais semblables menés sur des tétes-de-boule ou des crapets

a oreilles bleues.



Au cours d’essais sur des salmonidés aux
premiers stades de leur développement,
menés a des fins de réglementation et de
recherche, on commence I’exposition a des
produits toxiques dés le début du
développement embryonnaire et on la
termine a la fin du stade larvaire, lorsque la
résorption du sac vitellin est presque
complete, ou pendant I’alevinage, quelques
semaines apres que les poissons ont
commencé & s’alimenter activement
(Rexrode et Armitage, 1987; ASTM, 1991a;
Hodson et al., 1991; OCDE, 1992a et
1992b). La sensibilité a divers produits
toxiques peut varier selon le stade de
développement atteint (Mayer et al., 1986;
Kristensen, 1990); c’est pourquoi il est
préférable de surveiller les effets d’une
exposition continue pendant plusieurs des
premiers stades du cycle biologique et
pendant le passage d’un stade a un autre,
afin d’obtenir une bonne approximation de la
concentration sans effet toxique a long
terme. Selon I’espece étudiée et la
température de 1’eau, un essai mené sur des
salmonidés aux premiers stades de leur
développement peut durer de 50 a 80 jours,
si I’on y met fin avant que les alevins ne se
mettent a nager librement (soit environ

20 jours apres I’éclosion), ou de 90 a

120 jours, s’il se termine quand les alevins
se nourrissent activement depuis 30 jours.
Dans les deux cas, la durée et le coflit de
I’essai sont nettement inférieurs a ceux
d’essais couvrant tout le cycle biologique
de salmonidés.

Dans des cas ot il fallait effectuer des essais
de toxicité fréquemment et de fagcon
systématique, on a congu des essais de
courte durée (de 7 a 28 jours) portant sur des
embryons, des larves ou des alevins (Birge
et al., 1985; Birge et Black, 1990; Paine

et al., 1991; Neville, 1992; OCDE, 1992c).
Ces essais sont axés sur une ou plusieurs des
périodes de transition plus sensibles du cycle
biologique (p. ex., début du développement
embryonnaire, développement de la larve et
résorption du sac vitellin, et début de la
période ou I’alevin se nourrit activement et
croit), et ils ont ét€ normalisés pour ne porter
que sur la truite arc-en-ciel. Ces méthodes
relativement nouvelles sont prometteuses?,
mais, dans certains cas, il pourrait tre
difficile de définir ou de mesurer leurs
résultats avec confiance, ou il se pourrait que
I’obtention de résultats reproductibles
dépende de compétences particuliéres sur le
plan technique. Lorsqu’on emploie ces
essais, il est indiqué de réaliser des essais
préliminaires afin de déterminer la
reproductibilité des résultats et de les
comparer, sur le plan de la sensibilité, aux
résultats d’essais plus classiques sur des
salmonidés aux premiers stades de leur
développement (Rexrode et Armitage, 1987,
ASTM, 1991a; OCDE, 1992b).

Le but du présent rapport est de définir une
méthodologie canadienne «normalisée»
visant a évaluer la toxicité subchronique ou
sublétale chronique de diverses substances
chez une ou plusieurs espéces de salmonidés
en eau douce, au cours d’une exposition
pendant les premiers stades de leur cycle

2 Il aéé démontré que la sensibilité d’essais de courte durée menés sur des truites arc-en-ciel au début du stade
embryonnaire (Birge er al., 1985) ainsi qu’a la fin du stade larvaire et au début de I’alevinage (Neville, 1992)
est supérieure a celle d’essais semblables menés sur des tétes-de-boule. L’essai E exposé dans le présent
rapport est inspiré de I’essai mené sur des truites arc-en-ciel au début du stade embryonnaire (Birge et al.,

1985; Birge et Black, 1990; Birge, 1992). La version préliminaire d’une méthode d’essai de 28 jours portant sur
la croissance et 1a mortalité de truites arc-en-ciel ou d’autres poissons au début de I'alevinage a été rédigée et
fait présentement I’objet d’un examen (OCDE, 1992¢). Cette méthode promet beaucoup comme protocole
abrégé permettant de mesurer la toxicité d’efftuents, de produits chimiques, de milieux récepteurs et d’autres

substances.



biologique (E, EL ou ELA). Les méthodes
exposées dans les ouvrages canadiens,
américains ou d’autres pays varient en ce
qui concerne la durée de I’exposition, les
substances étudiées, les conditions et les
systemes d’essai, les observations
biologiques, les résultats, les méthodes
statistiques et les critéres de validité

(cf. annexe C). Le présent rapport offre des
lignes directrices pour I’évaluation de la
toxicité sublétale d’échantillons de produits
chimiques, d’effluents, de lixiviats,
d’élutriats ou de milieux récepteurs, et on y
justifie le choix de certaines fagons de
procéder.

Les méthodes d’essai doivent étre employées
avec des salmonidés acclimatés a I’eau
douce, cette derniére servant d’eau de
dilution et de contrdle; les eaux usées a
expérimenter doivent €tre essentiellement
constituées d’eau douce (c.-a-d. d’une
salinité maximale de 10 g/kg) ou constituées
d’eau salée mais destinées a étre rejetées en
eau douce. On peut utiliser ces méthodes
dans d’autres contextes, mais elles
conviennent particulicrement lorsqu’il s’agit
d’étudier I’incidence réelle ou potentielle de
substances sur des milieux d’eau douce.
D’autres essais, portant sur d’autres especes
acclimatées a I’eau de mer, peuvent servir a
déterminer I’incidence réelle ou potentielle
de substances dans des milieux estuariens ou
marins, ou encore a évaluer des eaux usées
d’une salinité supérieure a 10 g/kg qui
doivent étre rejetées dans de tels milieux.

*¥2

1.3 Especes de salmonidés étudiées
et recommandées

Au Canada et aux Etats-Unis, I’élevage et la
manipulation de nombreuses especes de

salmonidés sont des pratiques courantes,
bien connues des scientifiques travaillant
dans le domaine des péches, des spécialistes
des écloseries, des ichtyologistes et des
chercheurs. On a analysé le rendement et la
sensibilité de plusieurs especes de
salmonidés dans une vaste gamme d’essais
de toxicité menés en laboratoire. Les
salmonidés chez lesquels on a étudié la
toxicité de substances au cours des premiers
stades du développement sont
principalement la truite arc-en-ciel, I’omble
de fontaine, le saumon du Pacifique et le
saumon de I’ Atlantique (McKim et Benoit,
1971: Benoit, 1976; Benoit et al., 1976;
Davies et al., 1976; Burkhalter et Kaya,
1977; Brenner et Cooper, 1978; Servizi et
Martens, 1978; Daye et Garside, 1979;
McLeay et Gordon, 1980; Martens et al.,
1980; Helder, 1981; Hodson et Blunt, 1981;
Birge et al., 1985; NCASI, 1985; Peterson
et al., 1988; Hodson et al., 1991; Neville,
1992).

Des études antérieures (Daye et Garside,
1979; McLeay et Gordon, 1980; Peterson

et al., 1988; Hodson et al., 1991) ont montré
qu’il existe des méthodes pratiques pour
réaliser des essais avec le saumon de

I’ Atlantique (Salmo salar), le saumon coho
(Oncorhynchus kisutch) et la truite
arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) aux
premiers stades de leur développement.
L’utilisation d’une ou de plusieurs de ces
trois especes de salmonidés est
recommandée pour les méthodes décrites
dans le présent rapport. Ce choix de sujets
devrait convenir a la plupart des situations
en ce qui concerne le lieu de ’étude au
Canada, les objectifs poursuivis et la
disponibilité de gametes. On trouvera de
plus amples renseignements sur la biologie
et la distribution de ces especes a I’annexe D.



Section 2

Organismes soumis a P’essai

2.1 Especes et stades du cycle
biologique

11 faut utiliser une ou plusieurs des especes
suivantes pour les essais : saumon de

1’ Atlantique (Salmo salar), saumon coho
(Oncorhynchus kisutch) ou truite arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss). En choisissant une
espece, il faudrait prendre en considération
I’emplacement géographique des
installations d’essai ou de la région étudiée,
la disponibilité d’organismes selon la saison,
la pertinence des conditions écologiques et la
possibilité qu’il existe des différences entre
les organismes sur le plan de la sensibilité
aux contaminants.

Les essais sont congus pour permettre la
détermination des effets de contaminants sur
des organismes a partir du début de leur
développement embryonnaire jusqu’a un
stade particulier de leur cycle biologique, qui
varie selon I’essai choisi (c¢f. division 4.3.1).
Etant donné que I’exposition aux substances
toxiques débute immédiatement apres la
fécondation des oeufs, il faut que ces
derniers soient fécondés avec de la laitance
en laboratoire (c¢f. les méthodes
recommandées a I’annexe D). La durée du
développement embryonnaire et larvaire
varie selon I’espéce et la température de
I’eau (cf. annexe D). L aspect général des
salmonidés aux divers stades de leur
développement est illustré a la figure 2.

Entre ces différents stades, trois grandes
transitions sont importantes pour les essais.
Les oeufs récemment fécondés se
transforment en embryons et se développent
a 'intérieur d’une membrane qui devient

vite relativement imperméable a cause du
phénomene de durcissement par 1’eau se
produisant apres la fécondation. Chez
I’embryon, la division cellulaire est rapide,
et ce stade convient a I’essai le plus court.
L’éclosion, apres laquelle I’embryon devient
une larve, constitue la deuxiéme transition,
qui est comprise dans I’essai sur des
embryons et des larves. La troisieme
transition se produit quand la larve devient
un alevin, ¢’est-a-dire quand le poisson cesse
de dépendre de ses réserves vitellines et
commence a se nourrir activement. L’essai
sur des embryons, des larves et des alevins
comprend cette phase de transition et les
30 jours suivants, pendant lesquels les
poissons se nourrissent de fagcon autonome.
La division 4.3.6 contient de plus amples
détails sur les stades de développement et
leur synchronisation avec I’exécution des
essais de toxicité.

2.2 Sources

Les gamétes ou les géniteurs devraient
provenir d’une méme population et d’une
méme source. Il est probable que les
meilleures sources d’approvisionnement sont
les écloseries et les stations de recherche
gouvernementales ainsi que les entreprises
d’aquiculture privées dont les poissons sont
notoirement exempts de maladies. II est plus
simple de se procurer des gamétes, car la
manipulation, le transport et la détention des
géniteurs ainsi que l’extraction des gamétes
exigent des installations de détention et
I’emploi d’un personnel expérimenté. Sil’on
se procure des géniteurs, il est recommandé
d’effectuer un dépistage des maladies



1. Fécondation

%

3. Début de la division cellulaire

5. Larve (ou alevin vésiculé)

2. Durcissement par ['eau
de I’oeuf fécondé

4. Oeuf embryonné

6. Alevin (non vésiculé)

Figure 2  Aspect général des salmonidés aux premiers stades de leur développement

(d’apres Sedgewick, 1982)



bactériennes avant de procéder a I’extraction
des gametes (cf. annexe D).

L’obtention, I’expédition et le transfert de
gameétes ou de géniteurs devraient étre
approuvés, au besoin, par I’administration
gouvernementale ou régionale compétente. Il
se pourrait que les gouvernements
provinciaux exigent un permis pour
I’importation de poissons ou de leurs
gametes (que les especes soient ou non
indigeénes dans la région visée), ou que la
circulation de stocks de poissons soit régie
par un comité fédéral-provincial chargé de la
transplantation et de I’introduction
d’espeéces. On peut obtenir des conseils sur
les sources de poissons et sur la fagon de
communiquer avec le comité compétent ou
les autorités provinciales en s’adressant aux
bureaux régionaux de la Protection de

P’environnement (cf. annexe B). Dans les
régions ol aucune des trois especes
prescrites n’est indigéne, notamment dans le
nord de certaines provinces, au Yukon ou
dans les Territoires du Nord-Ouest (cf- la
distribution des espéces a I’annexe D), il faut
demander un permis au comité mentionné
ci-dessus, a I’organisme provincial
compétent ou au directeur général régional
du ministere des Péches et Océans, selon la
marche a suivre en vigueur a chaque endroit.

2.3 Caractéristiques biologiques
générales des espéces soumises
a lessai

Le cycle biologique et les caractéristiques
physiques des espéces soumises a 1’essai
sont résumés au tableau 1. On y trouvera des
renseignements sur les caractéristiques

Tableau 1 Cycle biologique et caractéristiques physiques des espéces soumises a P’essai?
Espéces
~ Caractéristiques Saumon de I’Atlantique  Saumon coho Truite arc-en-ciel
Taille des oeufs (mm) 55-6,8 58-17,5 3,0-5,0
Poids frais de la larve (mg) 90- 110 150 - 375 80-175
Poids frais de I’alevin (g) 0,15-0,2 0,3-0,7 0,1-0,2
Poids frais de I’adulte (kg) 3,0-6,0 2,7-5,4 1,5-4,0
Age 2 la maturité (années) 3-5 3-4 3-4
Fécondité relative 1 200 - 2 000 1 500 - 2 000 1000 - 1400

(nombre d’oeufs par
kilogramme de poisson)

Saison du frai® De septembre a

novembre

De septembre a
octobre

De mars a juin

a  Données compilées d’apres Peterson et al., 1977; Beacham et al., 1985; Gordon et al., 1987; March et Walsh,
1987; Peterson et Martin-Robichaud, 1989; Beacham et Murray, 1990, Farmer, 1992, et Peterson, 1992.

b A certains endroits, 1a saison du frai, et donc I'accessibilité aux gametes, peut s’étendre au-dela de la période
mentionnée du fait de modifications du cycle biologique (p. ex., photopériode, température de I'eau, moment ol
les ocufs sont libérés) dans les écloseries gouvernementales ou commerciales.



typiques de sujets de chaque espece, sur leur
taille ou sur leur poids, selon le stade de
développement atteint. On peut se servir du
tableau 1 a titre d’outil de consultation
rapide afin de vérifier que les poissons
témoins sont conformes aux limites

normales, d’évaluer le nombre de femelles
requis pour obtenir assez d’oeufs pour un
essai donné, ou de prévoir le moment ot I’on
pourra prélever les gamétes de chaque
espece.



Section 3
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Systeme d’essai

3.1 [Installations et matériaux

L’essai doit étre réalisé dans une installation
isolée des allées et venues générales du
laboratoire. Si I’on ne dispose pas d’une
piece isolée, la zone d’essai devrait tre
entourée d’un rideau opaque (p. ex., en
plastique noir) afin de réduire au minimum
le stress imposé aux embryons, aux larves et
aux alevins pendant I’essai. La poussiere et
les émanations devraient étre réduites au
minimum dans I’installation.

11 faut prévoir une installation d’essai ot ’on
peut faire varier la température de 1’eau de
contrdle/de dilution et de toutes les solutions
d’essai entre 8 et 15 °C, selon le stade de
développement atteint et I’espéce étudiée. La
température des solutions ne doit pas
s’écarter de plus de 1 °C de la température
prescrite pour I’essai (cf. division 4.3.3).
Pour maintenir cette température, on devra
peut-€étre utiliser un systeme sur canalisation
afin de chauffer ou de refroidir ’eau de
contrdle/de dilution, ou employer un vivier
de recherche a température et a photopériode
controlées ou divers types de dispositifs
comme des appareils portatifs de chauffage
ou de refroidissement de I’eau.

Le laboratoire doit étre doté des appareils
voulus pour mesurer les variables
fondamentales de la qualité de ’eau
(température, salinité, conductivité, teneur en
oxygene dissous et pH), et I’on doit €tre prét
a effectuer une analyse rapide et exacte

d’autres variables comme la dureté,
I’alcalinité et la teneur en ammoniac et en
chlore résiduel.

Les matériaux de construction et les
appareils pouvant entrer en contact avec les
solutions d’essai ou avec I’eau de
contrdle/de dilution ne devraient contenir
aucune substance susceptible d’étre lixivée
dans les solutions ou d’augmenter la
sorption de la substance a expérimenter. Il
conviendrait d’utiliser des matériaux comme
le verre borosilicaté (p. ex., PyrexMS), I'acier
inoxydable, la porcelaine ou les plastiques a
base d’hydrocarbures perfluorés (TeflonMC).
On peut également se servir d’autres
plastiques non toxiques, comme le
polypropyléne ou le polyéthyléne, mais, en
général, les objets faits de ces matériaux ne
devraient étre utilisés qu’une seule fois, car
ils pourraient absorber des substances
toxiques et les libérer dans I’eau au cours
d’un essai ultérieur.

3.2 Eclairage

L’essai devrait étre effectué dans I’obscurité
jusqu’a ce que I’éclosion des embryons
remonte 2 une semaine’. Pendant le reste de
’essai, il faudrait recourir a un éclairage
tamisé. L’éclairement a la surface de I’eau
devrait étre inférieur a 220 lux (ASTM,
1991a). Selon les exigences et I’objet de
I’essai, I’éclairage pourrait étre assuré par
des lampes fluorescentes suspendues a

3 On peut recourir a un éclairage incandescent minimal sur de courtes périodes pendant les observations et les

activités d’entretien.



spectre continu®. La photopériode devrait
normalement correspondre a une séquence
constante de 16 x 1 hdeclarté etde 8+ 1 h
d’obscurité. Il est recommandé de prévoir
une période de transition allant de 15 a

30 min entre les périodes d’obscurité et de
clarté’.

3.3 Appareillage

La tour d’incubation (figure 3A) servant a
I’exposition des embryons et des larves aux
solutions d’essai est constituée d’un becher
ou d’un contenant cylindrique légeérement
fuselé en plastique, d’une contenance d’au
moins 800 mL (McLeay et Gordon, 1980;
Martens et al., 1980; Hodson et al., 1991).
Le fond du becher est remplacé par un
treillis circulaire en plastique rigide (p. ex.,
16 mesh). Un orifice circulaire est pratiqué
au centre de ce fond grillagé et renforcé par
I’insertion d’un court segment de cylindre en
plastique; selon le type de tour employée, cet
orifice est traversé par un cylindre de verre
ou une colonne d’évacuation. Un deuxieme
anneau de plastique est installé sur le
pourtour du treillis; il renforce le fond

11

grillagé et aide a le fixer a I’intérieur et a la
base du becher.

La tour d’incubation est suspendue dans un
aquarium de verre d’une capacité suffisant a
I’obtention des densités de poissons
mentionnées a la division 4.3.2. Dans le cas
des essais a renouvellement périodique, le
volume de I’aquarium devrait permettre de
fournir au moins 2 L d’eau par gramme de
biomasse a la fin de ’essai. La contenance
minimale d’un aquarium servant a des essais
a renouvellement continu doit étre de 0,67 L
par gramme de poisson a la fin de I’essai
(Sprague, 1973).

La tour d’incubation est suspendue dans
I’aquarium au moyen soit d’un support de
PlexiglasMC (figure 3B), soit d’une colonne
d’évacuation (figure 3C). L’aquarium devrait
convenir a la réalisation d’essais a
renouvellement périodique ou continu, selon
les conditions et I’objet de ’essai®.

Lorsque I’aération de 1’eau se révéle
nécessaire ou souhaitable’, il est
recommandé d’utiliser I’appareillage

4 Tlest admis que les tubes fluorescents produisant une lumigre a spectre continu (p. ex., VitaliteMC, BeneluxMC)
sont ceux qui reproduisent le mieux les caractéristiques de la lumiére naturelle. Toutefois, I'emploi de tubes
fluorescents pourrait influencer les résultats d’études de composés sensibles a la lumi¢re ultraviolette. En pareil
cas, I’emploi d’un éclairage incandescent pourrait étre préférable.

5  Une période de transition est recommandée, étant donné que des changements brusques d’intensité lumineuse ont
pour effet d’effrayer et de stresser les poissons. 1l existe des rhéostats automatisés servant a diminuer et a
augmenter progressivement I’intensité de I’ éclairage fluorescent, mais ces dispositifs sont cofiteux. On peut
également utiliser une source secondaire d’éclairage incandescent, réglée par minuterie et rhéostat automatisé,

afin d’assurer cette période de transition.

6  Dans le cas de nombreux types de substances, un essai prévoyant le renouvellement des solutions toutes les 12 ou
24 h peut, lorsqu’il est bien exécuté, donner des résultats aussi sensibles et précis qu’un essai & renouvellement
continu (Sprague, 1973). Il pourrait également étre souhaitable ou nécessaire d’effectuer un essai a
renouvellement périodique lorsque les produits de dégradation de la substance a expérimenter risquent de poser
des difficultés. Par ailleurs, le recours a I’essai a renouvellement continu peut étre nécessaire du fait d’une forte
demande chimique ou biochimique en oxygene, de la volatilité ou de I’instabilité de certaines substances.

7 Il pourrait étre souhaitable, sinon nécessaire, de procéder a une aération modérée (cf. division 4.3.4) pendant les
essais & renouvellement périodique ou continu, afin de maintenir un taux suffisant d’oxygene dissous quand la
substance a expérimenter a une forte demande chimique ou biochimique en oxygeéne.
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B (avec aération)
Tube ou colonne
en verre

‘air en
Embryons ou larves Support de Plexiglas*® Conduite d'air

polyéthyléne

Anneau cylindrique

en plastique
Treillis en plastique Fond T
Anneau de soutien | H
en plastique /JJ“
y I
Niveau - - - - - - - - - E :
de l'eau

,'l Bulles d'air

~[ ‘gt o s

Becher
(avec le fond enlevé)

e Yo D0

Aigullle de seringue
on acier Inoxydable

Fond grillagé

3

d [@— Courant ascendant

C (sans aération)

Treillis servant a
prévenir la perte
d’embryons ou de larves

Niveau
deleau -----------

Becher
(avec le fond enlevé)

Embryons ou larves
sur le fond grillagé

Entrée de la solution

Colonne d’évacuation

A - Vue éclatée d'une tour d’incubation.

B - La tour d'incubation est suspendue dans I'aquarium au moyen d'un support en Plexiglas’®;
{'aération est assurée grace a un tube de verre fixé au centre de son fond grillagé.

C - La tour d'incubation est suspendue dans I'aquarium sur une colonne d'évacuation fixée au centre
de son fond grillagé.

Figure 3  Appareils servant aux essais (d’aprés McLeay et Gordon, 1980; Martens et al.,
1980; Hodson, 1992)



représenté a la figure 3B. De lair filtré et
exempt d’huile est insufflé a I’aide d’une
seringue munie d’une aiguille jetable en
acier inoxydable, fixée a la base d’une
conduite d’air en plastique et située dans un
cylindre de verre qui traverse la tour
d’incubation en son centre. Ce dispositif, qui
se préte aux essais a renouvellement
périodique ou continu, permet de faire passer
un courant continu d’eau aérée parmi les
embryons ou les larves.

Lorsque aucune aération n’est souhaitée?, il
est recommandé d’utiliser une tour
d’incubation fixée sur une colonne
d’évacuation (figure 3C). Les solutions
d’essai entrent dans la tour d’incubation par
le bas et circulent parmi les embryons et les
alevins, puis sont évacuées par la colonne
supportant la tour en son centre. Ce type de
montage ne convient qu’aux essais a
renouvellement continu sans aération.

Qu’il contienne une ou plusieurs tours
d’incubation, chaque aquarium constitue une
répétition. En conséquence, pour chaque
concentration de solution d’essai et pour la
solution témoin, il faut prévoir au moins
trois aquariums distincts, de fagcon a obtenir

des répliques exactes de I’essai permettant
de calculer la marge d’erreur
(cf. sous-section 4.1).

On peut également utiliser d’autres appareils
pour incuber les embryons et les larves, a
condition que les objectifs de I’essai soient
atteints et que ses critéres de validité soient
remplis (cf. sous-section 4.6). Toutefois, il
est recommandé d’utiliser les appareils
illustrés a la figure 3 afin d’assurer un plus
haut degré de normalisation des conditions
durant I’incubation®.

3.4 Eau de controle/de dilution

Selon la substance a expérimenter et I’objet
de I’essai (cf. sections 5 a 7), une des eaux
suivantes peut servir d’eau de contrble/de
dilution : eau souterraine ou de surface non
contaminée provenant d’un cours d’eau ou
d’un lac; eau reconstituée ayant une dureté et
un pH particuliers (p. ex., semblables a ceux
du milieu récepteur); échantillon de milieu
récepteur prélevé en amont ou a proximité de
la source de contamination, mais a 1’abri de
son influence; ou eau municipale

8  L’aération peut entrafner I’élimination de substances chimiques volatiies préscnies dans ia solution ou unc
augmentation de leur vitesse d’oxydation et de dégradation en d’autres substances.

Il pourrait étre avantageux d’adapter les tours d’incubation aux besoins particuliers d’une espéce. Par exemple,

on a effectué beaucoup de recherches sur des substrats convenant aux embryons et aux larves du saumon de

I’ Atlantique. En effet, les larves élevées sur des surfaces planes sont un peu stressées et n’utilisent pas leur
vitellus de fagon aussi efficace que celles qui sont élevées sur des surfaces offrant un appui latéral; leur réaction
innée de redressement accroit leur niveau d’activité. Il pourrait donc étre justifié de modifier le grillage en
plastique afin de leur offrir un appui latéral. Par contre, ce probleme ne s’est pas posé dans le cadre d’essais de
toxicité réalisés antérieurement sur des larves de truite arc-en-ciel et de saumon coho avec I’appareillage

illustré a la figure 3.



déchlorée!®. On devrait au préalable avoir
démontré que ’eau choisie favorise de fagon
constante et fiable la survie, la santé et la
croissance des organismes soumis a 1’essai.
Pour assurer sa qualité, il faudrait effectuer
aussi souvent que nécessaire (p. ex., tous les
mois ou plus souvent, si I’on soupgonne ou
observe des altérations) des contrbles et des
évaluations de variables telles que les
sutvantes : chlore résiduel total (si I’on
utilise de I’eau municipale), pH, dureté,
alcalinité, carbone organique total,
conductivité, solides en suspension, oxygene
dissous, gaz totaux dissous, demande
chimique en oxygéne, température, azote
ammoniacal, nitrites, métaux et pesticides
(tableau 2). Les conditions de prélévement,
de transport et de stockage des échantillons
de milieux récepteurs utilisés comme eau de
contrdle/de dilution devraient étre conformes
aux dispositions de la sous-section 6.1.

L’eau de surface utilisée pour 1’élevage des
poissons devrait étre filtrée. Un filtre a sable
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classique ou un filtre sur canalisation
commercial conviendraient. On peut filtrer
les petites quantités d’eau a I’aide d’un filet
a mailles serrées (60 um ou moins). La
stérilisation aux ultraviolets est
recommandée pour réduire le risque
d’introduction d’agents pathogenes dans le
laboratoire et les bassins de détention.

1 faut amener la température de ’eau de
contrdle/de dilution a la température

requise pour I’essai avant de I'utiliser

(cf. division 4.3.3). L'eau ne doit pas étre
sursaturée en gaz''. Avant son utilisation,
elle devrait avoir une teneur en oxygene
dissous se situant entre 90 et 100 % de la
valeur de saturation en air. Au besoin, on
devrait I’aérer vigoureusement (a I’aide d’un
jet d’air comprimé exempt d’hutile traversant
des pierres de barbotage) immédiatement
avant usage, et vérifier que son degré de
saturation en oxygene se situe bien entre

90 et 100 %.

10 L’emploi d’eau déchlorée pour I’élevage du poisson, en particulier pour I'incubation d’embryons ou I’ élevage de
larves, n’est pas recommandé. En effet, il est difficile d’éliminer les dernigres traces de chlore résiduel et de

11

substances organochlorées qui pourraient étre toxiques pour les larves. S’il faut utiliser de I’eau potable
municipale pour I’élevage de poissons et comme eau de contréle/de dilution, on doit lui faire subir une
déchloration efficace pour en extraire toute concentration nocive de chlore. On peut procéder a une aération
vigoureuse pour éliminer une partie du chlore gazeux volatil, puis filtrer I’eau a I’aide de charbon actif (charbon
d’os) et la soumettre a un rayonnement ultraviolet (Armstrong et Scott, 1974) pour enlever la plus grande partie
de la chloramine résiduelle et des autres composés organochlorés. Il pourrait aussi étre utile de laisser reposer
I’eau dans des bassins de détention aérés. 1l n’est pas recommandé d’ajouter du thiosulfate ou d’autres produits
chimiques a I’eau de dilution afin d’enlever le chlore résiduel, car ces produits pourraient modifier la toxicité de
I’échantillon. La teneur maximale en chlore résiduel total recommandée pour la protection des organismes
d’eau douce est de 0,002 mg/L. (CCMRE, 1987); toute teneur supérieure risque d’entrainer une interaction entre
la toxicité du chlore et celle de la substance & expérimenter (Brungs, 1973; NAS/NAE, 1974). Outre les
mesures de la teneur de I’eau en chlore, la surveillance de la production d’oeufs et de la survie des poissons
peut fournir la preuve de la bonne qualité de I’eau.

L’eau qui entre dans les aquariums ne doit pas étre sursaturée en gaz. Si I’on a de bonnes raisons de croire qu’il
y a sursaturation ou si I’on chauffe I’eau de contrdle/de dilution par un moyen actif ou passif afin de I’amener a
une température d’essai particuliére, on devrait vérifier fréquemment la pression de gaz totale des réserves
d'eau (Bouck, 1982). On doit appliquer des mesures correctives (p. ex., utiliser des colonnes d’aération ou aérer
vigoureusement I’eau dans un réservoir ouvert) si la teneur en gaz dissous dépasse 100 % de la valeur de
saturation. L’élimination compléte de la sursaturation n’est pas chose aisée et, si I’on soupgonne ou constate
’existence de ce probléme, il faudrait effectuer des vérifications fréquentes.
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Tableau 2 Recommandations quant a la qualité de ’eau de controle/de dilution?

Variable Limites d’exposition recommandées
pH Entre 6,5 et 8,5 (idéalement, de 7,5 a 8,0)
Dureté Entre 15 et 150.mg de CaCOs/L
Alcalinité Entre 20 et 200 mg de CaCOs/L
Aluminium <5 ug/L (pH <6,5)
<0,1 mg/L (pH >6,5)
Ammoniac (non ionisé) <5 pg/L (de préférence, valeur inférieure a la limite de détection)
Azote (gaz dissous) Entre <100 et 103 % (pression partielle maximale)
<103 % (pression totale)
Cadmium <0,3 pg/L (en eau douce)
Entre <0,5 et 0,75 pug/L (en eau dure)
Chlore <2 pg/L
Cuivre <2 ng/L (en eau douce)
<30 pug/L (en eau dure)
Cyanure d’hydrogene <10 ug/L
Dioxyde de carbone dissous Entre 0,03 et 15 mg/L
Fer ’ <0,3 mg/L.
Mercure <0,05 pg/L
Nitrites <60 pg/L (de préférence, valeur inférieure a la limite de détection)
Oxygene dissous Entre 90 et 100 % de saturation
Plomb <1 pug/L (en eau douce)
<2 pg/L (en eau dure)
Sélénium <10 ug/L
Solides en suspension <3 mg/L pendant I’incubation
<25 mg/L pendant le stade larvaire et |’alevinage
Sulfure d’hydrogene <2 ug/L (de préférence, valeur inférieure a la limite de détection)
Zinc <0,03 mg/L (en eau douce)
<0,3 mg/L (en eau dure)
a  Pour les salmonidés (d’apres Klontz et al., 1979; CCMRE, 1987; et Gordon et al., 1987). L’eau douce est définie

comme ayant une dureté totale d’au plus 60 mg/L sous forme de carbonate de calcium (CaCQO3). Le tableau
ci-dessus sert de guide général de la qualité de I’eau. Les conditions locales, en particulier les variations de
dureté, d’alcalinité et de teneur en mati¢res organiques dissoutes, peuvent hausser ou abaisser le seuil de toxicité
des métaux. Pour s’assurer que ce seuil ne se situe pas sous les limites indiquées dans le tableau, il est
reccommandé de consulter une étude de toxicité des métaux portant sur les conditions de qualité de I’eau dans la

région visée.

11 faudrait surveiller d’autres variables importantes de I’eau de contrdle/de dilution, comme sa teneur en carbone
organique total et en pesticides résiduels et sa demande chimique en oxygene, et évaluer les effets possibles de
ces variables sur les résultats d’essais de toxicité.
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Méthodes universelles

Les méthodes exposées dans la présente
section s’appliquent a I’ensemble des essais
d’eaux usées et de produits chimiques décrits
aux sections 5, 6 et 7. Tous les éléments du
systeme d’essai définis a la section 3 doivent
leur étre intégrés. La liste de contrdle dans
laquelle sont résumées les conditions et
méthodes d’essai recommandées (tableau 3)
comprend non seulement les méthodes
universelles définies pour chaque espece,
mais aussi celles qui conviennent a des types
de substances particuliers.

4.1 Préparation des solutions d’essai

11 faut nettoyer et rincer a fond chacun des
récipients, des appareils de mesure et
d’agitation et des objets servant a la
manipulation des poissons, conformément
aux modes opératoires normalisés. Le
ringage final devrait €tre effectué avec de
I’eau de contrdle/de dilution.

Pour les essais visant a établir la CI, ou la
CSEO/CMEQ, il faut préparer au moins
cing concentrations d’essai ainsi qu’un
témoin (eau de dilution a 100 %). On peut
recourir a une série géométrique de dilutions
(p. ex., 100, 32, 10, 3,2, 1; ou 100, 46, 22,
10, 4,6, 2,2, 1). On peut aussi choisir des
concentrations d’essai a partir d’autres séries
logarithmiques appropriées (cf. annexe E).
Lorsque I’intervalle des concentrations
probablement toxiques est relativement
connu, il est recommandé de suivre une série
géométrique dans laquelle chaque
concentration successive s’établit a 50 % de

la précédente (p. ex., 100, 50, 25, 12,5, 6,3).
En général, on n’améliore pas beaucoup la
précision de I’essai en utilisant des facteurs
de dilution inférieurs a 50 % (soit des
concentrations plus proches les unes des
autres). Le volume de solution nécessaire
varie selon I’essai choisi (E, EL ou ELA)
(cf. sous-sections 5.4, 6.1 et 7.1).

Des essais a concentration unique pourraient
servir a des fins de réglementation (p. ex.,
essais de type «réussite ou échec»). Pour ces
essais, on utiliserait normalement 1’effluent,
I’élutriat, le lixiviat ou le milieu récepteur
non dilué, ou une concentration arbitraire ou
prescrite de produit chimique. Pour le
témoin, on devrait suivre les régles
s’appliquant aux essais a concentrations
multiples. On ne décrira pas ici
explicitement les essais a concentration
unique : la marche a suivre est évidente et
toutes les reégles s’appliquent, a ceci prés que
I’essai porte sur une seule concentration et
un témoin.

11 doit y avoir au moins trois répétitions de
chaque concentration et du témoin, en vue de
’analyse statistique des résultats. Il s’ agit
d’une condition expresse de la réalisation du
test de Dunnett (Gulley ez al., 1989). Au
début de I’essai, le nombre de récipients doit
étre le méme pour chaque concentration et le
témoin. En cas de perte accidentelle d’un
récipient pendant I’essai, I’analyse de séries
de données inégales demeure possible, mais
les résultats sont moins probants (Gulley
etal., 1989).
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Tableau 3 Liste de contrdle des conditions et méthodes d’essai recommandées

Meéthodes universelles
Choix d’essais
Type d’essai
Poissons

Début de I’essai

Fin de I’essai

Eau de contrdle/
de dilution

Appareillage

Nombre d’organismes
et de répétitions

Température

Essai sur des embryons (essai E), pour des essais fréquents ou
systématiques; essai sur des embryons et des larves (essai EL), pour
mesurer des effets a plus d’un stade du développement; essai sur des
embryons, des larves et des alevins (essai ELA), pour obtenir des
résultats tout a fait concluants.

A renouvellement périodique ou continu. Les deux types conviennent
aux essais E et EL, selon la nature de la substance a expérimenter; il
faudrait recourir au renouvellement continu pour I’essai ELA.

Essais EL et ELA : saumon de 1’ Atlantique (Salmo salar), saumon coho
(Oncorhynchus kisutch) ou truite arc-en-ciel (O. mykiss);
essai E : truite arc-en-ciel seulement.

Dans les 30 min suivant la fécondation des oeufs.

Essai E : 7 jours apres la fécondation. Essai EL : chaque répétition de
I’essai se termine 20 jours aprés 1’éclosion d’au moins 90 % des oeufs.
Essai ELA : chaque répétition de I’essai prend fin 30 jours aprés que
les alevins ont commencé a s’alimenter activement (soit 30 jours apres
qu’au moins 50 % des alevins d’un récipient d’essai donné se sont mis
a nager librement).

Eau souterraine, de surface, reconstituée ou, si nécessaire, eau
municipale déchlorée; eau d’amont en vue d’évaluer les effets toxiques
a un endroit particulier.

Tour d’incubation constituée d’un becher en plastique de 800 mL ou
plus a fond grillagé, suspendue dans un aquarium de verre permettant
I’exécution d’un essai a renouvellement périodique ou continu.

Conditions de départ : essai E, au moins 40 embryons par répétition;
essais EL et ELA, au moins 100 embryons par répétition. Au moins
une tour d’incubation par aquarium; trois répétitions par concentration;
un témoin et au moins cing concentrations.

Essal E
Truite arc-en-ciel : embryons, 12 £ 1,0 °C.
Essais EL et ELA
Saumon de I’ Atlantique : embryons, 10 + 1,0 °C; larves, 12+ 1,0 °C;
alevins, 15+ 1,0 °C. Saumon coho : embryons, 8 = 1,0 °C; larves,
10 £ 1,0 °C; alevins, 12 £ 1,0 °C. Truite arc-en-ciel : embryons,
10 £ 1,0 °C; larves, 12 £ 1,0 °C; alevins, 15 £ 1,0 °C.
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Tableau 3 Liste de controle des conditions et méthodes d’essai recommandées (suite)

Oxygene et aération

pH

Eclairage

Alimentation

Observations

Mesures

Saturation en OD de I’eau de contréle/de dilution entre 90 et 100 %
avant I’emploi; pas de préaération sauf si la teneur en OD d’une
solution d’essai est inférieure a 60 % ou supérieure a 100 % de
saturation, auquel cas il faut aérer toutes les solutions pendant au

plus 120 min (débit maximal de 7,5 mL /min.L) avant le début de
I’essai, I’emploi ou le renouvellement de la solution. Pendant I’essai,

la teneur en OD doit demeurer entre 60 et 100 % de saturation; aérer
modérément les solutions (débit d’au plus 7,5 mL /min.L), les
renouveler plus fréquemment ou appliquer ces deux mesures, au besoin,
pour maintenir la teneur désirée en OD.

Aucune correction si le pH des solutions d’essai se situe entre 6,5 et 8,5;
il pourrait se révéler nécessaire ou pertinent de mener un deuxi¢me
essai (a pH corrigé) si le pH ne se situe pas dans cet intervalle.

Obscurité pendant une semaine jusqu’a I’aché¢vement de I’éclosion,
puis éclairage tamisé (au plus 220 lux a la surface de I’eau); clarté
pendant 16 £ 1 h, obscurité pendant 8 + 1 h, de préférence avec
transition progressive; éclairage assuré, de préférence, par des lampes
fluorescentes a spectre continu.

Essais E et EL : aucune alimentation. Essai ELA : donner aux alevins,
au moins quatre fois par jour, un aliment commercial de premier 4ge a
raison de 4 % de leur poids corporel par jour, dés qu’au moins 50 %
des poissons survivants dans un aquarium commencent a nager
librement; poursuivre pendant 30 jours, mais ne pas nourrir les alevins
pendant les derni¢res 24 h d’exposition.

Mortalité, malformations et anomalies de comportement aux 24 h.
Poids frais et sec de chaque poisson survivant a la fin de ’essai ELA.
A titre facultatif : nombre d’embryons éclos (essais E et EL); nombre
d’alevins nageant librement présents dans chaque récipient chaque
jour (essai ELA); poids de sujets représentant un sous-échantillon
prélevé dans chaque récipient dés que 50 % des alevins nagent
librement, avant qu’on commence a les nourrir (essai ELA).

Température de I’eau au début, puis au moins une fois par semaine

(de préférence tous les jours) dans tous les récipients, et, de préférence,
continuellement dans au moins un récipient. Teneur en OD et pH de
concentrations représentatives, au début et a la fin de périodes de 24 h
(renouvellement périodique) ou quotidiennement (renouvellement
continu). A titre facultatif : conductivité de chaque solution d’essai
fraiche avant I’emploi.
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Tableau 3 Liste de controle des conditions et méthodes d’essai recommandées (suife)

Résultats

Produits toxiques
de référence

Validité de 1’essai

Produits chimiques

Solvants

Concentration

Eau de contrdle/
de dilution

Nombre (ou pourcentage) de survivants, CI, ou CSEO/CMEO pour la
mortalité (essais E, EL et ELA). Poids (essai ELA) et nombre de
malformations ou d’anomalies (essais EL et ELA). A titre facultatif :
temps écoulé jusqu’a I’éclosion d’au moins 90 % des oeufs et
pourcentage d’embryons éclos lorsqu’au moins 90 % des embryons
témoins survivants sont éclos (essais EL et ELA); temps écoul€ jusqu’a
ce qu’au moins 50 % des alevins nagent librement, et pourcentage
d’alevins nageant librement quand au moins 50 % des alevins témoins
survivants nagent librement (essai ELA).

Phénol ou zinc, normalement pour I’essai E seulement ; déterminer la
CI; et la CSEO/CMEO pendant I’essai E ou mensuellement,
conformément aux conditions et aux méthodes s’appliquant a I’essai E.

L’essai n’est pas valide dans 1’un ou I’autre des cas suivants : infécondité
des oeufs supérieure a 30 % dans un des groupes exposés; mort de plus
de 30 % des embryons témoins ou de plus de 20 % des embryons
témoins éclos; coefficient de variation du poids des témoins supérieur

a 20 % dans I’essai EL ou & 30 % dans Yessai ELA; différence de
température instantanée supérieure a 2 °C dans au moins deux récipients;
différence de température moyenne pondérée dans le temps supérieure

a 1 °C dans au moins deux récipients. Habituellement, 1’essai n’est pas
valide si la teneur en OD ne se situe pas entre 60 et 100 % de saturation
dans un des récipients.

A utiliser seulement dans des cas particuliers; concentration maximale
de 0,1 mL/L.

Recommandations - Essai a renouvellement périodique : mesure
hebdomadaire au début et a la fin de périodes de 24 h, dans des
concentrations représentatives (supérieure, moyenne et inférieure) et
dans le témoin. Essai a renouvellement continu : mesure hebdomadaire
dans tous les récipients.

Si les concentrations baissent de plus de 20 %, reprendre I’essai en
renouvelant les solutions plus souvent.

Selon les indications données ou I’objet de I’essai; eau reconstituée si
le degré de normalisation exigé est élevé; milieu récepteur si I’on veut
évaluer les effets toxiques locaux; sinon, eau du laboratoire.

Effluents, lixiviats et élutriats

Echantillons

Essai hors du lieu visé : au moins trois échantillons prélevés (effluent,
lixiviat) ou préparés (¢lutriat) par semaine. Essai sur place :
prélevement quotidien.
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Liste de controle des conditions et méthodes d’essai recommandées (suite)

Transport et stockage

Si la température des échantillons est élevée (>7 °C), la ramener entre

1 et 7 °C au moyen de glace ou de sacs réfrigérants. Maintenir la
température entre 1 et 7 °C (de préférence, a 4 £ 2 °C) pendant le
transport, en utilisant au besoin des sacs réfrigérants; ne pas laisser les
échantillons geler pendant le transport. Stocker a I’obscurité 8 4 £ 2 °C.
Les essais devraient commencer le plus tot possible apres le
préléevement ou I’extraction : dans les 72 h (essais a 1’extérieur) ou les
24 h (essais sur place).

Eau de contrdle/
de dilution
de conformité.

Teneur élevée en
matieres solides

Milieux récepteurs
Echantillons
Transport et stockage

Eau de contrble/
de dilution

Selon les indications données ou I’objet de 1’essai; eau du laboratoire
ou milieu récepteur prélevé en amont pour les essais de surveillance et

On pourrait faire un deuxi¢me essai sur un échantillon filtré, en vue
d’évaluer les effets de la présence de matieres solides.

Comme pour les effluents, les lixiviats et les élutriats.
Comme pour les effluents, les lixiviats et les élutriats.

Selon les indications données ou I’objet de I’essai; milieu récepteur
prélevé en amont pour I’évaluation des effets toxiques locaux.

I1 faut utiliser la méme eau de contrdle/de
dilution dans la préparation du témoin et de
toutes les concentrations d’essai. Chaque
solution d’essai devrait étre bien mélangée a
I’aide d’une baguette de verre, d’un agitateur
en TeflonMC ou d’un autre dispositif non
réactif. La température devrait étre amenée
au degré prescrit pour chaque stade de
développement de chaque espéce

(cf. division 4.3.3). Il pourrait se révéler
nécessaire d’ajuster le pH de I’échantillon de
substance a expérimenter ou des solutions
(cf. division 4.3.5), ou d’aérer les solutions
avant leur emploi (cf. division 4.3.4).

En vue de I’évaluation d’effets toxiques en
un point donné, on peut se servir d’eau
d’amont comme eau de contrdle/de dilution.
On ne peut pas utiliser d’eau d’amont si elle
est manifestement toxique d’apres les
critéres de ’essai auquel elle est destinée

(cf. sous-section 4.6); le cas échéant, I’eau de
contréle/de dilution devrait provenir d’une
autre source (cf. sous-section 3.4).

4.2 Mise en route de ’essai

L’essai doit commencer dans les
30 min suivant la fécondation des
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oeufs'? (la méthode de fécondation est valides et adaptées aux mémes analyses
exposée a I’annexe D). L'essai E exige statistiques des résultats (communication
I’utilisation d’au moins 40 embryons par personnelle du professeur J.J. Hubert,
répétition, et les essais EL et ELA Department of Mathematics and Statistics,
nécessitent celle d’au moins 100 embryons University of Guelph, Ontario). Dans le
par récipient d’essai (cf. divisions 4.3.1 et premier cas, des embryons provenant de
4.3.6). La taille des oeufs fraichement géniteurs différents ou obtenus gréce a
fécondé€s doit étre aussi uniforme que plusieurs extractions, qui ont été conservés
possible, car elle peut influencer celle des séparément, peuvent €tre réunis avant
larves et des alevins (Beacham et al., 1985). I’exposition aux solutions d’essai. Dans le
Il est recommandé d’utiliser une auge de deuxieéme cas, on peut répartir également les
criblage (¢f. méthode de Von Bayer dans embryons obtenus grace a une méme
Leitritz et Lewis, 1980) lorsqu’on dénombre extraction dans tous les récipients d’essai de
les oeufs déposés dans les tours toutes les concentrations, puis faire de méme
d’incubation. Tout oeuf jugé trop gros ou avec les embryons provenant d’une autre
trop petit a ’examen visuel devrait €tre extraction, jusqu’a I’obtention du nombre
rejeté. prescrit de sujets par récipient. La deuxiéme
méthode exige plus de soins sur le plan de
Si I’on utilise 100 embryons par répétition'?, I’élevage et des manipulations, mais elle
il faut 1 800 oeufs pour réaliser un essat devrait permettre de réduire le «bruit» de la
nécessitant trois répétitions (comprenant variation entre récipients de méme
cing concentrations et un témoin). Dans la ~ concentration et d’éviter le risque inhérent a
mesure du possible, il faudrait que les oeufs la premiere méthode, soit de se retrouver
proviennent de trois femelles (ou plus) de avec une proportion élevée d’oeufs non
taille comparable. Au début de ’essai, il faut fécondés dans une répétition donnée, en
disposer du méme nombre de répétitions supposant qu’une variation fondée sur
pour chaque concentration et le témoin I’extraction des gamétes existe.

(au moins trois, c¢f. sous-section 4.1).

Que I’on utilise I’'une ou I’autre de ces

I1 faut tenter de parvenir a I’ «<homogénéité méthodes, on doit tenter d’obtenir des

des unités expérimentales» afin d’éviter tout conditions d’essai homogeénes en répartissant
écart entre les récipients attribuable a les embryons dans les tours d’incubation de
I’extraction des gametes. Pour ce faire, il la fagon suivante. Immédiatement apres la
existe deux méthodes, qui sont toutes deux fécondation (cf. annexe D), il faudrait

12 Afin de maximiser la sensibilit€ et la comparabilité des essais, il faut normaliser la mise en route de I’essai en
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vue d’assurer que ie durcissement par 1’ cau se produit pendant I’exposition aux solutions d’essai. De
préférence, il faudrait apporter les gametes au laboratoire, procéder a la fécondation et déposer les oeufs
fécondés dans les solutions d’essai. Dans certains cas, il pourrait tre pratique de transporter les récipients
d’essai a I’écloserie ou a I’endroit ol les géniteurs se trouvent. Les oeufs seraient fécondés, déposés dans les
solutions de contaminants pendant les 2 h nécessaires au durcissement par I’eau, puis transportés au laboratoire,
ou ils seraient distribués dans les récipients d’essai appropriés. On peut transporter et manipuler des ocufs
durcis par I’eau pendant quelques heures sans occasionner une mortalité excessive; toutefois, pendant la
période de durcissement et les quelques heures qui suivent, les oeufs perdent leur insensibilité relative aux
chocs, et il faudrait les manipuler ou les déposer dans les solutions avec précaution (¢f. annexe D).

Chaque répétition d’une concentration donnée doit étre contenue dans un seul aquarium. Toutefois, on peut
suspendre plus d’une tour d’incubation dans chaque aquarium.



déposer dans chaque tour des groupes de

10 ou 20 oeufs a la fois en alternance,
jusqu’a ce que le nombre souhaité
d’embryons soit atteint dans toutes les tours.
11 faudrait compter les embryons au moyen
d’une auge de criblage (cf. méthode de

Von Bayer dans Leitritz et Lewis, 1980). Les
embryons dont I’aspect est le moindrement
anormal ou dont la taille est nettement trop
grande ou trop petite par rapport aux autres
oeufs devraient étre rejetés. Tout embryon
endommagé ou ayant pu I’étre pendant le
transfert doit étre éliminé; pour ce faire, on
peut utiliser une pince spéciale destinée a
cet usage ou une pipette de grand calibre
(entre 7 et 10 mm) coiffée d’une poire en
caoutchouc.

11 faut prendre bien soin de ne pas heurter ou
échapper les embryons en les comptant et en
les déposant dans les tours d’incubation. Les
embryons doivent étre distribués également
sur le fond grillagé de chaque tour, de sorte
qu’ils ne forment qu’une seule couche et
qu’ils ne soient pas agglutinés ou empilés les
uns sur les autres. Chaque embryon a besoin
d’assez d’espace pour permettre un échange
d’oxygene suffisant et 1’élimination des
déchets métaboliques. Cette distribution
facilite également la reconnaissance et le

dénombrement des embryons morts ou éclos.

En plus de suivre les méthodes exposées
ci-dessus, il faut procéder a une répartition
aléatoire rigoureuse des tours d’incubation'*
contenant le nombre prescrit d’embryons
dans les diverses concentrations et
répétitions, ou vice-versa. On doit également
assigner aux aquariums des positions
choisies au hasard dans I’installation d’essai.
Chaque aquarium doit porter un code ou une
étiquette explicite indiquant la substance a
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expérimenter, la concentration d’essai ainsi
que la date et I’heure du début de I’essai. I
faudrait vérifier la température, la teneur en
oxygene dissous et le pH de I'eau des
aquariums et, si cela est nécessaire ou
permis, les ramener a des niveaux
admissibles avant I’introduction des
poissons (cf. divisions 4.3.3,4.3.4 et 4.3.5).
A titre de vérification des concentrations
d’effluents, il est recommandé de mesurer la
conductivité de chaque solution d’essai
fraiche avant de la verser dans les récipients
d’essai.

Au cours des deux premiéres semaines
environ pendant lesquelles les embryons
sont exposés aux solutions d’essai ou
jusqu’a ce que les yeux des embryons
deviennent visibles (stade de I'ocuf
embryonné), les embryons sont extrémement
sensibles a toute perturbation ou a tout choc
mécanique (c¢f. annexe D). C’est pourquoi
toutes les activités d’entretien courant

(p- ex., renouvellement des solutions d’essai
dans les essais a renouvellement périodique)
doivent étre effectuées avec le plus grand
soin pendant toute cette période. Avant le
stade de I’oeuf embryonné, il faudrait
éliminer avec précaution les embryons morts
ou les oeufs non fécondés (sans déranger les
embryons survivants), en vue de prévenir les
infections fongiques, a I’aide d’une pipette
de grand calibre (entre 7 et 10 mm) coiffée
d’une poire en caoutchouc.

4.3 Conditions d’essai

4.3.1 Meéthodes d’essai

On peut réaliser un ou plusieurs des essais
suivants : un essat sur des embryons (E), en
vue d’une surveillance fréquente ou

14 Selon la superficie du fond grillagé des tours d’incubation et la taille des oeufs, il pourrait se révéler nécessaire
de suspendre plus d’une tour dans un aquarium donné afin d’obtenir ie nombre prescrit d’embryons et de les
répartir en une seule couche pour pouvoir reconnaitre aisément les embryons morts ou éclos. Si un aquarium
contient plus d’une tour, il faudrait répartir les embryons également entre les tours.



systématique; un essai sur des embryons et
des larves (EL), visant a mesurer des effets
toxiques a plus d’un stade du cycle
biologique; ou un essai sur des embryons,
des larves et des alevins (ELA), permettant
une étude concluante (cf. sections 5 & 7). Ces
trois essais commencent au début du
développement embryonnaire et permettent
de mesurer le développement et la survie des
organismes aux premiers stades de leur cycle
biologique. Dans I’essai ELA, on mesure le
poids atteint par les poissons. L’essai E
porte, au départ, sur au moins 40 embryons
par répétition et se termine sept jours apres
la fécondation. I1 faut au moins

100 embryons par répétition au début de
I’essai EL, qui prend fin 20 jours aprés
I’éclosion d’au moins 90 % des embryons
survivants dans chaque aquarium et avant
qu’on doive nourrir les larves. Au moment
de la mise en route de I’essai ELA, il faut
prévoir au moins 100 embryons par récipient
d’essai, et I’essai est complété quand au
moins 50 % des alevins survivants dans
chaque récipient nagent librement depuis

30 jours (cf. division 4.3.6). Dans le cadre de
I’essai ELA, I’expérimentateur doit fournir
une alimentation exogéne aux alevins.

Toutes ces méthodes se prétent a I’évaluation
d’échantillons de produits chimiques,
d’effluents, d’élutriats, de lixiviats ou de
milieux récepteurs, selon les objectifs
poursuivis. La durée de I’essai E est de

sept jours. L'essai EL s’étend sur 50 a

80 jours et I’essai ELA, sur 90 a 120 jours.
La température de 1’eau, I’espéce soumise 2
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I’essai et le mode d’action de la substance a
expérimenter peuvent influencer la durée des
essais EL et ELAD.

Dans le cadre de ’essai E, on recourt a une
seule espece de poisson (truite arc-en-ciel) et
a une seule température (12 = 1 °C), et la
mortalité des embryons est le seul résultat
biologique mesuré. Bien que I’essai E puisse
convenir a une surveillance fréquente ou
systématique, il se peut qu’il ne se préte pas
a I’évaluation de la toxicité de certaines
substances, a cause des caractéristiques
physico-chimiques ou du mode d’action de
celles-ci. Par conséquent, avant d’utiliser
systématiquement I’essai E, il est
recommandé de confirmer que ses résultats
satisferont au but visé en comparant d’abord
sa sensibilité avec celle de I’essai ELA, dont
les résultats sont plus concluants

(cf. sous-sections 5.1, 6.1 et 7.1).

4.3.2 Type d’essai et renouvellement de ’eau

L’essai se préte tant au renouvellement
périodique qu’au renouvellement continu des
solutions. Pour de nombreuses substances,
des essais a renouvellement périodique
comportant un changement des solutions a
intervalles de 12 ou 24 h peuvent, s’ils sont
réalisés correctement, étre aussi sensibles et
précis que des essais a renouvellement
continu (Sprague, 1973). Par contre, 1’étude
de certaines substances trés volatiles, trés
instables ou ayant une demande biochimique
ou chimique élevée en oxygene peut
nécessiter 1'utilisation d’un essai oul le
renouvellement de |’eau est continu.

15 Entre autres effets, I’exposition a la substance a expérimenter pourrait causer un retard de développement et,
dans certains récipients d’essai, les poissons pourraient éclore ou nager librement plus tard que dans d’autres.
Par conséquent, les repéres marquant la transition entre deux stades du cycie biologique doivent s’appliquer &
chaque répétition considérée individuellement et par rapport aux témoins (cf. divisions 4.3.6 et4.3.7 et
sections 4.4 et 4.5). Pour chaque répétition, les observations, le début de I’alimentation exogeéne et la fin de
I’essai devraient étre synchronisés avec les transitions du cycle biologique des poissons présents dans le
récipient. Il se pourrait donc que les essais EL ou ELA soit d’une plus grande durée que celle qui est estimée
dans le présent rapport, du fait d’un retard de développement dans certains récipients d’essai.



Le volume de solution d’essai dans chaque
aquarium devrait étre d’au moins 2 L par
gramme de poisson par jour. On peut estimer
ce volume a partir de la biomasse maximale
prévue pendant I’essai ou, pour les essais de
plus longue durée, le corriger
périodiquement (les valeurs figurant au
tableau 1 peuvent servir a ce calcul). Par
exemple, dans un essai EL portant sur

100 larves de truite arc-en-ciel de taille
moyenne (130 mg; cf. tableau 1), il y aurait
13 g de biomasse par récipient. Par
conséquent, il faudrait au moins 26 L de
solution d’essai fraiche par jour, qu’il
s’agisse d’un essai a renouvellement
périodique ou continu.

Dans le cas d’essais a renouvellement
continu, on doit disposer d’un appareillage
qui fournit et dilue continuellement une
solution mere de la substance étudiée (p. ex.,
une pompe doseuse, un diluteur
proportionnel ou un saturateur) afin
d’introduire une série de concentrations dans
les récipients d’essai. Pendant toute la durée
de I’essali, il faudrait vérifier
quotidiennement le débit des solutions meres
et de I’eau de contrdle/de dilution; le
pourcentage de variation de ce débit ne
devrait pas dépasser 10 %. Le débit dans
chaque récipient d’essai devrait étre égal ou
supérieur a 2 L/g.d. En outre, la solution
d’essai doit étre remplacée a 95 % a des
intervalles de 24 h ou moins; il faut donc
corriger le volume d’eau présent dans
I’aquarium de sorte qu’il ne dépasse pas le
volume d’eau introduit sur 8 h (en supposant
qu’il y a mélange dans I’aquarium; Sprague,
1973). Si I’on reprend I’exemple d’un
approvisionnement quotidien de 26 L, le
volume d’eau dans 1’aquarium devrait
correspondre en tout temps a 26/3 = 8,7 L.
Un délai de remplacement plus bref (volume
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dans I’aquarium réduit par rapport au débit)
est acceptable et peut se révéler souhaitable
si I’essai porte sur des contaminants volatils.

Dans le cas d’essais a renouvellement
périodique, un aquarium contiendrait
normalement un volume de solution d’essai
égal a I’apport quotidien prescrit de 2 L /g.d,
et la totalité ou la presque totalité de cette
solution doit étre renouvelée au moins toutes
les 24 h. Si le besoin d’eau fraiche est de

26 L/d et le renouvellement quotidien de la
solution usée de 80 %, le volume d’eau dans
I’aquarium devrait correspondre en tout
temps a 26/0,8 = 32,5 L. Il pourrait étre
nécessaire de renouveler les solutions plus
souvent, selon la nature de la substance a
expérimenter!®.

Pendant les essais a renouvellement
périodique, il existe deux fagons différentes
de renouveler les solutions :

1. Préparer de nouvelles solutions dans des
aquariums propres, puis transférer et
suspendre en douceur les tours
d’incubation contenant les embryons et
les alevins survivants.

2. Laisser les organismes dans le méme
récipient d’essai et renouveler les
solutions presque enti¢rement (au moins
a 80 %).

Le renouvellement de toutes les solutions
devrait étre effectué de la deuxieme fagon
dans le cas de I’essai E et pendant les deux
premiéres semaines environ des essais EL et
ELA. Il faudrait siphonner la vieille solution
avec précaution et ajouter la solution fraiche
lentement jusqu’a I’obtention du volume
total d’origine, parce que les oeufs sont trés
sensibles a toute perturbation ou a tout choc

16 1l faudra renouveler plus souvent les solutions d’essai contenant des substances trés volatiles ou qui se dégradent
rapidement, peut-€tre a des intervalles de 12 ou méme de 6 h.



mécanique jusqu’a ce qu’ils aient atteint le
stade embryonné (cf. sous-section 4.2 et
annexe D). Une fois le stade embryonné
atteint par tous les oeufs, on peut appliquer
la méthode de renouvellement de son choix.

4.3.3 Température

Au début du cycle biologique, la vitesse de
développement des salmonidés dépend
étroitement de la température de I’eau
(Peterson et al., 1977; Gordon et al., 1987,
Peterson et Martin-Robichaud, 1989;
Beacham et Murray, 1990), et les
températures favorisant une croissance et un
développement optimaux différent selon
I’espece de poisson ou le stade du cycle.
Dans le cadre des essais EL et ELA, les
températures de 1’eau correspondent aux
températures optimales associées a chaque
espece et a chaque stade de développement.
Ainsi, la température d’exposition des
embryons doit étre de 10 + 1,0 °C pour le
saumon de 1’ Atlantique et la truite
arc-en-ciel, et de 8 + 1,0 °C pour le saumon
coho. Dans le cas des larves, la température
de I’eau doit étre de 12 + 1,0 °C pour le
saumon de I’ Atlantique et la truite
arc-en-ciel et de 10 £ 1,0 °C pour le saumon
coho. Enfin, les alevins de saumon de

I’ Atlantique et de truite arc-en-ciel exigent
une température d’exposition de 15+ 1,0 °C
et ceux de saumon coho, de 12+ 1,0 °C

(cf. tableau 3).

En ce qui a trait a ’essai E portant sur des
embryons de truite arc-en-ciel, la

température de i’eau doit €tre de 12+ 1,0 °C,

Cette température est 1égérement supérieure
a celle qui favorise le développement
optimal des embryons, mais elle se situe
quand méme dans un intervalle acceptable
assurant une bonne croissance chez ces
organismes. A cette température, le
développement des embryons et I’action
toxique des substances étudiées sont
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modérément accélérés, ce qui permet
d’obtenir des résultats plus concluants dans
le court délai alloué.

Sil’on réalise un essai a renouvellement
continu, il faut vérifier la température de
’eau dans tous les récipients au début de
I’essai et au moins une fois par semaine par
la suite (de préférence, tous les jours). Dans
le cas d’essais a renouvellement périodique,
il faut relever la température de chaque
solution d’essai fraiche avant de procéder au
renouvellement et noter la température dans
tous les récipients a la fin de la premiere
période de renouvellement et au moins une
fois par semaine (de préférence tous les
jours) par la suite. En outre, il faudrait
mesurer la température continuellement dans
au moins un aquarium tout le temps que dure
I’essai. Une variation élevée de la
température (entre les valeurs mesurées
quotidiennement ou hebdomadairement ou
entre les valeurs mesurées en méme temps
dans les divers récipients) pourrait nuire au
développement pendant les premiers stades
du cycle biologique et compromettre la
validité de I’essai (cf. sous-section 4.6).

Pendant les périodes de passage d’un

stade de développement a un autre

(cf. division 4.3.6), il est préférable
d’augmenter la température de ’eau de 1 °C
par jour jusqu’a obtention de la température
souhaitée. Il ne faut pas que la température
s’éléve de plus de 3 °C par jour pendant ces
périodes.

4.3.4 Oxygeéne dissous et aération

L’eau de contrdle/de dilution utilisée dans la
préparation des solutions d’essai devrait
avoir une teneur en OD comprise entre 90 et
100 % de saturation et, au besoin, elle
devrait €tre aérée vigoureusement pour
atteindre cette teneur. Seulement lorsque la
teneur en OD est inférieure a 60 % ou
supérieure a 100 % de saturation dans une ou



plusieurs des solutions d’essai au moment de
leur préparation, toutes les solutions
devraient étre aérées avant I’introduction des
poissons («préaération»). L’aération devrait
étre assurée par des bulles d’air comprimé
exempt d’huile, d’une taille variant entre 1 et
3 mm, soufflées au moyen d’un diffuseur!’
en verre de silice propre ou d’une pipette en
verre jetable. Le débit d’aération ne devrait
pas excéder 7,5 mL /min.L et la durée de la
préaération devrait €tre limitée a 120 min ou,
si cette durée est plus courte, au temps voulu
pour obtenir 60 % de saturation dans la
solution de la concentration la plus élevée
(ou 100 % de saturation, s’il y avait
sursaturation)'8. Il faudrait mettre fin 2 la
préaération aprés 120 min et mettre I’essai
en route, qu’un taux de saturation se situant
entre 60 et 100 % ait été atteint ou non dans
toutes les solutions.

11 faut surveiller et consigner la teneur en
OD de solutions représentatives pendant
toute la durée de I’essai. Dans les essais a
renouvellement périodique, il faut mesurer la
teneur en OD au début et a la fin de chaque
période d’exposition dans au moins un
récipient d’essai de chaque concentration.
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Dans les essais a renouvellement continu, la
mesure de la teneur en OD doit étre prise au
début de I’essai et, par la suite, au moins une
fois par semaine (de préférence une fois par
jour) dans le témoin et dans les solutions des
concentrations supérieure, moyenne et
inférieure.

Dans les récipients d’essali, le taux de
saturation en oxygene ne devrait pas
descendre sous les 60 %. Si cela se produit,
I’essai ne permet plus d’évaluer la toxicité
intrinséque de substance a expérimenter;
cependant, il permet encore d’évaluer de
maniere valable I’effet total de la substance
(p. ex., un effluent), y compris son influence
sur le plan de la désoxygénation'®. Les
mesures initiales permettent de prédire des
problemes possibles relatifs a la teneur en
OD, auquel cas il est nécessaire de procéder
a des vérifications réguliéres de la
concentration d’oxygene. L'utilisation
obligatoire d’une eau de contréle/de dilution
saturée en oxygene et le renouvellement
quotidien ou continu des solutions
permettront, dans la plupart des cas, de
maintenir une teneur en OD supérieure aux
valeurs qui occasionnent un stress grave

17  On peut se procurer un diffuseur approprié, mesurant 3,8 cm sur 1,3 cm et s’ajustant a une tubulure d’aération en
plastique jetable de 0,5 cm de diametre, en commandant ’article n® AS-1 du catalogue de la société Aqua
Recherche Ltée (C.P. 208, North Hatley, Québec, JOB 2C0; tél. : (819) 842-2890).

18 L’aération pourrait entrainer I’élimination de substances chimiques volatiles des solutions ou I’accroissement du
taux d’oxydation ou de dégradation de ces substances en d’autres. Cependant, I’aération des solutions d’essai
avant I’exposition des poissons peut se révéler nécessaire en raison de la demande en oxygéne de la substance a
expérimenter (p. ex., appauvrissement de 1’échantillon en oxygeéne pendant le stockage). L’ aération contribue
aussi au remélange des solutions. S’il est nécessaire d’aérer une solution quelconque, il faut aérer toutes les

solutions de la méme fagon.

19  On devrait étre conscient du fait que la limite inférieure de 60 % de saturation en OD des solutions d’essai est
arbitraire et que des teneurs en oxygene supérieures a ce pourcentage peuvent aussi constituer une source de
stress chez les poissons en croissance. Le développement optimal des embryons et des larves de salmonidés
exige un degré de saturation plus €levé (entre 76 et 95 %) (Davis, 1975). En fait, toute diminution sous le
niveau de 100 % de saturation entraine une certaine charge métabolique chez les poissons et une baisse de leur
rendement (Doudoroff et Shumway, 1970). Par conséquent, a des teneurs en oxygéne supérieures a la limite
inférieure de 60 % de saturation, on peut s’attendre a ce que le stress associé au manque d’oxygene interagisse
avec le stress imputable aux produits toxiques. Le cas échéant, cet effet sera mesuré comme une partie de I’effet
de I’échantillon, qu’il s’agisse d’un effluent ou d’une autre substance. Dans la présente méthode d’essai, on
accepte que cette interaction fasse partie de I’effet mesuré.



chez les salmonidés en croissance et qui
influencent considérablement les résultats.

Selon la demande en oxygéne de la
substance a expérimenter (p. ex., un
échantillon particulier d’effluent), il pourrait
étre nécessaire, pendant les essais a
renouvellement périodique ou continu,
d’aérer modérément chaque solution d’essai,
y compris les témoins, afin de maintenir une
teneur en OD suffisante (soit au moins 60 %
de saturation). Si une telle demande en
oxygene est connue d’avance, I’ utilisation
d’un appareil semblable ou identique a celui
représenté a la figure 3B (cf. p. 12) est
recommandée. Si1’on recourt & I’aération,
tous les récipients contenant les solutions
d’essai et le témoin doivent la subir suivant
les mé€mes conditions, soit a un débit
n’excédant pas 7,5 mL /min.L. Un
renouvellement plus fréquent des solutions
pourrait également remplacer ou compléter
I’aération, en vue de maintenir une teneur en
OD d’au moins 60 % de saturation.

I1 se peut que les objectifs de certains essais
(p. ex., pour la recherche) prévoient qu’on
évalue la contribution d’une demande en
oxygene élevée dans la mesure de I'effet
total d’une substance sur les salmonidés; en
pareil cas, on devrait observer la fréquence
prescrite de renouvellement quotidien et ne
par aérer les solutions.

43.5 pH

On doit mesurer le pH des témoins ainsi que
des concentrations supérieure, moyenne et
inférieure au débui de 1’essai, avant
I’introduction des embryons. Il faudrait
également mesurer le pH dans des récipients
représentatifs au début et a la fin de chaque
période d’exposition de 24 h dans le cas des

essais a renouvellement périodique, et au
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moins une fois par semaine (de préférence
tous les jours) dans le cas des essais a
renouvellement continu.

Normalement, on devrait pouvoir réaliser les
essais de toxicité sans avoir a ajuster le pH
des solutions. Toutefois, si I’échantillon de la
substance a expérimenter fait que le pH
d’une solution se situe hors de I’intervalle
souhaité (entre 6,5 et 8,5) et si I’essai porte
sur la toxicité de la substance et non sur les
effets nocifs ou modificateurs du pH %, il
faudrait ajuster le pH des solutions ou de
I’échantillon, ou mener parallélement un
essal & pH ajusté. Dans le cadre de cet essai
parallele, le pH initial de I’échantillon, de la
solution meére (essai a renouvellement
continu) ou de chaque solution fraiche (essai
a renouvellement périodique) pourrait, selon
les objectifs poursuivis, étre neutralisé

(pH = 7) ou ramené a une valeur
correspondant, a 0,5 unité pres, au pH de
I’eau de contrdle/de dilution, avant
I’exposition des poissons. Il serait également
acceptable d’amener le pH a une valeur se
situant entre 6,5 et 7 (si I’échantillon d’essai
a ou produit un pH inférieur a 6,5) ou entre
8 et 8,5 (si1 I’échantillon a ou produit un pH
supérieur a 8,5). On se sert habituellement
de solutions d’acide chlorhydrique (HCI) ou
d’hydroxyde de sodium (NaOH) de titre
inférieur ou égal a 1N pour ajuster le pH.
Dans certaines situations (p. ex., échantillons
d’effluents a pouvoir tampon élevé), il peut
étre nécessaire d’utiliser des acides ou des
bases de titre plus élevé.

Abernethy et Westlake (1989) fournissent
des lignes directrices utiles quant a
I’ajustement du pH. Aprés chaque addition
d’acide ou de base, il faudrait laisser
s’équilibrer les aliquotes de solutions d’essai
ou d’échantillons faisant I’objet d’un

20  Un pH inférieur a 6,5 peut entrainer des effets nocifs non souhaitables (mortalité, comportement anormal et
faible croissance) chez les alevins et les poissons plus dgés (Gordon et al., 1987).



ajustement du pH. Le délai nécessaire a
I’obtention de I’état d’équilibre dépend du
pouvoir tampon de la solution ou de
I’échantillon. En ce qui a trait aux
échantillons d’effluents, il est recommandé
d’allouer un délai de 30 a 60 min (Abernethy
et Westlake, 1989). Une fois I’essai mis en
route, on surveille ie pH de chaque solution
sans I’ajuster.

Lorsque I’essai de toxicité vise une meilleure
compréhension de la nature des substances
toxiques présentes dans la substance a
expérimenter, on utilise souvent I’ajustement
du pH, en conjonction avec d’autres
techniques de traitement (p. ex., I’oxydation,
la filtration, ’extraction a I’air et ’addition
d’agents chélateurs), pour déterminer les
caractéristiques toxiques de I’échantillon.
Ces techniques d’évaluation d’identification
de la toxicité constituent pour
I’expérimentateur un moyen pratique
d’évaluer la nature chimique ou physique
des substances toxiques et leur sensibilité a
la détoxication (EPA, 1991a et 1991b).

4.3.6 Transition d’un stade de
développement a un autre

Au cours des premiers stades de leur cycle
biologique, les salmonidés passent par
plusieurs phases d’évolution, mais trois
grandes transitions servent de reperes dans
les essais de toxicité. D’abord, 1’oeuf
récemment fécondé devient embryon; sa
membrane semi-perméable devient
relativement imperméable (durcissement par
I’eau), et le développement embryonnaire se
caractérise par une division cellulaire rapide.
Ensuite, on passe du stade embryonnaire au
stade larvaire au moment de I’éclosion.
Enfin, la larve devient alevin, ¢’est-a-dire
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qu’elle commence a nager librement et
qu’elle passe de I’utilisation des réserves
nutritives de sa vésicule vitelline a
I’alimentation exogene. Dans les essais EL et
ELA, ces deux derniéres transitions servent
de repéres pour les changements des
températures d’essai (cf. division 4.3.3) et
permettent de normaliser la synchronisation
des mesures et la durée de 1’exposition, en
vue de tenir compte des variations de la
vitesse de développement imputables aux
especes, a la température de I’eau ou au
mode d’action de la substance a
expérimenter.

La période pendant laquelle 1’oeuf
récemment fécondé devient un embryon est
critique; en effet, avant que la membrane de
I’oeuf ne devienne relativement
imperméable (soit environ 2 h apres la
fertilisation), I’embryon est extrémement
sensible a une exposition directe a des
solutions toxiques?'. C’est pourquoi on a
normalisé la mise en route de I’essai (E, EL
et ELA) afin d’assurer une exposition aux
solutions d’essai pendant cette période.
L’essai doit débuter dans les 30 min suivant
la fécondation si I’on veut maximiser sa
sensibilité et la comparabilité de ses résultats.

Dans chaque aquarium, on considere qu’on
passe du stade embryonnaire au stade
larvaire lorsqu’au moins 90 % des embryons
survivants sont éclos. Dés que la proportion
des embryons témoins survivants qui sont
éclos atteint au moins 90 %, on devrait noter
le pourcentage d’éclosion dans tous les
aquariums. Il faudrait surveiller les
récipients d’essai dans lesquels moins de

90 % des embryons survivants sont éclos et
noter le temps nécessaire a I’obtention de ce

21 Certaines substances toxiques de masse moléculaire faible (400 ou moins) pourraient pénétrer la membrane par
diffusion apres son durcissement et entrer en contact direct avec I’embryon.



taux d’éclosion dans chaque récipient??. Les
larves devraient demeurer dans leur tour
d’incubation, pour observation, pendant

20 jours apres que le taux d’éclosion des
embryons survivants dans le récipient visé a
atteint 90 %. Apres ce délai, on met fin a
I’exposition (essai EL) et on releve la
mortalité et les anomalies dans ce récipient.
Pour ce qui est de 1’essai ELA, I’observation
se poursuit pendant 1’alevinage.

Dans un récipient donné, le stade de
I’alevinage est atteint quand au moins 50 %
des poissons survivants commencent a nager
librement?. Lorsqu’au moins 50 % des
poissons témoins survivants ont commencé a
nager librement, il faudrait noter le
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pourcentage d’alevins nageant librement
dans tous les récipients d’essai. Il faudrait
poursuivre 1’observation des récipients ou
moins de 50 % des poissons survivants ont
commencé a nager librement afin de
déterminer le délai nécessaire a I’obtention
de ce pourcentage?¢. Quand, dans un
aquarium étudié dans le cadre d’un essai
ELA, au moins 50 % des poissons survivants
se mettent a nager librement, il faudrait
transférer de la tour d’incubation dans cet
aquarium au moins 30 poissons choisis de
fagon aléatoire?, et commencer 2 les nourrir
(cf. division 4.3.7). L’alimentation exogene
se poursuit dans ce récipient d’essai pendant
30 jours. Apres ce temps, les poissons ne
sont pas nourris pendant 24 h, puis

22 Un retard de développement peut constituer un des effets de I’exposition a la substance a4 expérimenter. Dans
certains cas, il se pourrait que le taux d’éclosion dans des récipients donnés n’ait pas atteint 90 % au moment
ol I’essai EL devrait normalement prendre fin (soit 20 jours aprés qu’au moins 90 % des embryons survivants
dans le t¢émoin et les autres récipients d’essai sont éclos). Il faudrait alors noter le pourcentage d’embryons
éclos dans tout récipient ol un tel retard de développement est observé, vérifier le stade atteint par les
embryons restants (cf. sous-section 4.4), et mettre fin a I’essai.

23 A ce stade, le poisson peut conserver sa position dans la colonne d’eau et remonte généralement a la surface pour
y rester pendant de longues périodes. En outre, sa vésicule vitelline n’est plus visible, et on I’appelle «alevin
non vésiculé». Toutefois, il se peut que la résorption du sac vitellin ne soit pas totale et qu’il reste un peu de
substances nutritives dans I’abdomen du poisson. Par conséquent, la capacité de I’alevin de nager librement et
son empressement a se nourrir activemnent constituent des indices plus siirs de I’accession au stade de
I’alevinage que la résorption du sac vitellin elle-méme.

24 S’il devient difficile de déterminer avec exactitude si au moins 50 % des poissons confinés dans une tour
d’incubation nagent librement, il pourrait se révéler utile de relacher les poissons dans I’aquarium dés qu’il
semble qu’un nombre croissant d’entre eux commencent & nager et que leur sac vitellin devient moins visible.
Ce faisant, on peut plus facilement dénombrer les poissons qui nagent librement dans chaque récipient. Par
ailleurs, il n’est pas recommandé de relacher les poissons trop tot dans I’aquarium.

Un retard de développement peut constituer un des effets de 1’exposition a la substance a expérimenter. Dans
certains récipients d’essai, il se pourrait que 50 % des alevins survivants n’aient pas commencé a nager
librement au moment ot I’essai ELA prend normalement fin (soit 30 jours aprés qu’au moins 50 % des alevins
survivants dans fe iémoin ct les autres récipients d’essai ont commencé a nager librement). Il se pourrait alors
qu’un aquarium contienne 2 la fois des alevins et des larves, et méme des embryons. A la fin de I’essai ELA, ii
faudrait noter le pourcentage d’alevins nageant librement dans tout récipient oll un tel retard de développement
est observé, vérifier le stade de développement atteint par les larves ou les embryons restants (cf. sous-section

4.4), et mettre fin 4 I’essai.

25 Selon les objectifs de Iessai et la nature de la substance a expérimenter, on pourrait prélever 4 ce moment un

sous-échantillon d’au moins 20 des alevins survivants dans chaque récipient (essai ELA). On devrait relever le
poids frais et le poids sec (24 h a 60 °C) moyens de ces alevins avant de commencer a nourrir les autres alevins,
en vue de comparer les valeurs obtenues avec le poids des poissons & la fin de I’essai. On pourrait congeler ou
traiter d’une autre fagon ces sous-échantillons en prévision d’analyses de la teneur des tissus en contaminants
particuliers.



I’exposition prend fin dans le récipient visé
et I’on doit noter la mortalité, les anomalies
et les poids de tous les survivants

(cf. sous-section 4.4).

4.3.7 Eclaircissage

Le succes de 1a fécondation et la survie des
sujets pendant les stades embryonnaire et
larvaire peuvent varier énormément selon
I’espece et les lots de gametes utilisés. Bien
qu’un taux de fécondation et de survie des
témoins de 100 % soit souhaitable, on
obtient rarement un tel succes. En raison
surtout du caractere incertain de la réussite
de la fécondation et afin d’obtenir un
nombre suffisant d’organismes permettant de
valider les résultats de I’essai, il pourrait étre
nécessaire de prévoir plus de 100 oeufs par
répétition au début des essais EL ou ELA.
C’est pourquoi, lorsqu’on réalise un de ces
deux essais et qu’il existe une part
appréciable d’incertitude quant au succes de
la fécondation, on peut placer plus de

100 oeufs dans chaque récipient d’essai et
effectuer par la suite un éclaircissage afin
d’obtenir le nombre minimal prescrit
d’embryons par répétition (100). Toutefois, il
faudrait retarder I’éclaircissage jusqu’a ce
que les oeufs aient atteint le stade
embryonné, afin de réduire au minimum le
risque de dommage attribuable a la
manipulation des embryons.

Si I’on réalise un essai E, il n’est pas
possible d’éclaircir les oeufs parce que
I’essai prend fin avant que ceux-ci n’aient
atteint le stade embryonné. Par conséquent,
il faut entreprendre cet essai avec le nombre
prescrit d’oeufs par récipient (au moins 40)
et déterminer le nombre d’oeufs non
fécondés a la fin de I'essai

(cf. sous-section 4.4 et note 30, p. 34).
Lorsque le taux moyen de fécondation chez
les sujets témoins ou dans toute solution
d’essai est inférieur & 70 %, les résultats de

’essai ne sont pas valides (cf. sous-section 4.6).

Si I’on met en route un essai EL ou ELA
avec plus que le minimum prescrit d’oeufs
par répétition, il faut noter le pourcentage
d’embryons survivants dans chaque
aquarium au moment de I’éclaircissage. Le
pourcentage global de survie des embryons
dans chaque répétition (excluant les oeufs
non fécondés) correspond au produit du
pourcentage de survie au moment de
I’éclaircissage par le pourcentage de survie
entre ce moment et la fin de I’essai (divisé
par 100). Cependant, si le taux moyen de
fécondation chez les poissons témoins ou
dans toute solution d’essai était inférieur a
70 %, les résultats de I’essai ne seraient pas
valides (cf. sous-section 4.6). Le cas échéant,
il faudrait mettre fin a I’essai d€s que
possible aprés que les oeufs ont atteint le
stade embryonné (et que le nombre total
d’oeufs non fécondés a été déterminé), et
recommencer 1’essai avec un nouveau lot
d’oeufs récemment fécondés.

Quel que soit I’essai entrepris (E, EL ou
ELA), on peut obtenir une indication hétive
du succes de la fécondation un ou deux jours
aprés celle-ci en conservant, dans des
conditions identiques a celles de I’essai, des
récipients supplémentaires contenant des
oeufs dans de ’eau de controle/de dilution,
puis en les vidant de leur eau et en
examinant les oeufs au microscope

(cf. note 30, p. 34) afin de déterminer le
pourcentage d’embryons en développement.
Si le taux de fécondation observé dans ces
récipients supplémentaires est inférieur

a 70 %, I’expérimentateur peut décider de
mettre fin a I’essai sans plus tarder.

Si c’est a cause de préoccupations relatives a
la fécondation qu’on prévoit d’utiliser plus
que le nombre minimal prescrit d’oeufs par
répétition dans le cadre d’un essai EL ou
ELA, il est recommandé d’effectuer des
études préliminaires. On devrait alors
déterminer le nombre maximal d’embryons



qu’on peut mettre au départ dans chaque tour
d’incubation sans causer d’effets nocifs en
raison du manque d’espace, comme un
échange d’oxygene insuffisant ou
I’accumulation de déchets métaboliques. La
répartition des embryons en une seule
couche sur le fond grillagé de la tour
facilitera également la reconnaissance et le
dénombrement des sujets morts ou éclos. Le
nombre maximal d’oeufs par tour
d’incubation devrait étre déterminé en
fonction de I’espece visée, de la température
de I’eau, de son débit de renouvellement, de
la taille des embryons, des dimensions de la
tour, du volume de 1’aquarium et de la taille
prévue des larves ou des alevins a la fin de
I’essai?s, Lorsqu’il y a plus d’une tour
d’incubation par aquarium, on peut déplacer
les embryons ou les alevins d’une tour a une
autre (dans un méme aquarium) afin de les
répartir également. Il n’est toutefois pas
permis de transférer les organismes d’un
aquarium 2 un autre (c.-a-d. d’une répétition
a une autre).
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4.3.8 Alimentation des alevins

Quand au moins 50 % des poissons
survivants dans un récipient d’essai donné se
mettent a nager librement (essai ELA), il
faudrait les transférer de la tour d’incubation
dans le récipient et commencer a les
nourrir?’. On nourrit les alevins pendant les
30 jours suivants, puis on les fait jeliner
pendant 24 h, on met fin a I’exposition dans
cette répétition et on note les observations et
les mesures finales (cf. sous-section 4.4).

Il faudrait utiliser un aliment de premier age
commercial convenant a I’espéce soumise a
I’essai et nourrir les alevins a raison de 4 %
de leur poids corporel par jour, cette ration
étant divisée en portions égales distribuées
au moins quatre fois par jour. La ration
distribuée dans chaque aquarium devrait €tre
calculée au moyen du produit du poids
moyen des poissons témoins par le nombre
de poissons dans I’aquarium (ASTM,
1991a). On peut également donner des
artémias récemment écloses. Il pourrait étre
nécessaire de prendre certaines précautions

26 Par exemple, il pourrait étre nécessaire, au stade de 1’oeuf embryonné, de procéder a un éclaircissage dans
chaque récipient (en particulier dans les récipients témoins et les autres aquariums ou le taux de survie est
élevé), afin de réduire le nombre d’embryons a 100 par répétition (essais EL et ELA). L’éclaircissage de
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chaque répétition apres I'éclosion ou aprés que tous les alevins ont commencé a se nourrir activement pourrait
aussi se révéler nécessaire, pour assurer que la densité des poissons ne dépasse pas les limites admissibles.

Il est important de synchroniser le début de I’'alimentation active avec la vitesse de développement dans chaque
répétition. Toutefois, il est également important de ne pas tarder a nourrir les alevins quand ils y sont préts, afin
d’éviter de leur imposer un stress associé a la faim. S’il devient ardu de déterminer avec exactitude si au moins
50 % des alevins confinés dans une tour d’incubation ont commencé a nager librement, il pourrait étre utile de
relacher les poissons dans I’aquarium dés qu’il semble qu’un nombre croissant d’entre eux nagent librement et
que leur sac vitellin devient moins visible. Ainsi, on peut dénombrer plus facilement les poissons qui nagent
librement dans chaque aquarium et commencer & les nourrir sans retard inutile.

Il convient de considérer certains facteurs avant de commencer a nourrir les alevins quand I’exposition 4 une
substance donnée entraine un retard de développement. Dans certains aquariums, il se pourrait que moins de
50 % des alevins survivants aient commencé a nager librement, mais que ceux qui le font soient préts a se
nourrir. Par exemple, il se pourrait qu’un récipient d’essai contienne des larves et moins de 50 % d’alevins
(sinon a la fois des embryons, des larves et des alevins) et que, dans les récipients témoins et les autres
aquariums, la proportion d’alevins nageant librement et ayant commencé a se nourrir activement soit d’au
moins 50 %. Dans un tel cas extréme, il est recommandé de commencer a nourrir les poissons dans les
aquariums touchés par le retard de développement peu de temps apres que les poissons des récipients témoins
et des autres récipients ont commencé a se nourrir, et de continuer a le faire en fonction de la demande
d’aliments chez les «retardataires».



afin de bien commencer a nourrir les alevins
de saumon de 1’ Atlantique (Peterson et
Martin-Robichaud, 1989)%.

4.3.9 Produit toxique de référence

Dans le seul cas de I’essai E, ’emploi
systématique d’un ou de plusieurs produits
toxiques de référence est utile et nécessaire a
I’évaluation, dans des conditions d’essai
normalisées, de la sensibilité relative du
groupe d’embryons utilisé ainsi que de la
précision et de la fiabilité des données
obtenues en laboratoire pour ces produits
(Environnement Canada, 1990a). La
sensibilité des embryons aux produits
toxiques de référence recommandés devrait
étre évaluée pendant la réalisation de chaque
essai E, ou au moins une fois par mois dans
les laboratoires qui effectuent de nombreux
essais E de fagon systématique (soit au
moins plusieurs essais E par mois). Etant
donné la durée des essais EL et ELA, il est
normalement peu pratique de mener
simultanément un essai avec un produit
toxique de référence.

Voici les criteres qui pourraient €tre
appliqués au choix des produits toxiques de
référence convenant a I’essai E :

o facilité d’obtention du produit a I’état pur;

- longue durée de conservation (stabilité);

o solubilité élevée dans I’eau;

o stabilité en solution aqueuse;
 risque minimal pour I’utilisateur;
o facilité et précision de I’analyse;

» courbe dose-effet satisfaisante pour les
embryons de salmonidés;

« incidence connue du pH sur la toxicité du
produit chez les embryons de salmonidés;

« influence connue de la dureté de 1’eau sur
la toxicité du produit chez les embryons
de salmonidés.

Pour I’essai E, il est recommandé d’ utiliser
comme produits toxiques de référence du
phénol ou du zinc (obtenu a partir de sulfate
de zinc) de qualité «réactif». Il faudrait
évaluer la sensibilité des embryons de
salmonidés a au moins une de ces substances
dans le cadre d’essais E normalisés, puis
déterminer la CI, ou la CSEO/CMEQO du ou
des produits en cause. Les conditions et les
méthodes servant a la réalisation de 1’essai E
avec des produits toxiques de référence
doivent étre uniformes et conformes au
présent document.

Normalement, I’eau de contrdle/de dilution
utilisée par le laboratoire pour les essais E,
EL ou ELA devrait servir a la réalisation des
essais de produits toxiques de référence. On
peut également préparer de I’eau
reconstituée douce (dureté de 40 a 48 mg/L

28 La période de transition entre I’alimentation endogéne (a partir du sac vitellin) et I’alimentation exogéne est
souvent caractérisée par une mortalité élevée (plus de 20 %) chez le saumon de I’ Atlantique. Les principaux
facteurs associ€s au succes de I’alimentation des alevins de saumon de I’ Atlantique sont probablement les
suivants : caractéristiques physiques des bassins d’élevage et de I’approvisionnement en eau; moment de la
premiére distribution d’aliments; fréquence des distributions; qualité des aliments; et températures d’élevage.
La réalisation d’un essai ELA avec des saumons de I’ Atlantique exige une attention particuliére en matiére
d’alimentation : on devrait augmenter la fréquence des distributions d’aliments, minimiser tout mouvement ou
toute perturbation qui pourrait entrainer une réaction chez les poissons au moment de la distribution des
aliments, et créer un courant de surface dans lequel les alevins pourraient s’orienter et se nourrir. On a constaté
que I'emploi d’artémias lyophilisées (offertes sur le marché) facilitait la premiére alimentation exogéne chez les

alevins de saumon de I’ Atlantique.



de CaCO3, pHde 7,2 27,5) (cf. note 38,

p. 43) et s’en servir comme eau de
contrdle/de dilution si I’on souhaite obtenir
un degré de normalisation élevé (EPA,
1985b; Environnement Canada, 1990b).

Une carte de contrdle (Environnement
Canada, 1990a) devrait étre établie et mise a
jour pour chaque produit toxique de
référence utilisé. On y reporte les CSEO ou
les CI, successives, que 1’on examine afin de
voir si les résultats s’inscrivent dans un
intervalle de plus ou moins deux fois
I’écart-type des valeurs obtenues au cours
des essais précédents. On calcule de nouveau
Ia moyenne géométrique des CSEO ou des
CI, et ses limites de contrdle inférieure et
supérieure (x 2 fois I’écart-type, calculé sur
une base géométrique [logarithmique]) en y
ajoutant chaque nouvelle CSEO ou CI,
successive, jusqu’a ce que les statistiques se
stabilisent (EPA, 1989; Environnement
Canada, 1990a). Si les CI;, ou les CSEO
n’ont pas une distribution log-normale, il
peut étre plus approprié de calculer une
moyenne et un écart-type arithmétiques.

Lorsqu’une CI; ou une CSEO donnée se
situe en dehors des limites de contrdle, il
faut mettre en doute la sensibilité des
embryons et le systeme d’essai. Dans la
mesure ou cela peut se produire dans 5 %
des cas du simple fait du hasard, une valeur
aberrante ne signifie pas nécessairement que
la sensibilité des embryons ou la précision
des données toxicologiques produites par le
laboratoire sont en cause; il s’agit plutdt
d’un avertissement que cela pourrait étre le
cas. On doit alors vérifier toutes les
conditions et méthodes employées avant et
pendant I’essai.

Le recours a des limites de contrdle
n’indique pas nécessairement qu’un
laboratoire produit des résultats constants,
Un laboratoire qui produirait des résultats
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extrémement variables pour un produit
toxique de référence aurait des limites de
contrdle tres larges; un nouveau point de
données pourrait se trouver a I’intérieur de
ces limites mais n’en représenterait pas
moins une variation non souhaitable des
résultats d’essais. A titre provisoire,
Environnement Canada (1990a) propose un
coefficient de variation se situant entre 20 et
30 % comme limite générale pour les
résultats d’essais de produits toxiques de
référence.

Les solutions meres de phénol devraient €tre
préparées le jour méme de leur utilisation.
On devrait employer du suifate de zinc
(généralement de formule ZnSO4.7H20 et
d’une masse moléculaire égale a 4,398 fois
celle du zinc) pour la préparation des
solutions meres de zinc, qui devraient étre
acides (pH de 3 a 4). On peut utiliser ces
solutions dés leur préparation ou les
conserver a ’obscurité a une température de
4 + 2 °C pendant plusieurs semaines. Les
concentrations de zinc devraient étre
exprimées en mg de Zn**/L.

Dans toutes les solutions méres, les
concentrations des produits toxiques de
référence devraient étre mesurées au moyen
de méthodes chimiques appropriées (p. ex.,
APHA et al., 1989). Au moment de la
préparation des solutions d’essai, on devrait
prélever des aliquotes au moins dans la
solution témoin et dans les concentrations
supérieure, moyenne et inférieure; il faudrait
analyser immédiatement ces aliquotes ou les
ultérieure, au cas ot la CSEO ou la CI, se
révélerait atypique (2 I’extérieur des limites
de contrdle). Si elles sont stockées, ces
aliquotes devraient étre conservées a
Pobscurité, a une température de 4 £2 °C. 1l
faudrait préserver les solutions de phénol et
de zinc avant de les stocker (APHA et al.,
1989). On devrait analyser sans délai les



aliquotes stockées nécessitant un dosage,
aussitot I’essai de toxicité terminé. I est
souhaitable de mesurer les concentrations
dans les mémes solutions a la fin de I’essai,
une fois les observations d’ordre biologique
terminées. Le calcul de la CSEO ou de la CI,
devrait reposer sur la moyenne géométrique
des concentrations mesurées, si ces
concentrations différent sensiblement (soit
de 20 % ou plus) des concentrations
nominales et si les analyses chimiques sont
d’une exactitude satisfaisante.

4.4 Observations et mesures

Pendant les essais E, EL et ELA, le nombre
d’organismes morts dans chaque répétition
doit étre relevé quotidiennement. Le nombre
d’alevins présentant des malformations dans
chaque aquarium doit également étre noté
tous les jours pendant les essais EL et ELA.
11 faudrait éliminer tout embryon, larve ou
alevin mort dé&s que possible?; il ne faut pas
enlever les sujets vivants, que ceux-ci
présentent des malformations ou non. Quand
on enleve les sujets morts, il faut prendre
bien soin de ne pas heurter ou endommager
les embryons et les larves vivants, qui sont
extrémement délicats et sensibles (cf.
sous-section 4.2). Pour s’assurer que les
oeufs opaques non fécondés ne sont pas
confondus et dénombrés avec les embryons
morts, il faut vérifier le stade de
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développement embryonnaire de tous les
oeufs opaques retirés des tours d’incubation
et n’ayant pas atteint le stade d’oeuf
embryonné*C.

A la fin de I’essai ELA, il faut consigner le
poids de chaque poisson survivant dans
chaque récipient au centi¢me de gramme
pres (0,01 g). C’est le poids sec qu’on doit
mesurer (aprés 24 h d’exposition des
poissons a une température de 60 °C); il est
toutefois recommandé de mesurer tant le
poids frais que le poids sec. Il est aussi
recommandé de peser les alevins compris
dans un sous-échantillon prélevé dans
chaque répétition apres qu’au moins 50 %
des poissons survivants ont commencé a
nager librement mais avant qu’on ait
commencé a les nourrir (¢f. division 4.3.6 et
note 23, p. 29).

Au cours des essais EL et ELA, il faudrait
consigner quotidiennement le nombre
d’embryons éclos et, dans le cas de I’essai
ELA, le nombre d’alevins nageant librement
dans chaque aquarium. Il est recommandé de
signaler les cas d’aspect ou de comportement
anormal observés pendant ces deux types
d’essais. Par comportement anormal, on
entend une mauvaise coordination des
mouvements de nage, une passivité
anormale, un comportement atypique au
moment des distributions d’aliments, une
hyperventilation ou une perte d’équilibre.

29 Chez les jeunes embryons, on reconnait la mort & une perte accusée de transparence et a un changement de
couleur causé par la coagulation ou la précipitation des protéines, donnant un aspect blanc opaque a I’ oeuf.
Chez les embryons plus agés, la mort est caractérisée par I’absence de mouvement et de battement cardiaque.
Chez les larves et les alevins, les signes de la mort sont I’immobilité, I’absence de réaction aux stimuli
mécaniques, ainsi que I’absence de mouvement respiratoire et de battement cardiaque; on observe aussi
habituellement une coloration blanc opaque du systéme nerveux central.

30 Les embryons morts et les oeufs non fécondés sont déposés dans une solution saturée de sel ou dans une solution
d’acide acétique cristallisable, de méthanol et d’eau (1:1:1, V/V), jusqu’a ce qu’ils deviennent transparents. On
les examine ensuite a 1’oeil nu ou, au besoin, au microscope a dissection afin de chercher des signes de division
du disque germinatif ou une bande blanche (qui serait I’embryon).



4.5 Résultats et calculs

Les résultats biologiques qui doivent étre
utilisés pour ces essais sont les suivants :
I’augmentation de la mortalité (essais E, EL
et ELA); I'augmentation de la fréquence des
malformations (essais EL et ELA); et les
effets nocifs sur la croissance révélés par le
poids sec atteint (essai ELA). Dans chaque
cas, on évalue I’effet en comparant les sujets
soumis a I’essai aux sujets témoins. L'effet le
plus sensible (soit le résultat qui indique un
changement statistiquement significatif a la
concentration la plus faible) est retenu
comme indication concluante de toxicité
(Woltering, 1984; Birge et Black, 1990).

I est également recommandé de consigner
les résultats suivants : le délai le plus long
avant I’éclosion d’au moins 90 % des oeufs
(essais EL et ELA); le délai le plus long
avant qu’au moins 50 % des alevins se
mettent a nager librement (essai ELA); la
fréquence la plus élevée de comportement
anormal (essais EL et ELLA); le pourcentage
le plus bas d’éclosion aprés I’éclosion d’au
moins 90 % des embryons témoins
survivants (essais EL et ELA); le
pourcentage le plus bas d’alevins nageant
librement apres qu’au moins 50 % des
alevins t¢émoins survivants se sont mis a
nager (essai ELA); et le poids le plus faible
d’un sous-échantillon d’alevins survivants
prélevé apres qu’au moins 50 % des
poissons survivants dans le méme récipient
d’essai se sont mis a nager (essai ELA)

(cf. division 4.3.6 et sous-section 4.4). Dans
chaque cas, il faut comparer le résultat
obtenu chez les sujets soumis a 1’essai au
résultat observé chez les sujets témoins.
Comme pour les résultats exigés décrits au
paragraphe précédent, tout effet nocif
significatif touchant I’un ou 1’autre de ces
résultats est considéré comme une indication
concluante de toxicité.

La biomasse totale de chaque répétition
constitue un autre résultat biologique. On
pourrait s’en servir pour évaluer le succés de
I’éclosion, le poids des alevins et le nombre
de survivants®'. L’ obtention de ce résultat,
qui pourrait se révéler treés sensible, est aussi
recommandée.

Il est recommandé de calculer la
concentration inhibitrice produisant un
pourcentage d’effet donné (Cl,) si ’on veut
estimer ponctuellement la concentration
d’une substance produisant un certain degré
d’effet. Le pourcentage choisi par
I’expérimentateur correspond habituellement
a une diminution de 25 % (ou de 20 %) du
rendement des sujets soumis a I’essai par
rapport a celui des poissons témoins. Dans le
cas qui nous occupe, il s’agirait de 25 % de
perte de poids, d’augmentation de la
mortalité ou de la fréquence des anomalies,
ou encore d’un autre effet mesuré, toujours
par rapport aux poissons témoins. La CI,
fournit une mesure utile de I’effet, souvent
plus sensible et plus souhaitable que les
CSEO/CMEO déterminées par vérification

31 Pour analyser les résultats, on comparerait de la biomasse totale de chaque répétition a celle des autres
concentrations utilisées. Si le nombre initial de poissons différait d’un récipient a un autre, on pourrait
comparer les résultats statistiques, soit le quotient de la biomasse totale des survivants dans un récipient d’essai
par le nombre de sujets dans ce récipient au début de I’essai. Il s’agit peut-&tre d’'une démarche plus rationnelle;
en particulier, il est utile de combiner en un seul chiffre les renseignements sur la mortalité et sur la croissance.
Cette méthode deviendra sans doute d’un emploi beaucoup plus répandu dans I’avenir; cependant au moment
de la rédaction du présent rapport, elle n’est pas encore trés utilisée, et on ne peut donc pas la considérer
comme une pratique courante. On pourrait la perfectionner de fagon a corriger la mortalité chez les sujets
soumis a }’essai en fonction de la mortalité observée chez les poissons témoins. Les poissons tués
accidentellement par I’expérimentateur ne seraient naturellement pas inclus dans le nombre total de poissons
considérés comme ayant été soumis a I’essai dés le début.



d’hypotheses (Suter et al., 1987). En
particulier, on peut calculer des limites de
confiance, ce qui permet de procéder a une
comparaison statistique des diverses valeurs
de cette variable. Pour entreprendre une
analyse de cette nature, on pourrait
commencer par tracer le graphique du poids
en fonction du logarithme de la
concentration d’essai, puis relever la Cls (ou
la Clo) sur ce graphique, qui permettrait
aussi de vérifier les résultats d’opérations
mathématiques. On peut réaliser une
estimation mathématique de la CI, au moyen
d’une méthode directe d’interpolation
linéaire (EPA, 1989, annexe J). La CI, et ses
limites de confiance peuvent étre calculées a
I’aide d’un programme informatique appelé
BOOTSTRP (Norberg-King, 1988; EPA,
1989)*, qui requiert un ordinateur équipé
d’un coprocesseur mathématique. Il ne faut
pas oublier que toute CI,, qu’il s’agisse
d’une Clss, d’une Clyg, d’une Cls ou d’une
CI,, demeure par définition une
concentration d’une substance qui entraine
un effet nocif a un degré déterminé; a
proprement parler, il ne s’agit pas d’une
concentration sans effet.

On peut obtenir statistiquement une CSEO et
une CMEO en appliquant la méthode de
vérification des hypotheéses; le calcul de ces
deux concentrations est recommandé. Les
méthodes de calcul et les principes de base
sont exposés en détail dans un rapport de
I’EPA (1989). Cette démarche comporte
certaines limites quant a I’ordre de grandeur
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de la différence pouvant étre détectée. Si1’on
se fonde uniquement sur les différences
statistiquement significatives entre sujets
traités et sujets t€émoins, la détermination des
différences peut dépendre pour une large part
de la taille des échantillons et des variations
dans les répétitions. La CSEO n’est pas non
plus, a proprement parler, une concentration
sans effet; c’est plutot une concentration
«n’entrainant pas de différence significative».
En outre, dans un laboratoire ol la variation
serait élevée ou le nombre de répétitions
réduit, on pourrait obtenir une CMEO plus
élevée que dans un laboratoire ou la -
variation serait moindre ou le nombre de
répétitions plus élevé. Il y aurait lieu de
consulter un statisticien pour I’analyse des
résultats selon cette méthode.

En ce qui a trait au poids des alevins, on
détermine la CSEO et la CMEO a partir du
poids sec final des poissons survivants dans
chaque récipient contenant la solution
témoin ou une des solutions d’essai d’eaux
usées ou de produit chimique. Si, a une
certaine concentration, les sujets de tous les
récipients sont morts, il faut exclure cette
concentration de ’analyse. Quant a la
mortalité et au nombre de poissons
présentant des malformations ou des
anomalies, on détermine la CSEO et la
CMEO indépendamment et de la méme
fagon. L’analyse des autres résultats
recommandés s’effectue selon la méme
méthode. La paire CSEO/CMEDQO la plus
basse quant au poids, a la mortalité, aux

32 Le calcul de la ClIp repose sur I’hypothése que I’effet mesuré consiste en une réduction du rendement des sujets
soumis a I’essai par rapport aux témoins. Toutefois, dans certains cas, on pourrait observer un effet stimulant a
de faibles concentrations (p. ex., augmentation de la croissance, de la survie, etc.), suivi d’un effet inhibiteur 2
des concentrations plus élevées. 11 faut noter qu’un effet stimulant ne peut étre considéré comme strictement
positif, pas plus qu’un effet inhibiteur ne peut étre qualifi€ de purement nocif; ce qu’on mesure, c’est I’écart par
rapport & la norme (soit les sujets témoins). A I'heure actuelle, les avis sont partagés quant a I'inclusion des
effets stimulants dans les effets sublétaux servant au calcul de la Clp. Lorsqu’on observe des effets stimulants,
il est proposé de calculer la CI}, de deux fagons : en acceptant les effets stimulants comme de véritables écarts
par rapport aux observations effectuées chez les témoins, au méme titre que les effets inhibiteurs; et en ne
considérant que les effets inhibiteurs  titre d’écarts véritables (c.-a-d. en réunissant les données indiquant la
présence d’effets stimulants a de faibles concentrations et les données relatives aux sujets témoins).



malformations ou a un autre effet est
considérée comme le résultat global de
Pessai.

Les méthodes statistiques a employer sont
fournies dans le programme informatique
TOXSTAT? (Gulley er al., 1989), dont on
peut se procurer une version a jour en
communiquant avec Environnement Canada
(cf. annexe B). On commence par vérifier la
normalité et ’homogénéité des données, puis
on applique des tests de signification
appropriés selon différents types précis de
distribution. Le programme TOXSTAT
prévoit aussi des tests convenant aux cas ol
le nombre de répétitions est inégal, a la suite
de pertes accidentelles ou pour toute autre
raison.

Si les données sont réguliéres (c.-a-d.
aléatoires, indépendantes, normales,
homogenes, etc.) ou peuvent le devenir au
moyen de transformations appropriées, on
effectue une analyse de la variance.
Généralement, la vérification des différences
entre chaque concentration et le témoin est
réalisée a I’aide du test de Williams. Ce test
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est offert dans le programme TOXSTAT et
est congu de fagon a étre sensible a la
relation entre le degré d’un effet et I’ordre de
grandeur des concentrations (Gulley et al.,
1989). L’emploi du test de Williams
(Williams, 1971 et 1972) est recommandé,
car il est plus puissant que le test de Dunnett.
Celui-ci, qui est un test normalisé a
comparaisons multiples, permet d’estimer la
différence significative minimale (DSM),
soit la différence des poids moyens ou des
mortalités moyennes qui devrait exister entre
un groupe exposé a une concentration
donnée et le groupe témoin avant que I’on
puisse conclure a un effet significatif
attribuable a I’exposition. Cependant, ce test
ne tient pas compte de 1’ordre de grandeur
des concentrations d’essai; il ne constitue
donc pas une fagon particulierement efficace
de distinguer les effets toxiques dans les
essais de toxicité (Masters et al., 1989). Si le
nombre de répétitions est inégal, on
substituera le test t de Bonferroni au test de
Williams ou au test de Dunnett.

On calcule souvent la moyenne géométrique
de la CSEO et de la CMEO parce qu’il est

33 Les méthodes du programme TOXSTAT (Gulley et al., 1989) ne sont pas reprises ici en détail parce qu’il est
tres facile d’observer les instructions écrites accompagnant le programme sur disquette. Essentiellement, la
normalité et I'homogénéité des données sont respectivement évaluées au moyen du fest de Shapiro-Wilks et du
test de Bartlett. Si les données ne satisfont pas aux exigences, il est possible de les transformer au moyen de
logarithmes ou de fonctions arc sinus. Toutefois, il se pourrait que cette transformation se traduise par une
diminution de la sensibilité de I’analyse et de la capacité de I’essai de toxicité de détecter des différences.

Les vérifications de la normalité et de I’homogénéité de la variance peuvent elles-mémes créer des problémes.
Par exemple, il est possible que le test de Shapiro-Wilks sur la normalité ne soit pas trés puissant et que le test
de Bartlett, qui sert & évaluer I’homogénéité, soit trés sensible aux écarts par rapport a la normale. Cependant, le
test 7 {ct lcs tests apparentés) peut étre trés puissant et compenser de tels écarts, pourvu que les échantillons
soient de taille égale. Par conséquent, si I’on a des échantillons de méme taille, I’analyse de la normalit€ et de
I’homogénéité des hypothé&ses ne serait pas nécessaire.

Lorsqu’un ensemble de données ne répond pas aux exigences en matiere de normalité ou d’homogénéité et ne
se préte pas a une transformation, on peut recourir a des tests non.paramétriques compris dans le programme
TOXSTAT (le test de Steel ou le test de Wilcoxon, applicable quand le nombre de répétitions est inégal). Ces
options non paramétriques constituent des outils puissants pour le traitement de données dont la distribution
n’est pas normale. Elles sont toutefois moins puissantes que les tests paramétriques quand on les applique a des
données dont la distribution est normale; dans un tel cas, elles pourraient ne pas permettre la détection de
différences réelles d’effet et occasionner une sous-estimation de la toxicité sublétale. En outre, il faut noter que
quatre répétitions sont nécessaires pour qu’on puisse les employer.



plus pratique d’avoir une seule valeur plutot
que deux. Cette valeur peut étre utilisée et
consignée, pourvu qu’on reconnaisse qu’il
s’agit d’une estimation arbitraire d’un seuil
d’effet qui pourrait en fait se situer n’importe
ou dans I’intervalle entre la CSEO et la
CMEQO. La valeur calculée de la moyenne
géométrique dépend des concentrations
choisies par I’expérimentateur en vue de
I’essai. Il est impossible de calculer les
limites de confiance d’une moyenne
géométrique, non plus que d’une CSEO ou
d’une CMEQ, mais ces concentrations
indiquent les limites de la valeur estimée.

Aux Etats-Unis, la moyenne géométrique de
la CSEO et de la CMEO est souvent appelée
«seuil de toxicité chronique» (chronic
value), mais ce terme peut étre un peu
trompeur, parce que la durée d’exposition
pendant les essais EL et ELA ne représente
qu’environ 5 a 10 % de la durée de vie
normale d’un salmonidé; on ne peut donc la
qualifier de chronique. En pareil cas, la
moyenne est parfois appelée «seuil de
toxicité subchronique» (subchronic value).
On pourrait utiliser I’expression
concentration seuil d’effet (CSE) pour
désigner la valeur calculée, le mot «seuil»
signifiant ici «point a partir duquel un effet
commence a se manifester». Cela ne veut
pas dire qu’il n’existe aucun effet non
détecté a de plus faibles concentrations; en
effet, la CSE n’est qu’une estimation
ponctuelle dérivée de la CSEO et de la
CMEQ, qui constituent les limites du seuil a
partir duquel on observe une différence
significative minimale par rapport aux
témoins.

Pour les essais a concentration unique, un
test ¢ constitue normalement la méthode a
employer pour comparer les données
obtenues dans la concentration d’essai et
dans le témoin. La méthode d’application

d’un test 7 peut étre tirée de n’importe quel
manuel de statistique. On considére que la
substance a expérimenter exerce un effet
lorsque le poids des poissons est
significativement inférieur ou que la
mortalité ou la fréquence des malformations
(ou de tout autre effet optionnel pertinent
dans le cadre de I’essai mené) est
significativement supérieure chez les sujets
soumis a ’essai a ce qu’ils sont chez les
sujets témoins. Les exigences relatives a
I’homogénéité de la variance et a la
normalité des données (EPA, 1989,

annexe H; Gulley et al., 1989) doivent €tre
respectées avant I’application du test ¢
normalisé. Si les données ne sont pas
conformes aux exigences, on peut choisir un
test non paramétrique apres consultation
d’un statisticien; a ce jour, aucun test
particulier ne semble étre devenu d’usage
courant.

Dans certains cas, les répétitions de 1’essai
pourraient ne pas étre constituées de diverses
concentrations d’'un méme effluent ou
produit chimique, mais plutot d’un ensemble
d’échantillons différents, comme des
effluents non dilués provenant de diverses
installations industrielles ou encore des eaux
de surface prélevées en divers endroits. On
pourrait alors chercher a déterminer non
seulement si chaque échantillon différe du
témoin, mais également si les échantillons
different les uns des autres. Une option du
programme statistique TOXSTAT permet
cette comparaison (test de Tukey). Dans ce
cas, les résultats relatifs a chaque échantillon
devraient étre exprimés non pas sous forme
de CSEO/CMEO ou de CIj, mais bien d’un
rapport entre les effets (mortalité, diminution
de poids, malformations, etc.) observés chez
les sujets traités et chez les témoins; on
devrait aussi indiquer si la différence entre
les deux valeurs est significative.



4.6 Validité de l’essai

En partant du principe que toutes les
méthodes et conditions recommandées ont
été observées, la validité de 1’essai doit étre
fondée sur les points suivants : le
pourcentage d’oeufs non fécondés; la
mortalité chez les poissons témoins; la
variation du poids des sujets t€émoins (essais
EL et ELA seulement); la stabilité de la
température de I’eau; et le maintien de sa
teneur en OD.

Le nombre moyen d’oeufs non fécondés
dans les récipients t¢émoins et dans chaque
concentration d’essai ne doit pas dépasser
30 % du nombre total d’oeufs déposés dans
chaque récipient au début de ’essai®. Les
résultats de I’essai ne seraient pas valides si
le taux de fécondation moyen dans le témoin
ou dans tout récipient d’essai était inférieur a
70 %. Le cas échéant, on devrait mettre fin a
I’essai dés que possible apres avoir
déterminé le nombre total d’oeufs non
fécondés (soit a la fin de la période de

sept jours [essai E] ou une fois atteint le
stade d’oeuf embryonné [essais EL et ELA]),
et recommencer du début avec un nouveau
lot d’oeufs récemment fécondés.

Chez les sujets témoins, la mortalité
moyenne ne doit pas dépasser 30 % entre la
fécondation et 1’éclosion (oeufs non
fécondés exclus), et 20 % entre 1’éclosion et
la fin de I’essai. Si la mortalité moyenne
dépasse 30 % chez les embryons témoins
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et 20 % chez les larves témoins, I’essai doit
étre considéré comme non valide.

Le coefficient de variation (CV = 100 x
I’écart-type divisé par la moyenne) du poids
chez les sujets témoins ne doit pas dépasser
20 % ala fin de I’essai EL et 30 % a la fin de
I’essai ELA. Les résultats de I’essai doivent
étre mis en doute et considérés comme non
valides si ce coefficient est supérieur a ces
valeurs.

En tout temps, la différence de température
de I’eau entre deux récipients d’essai ne doit
pas dépasser 2 °C. En outre, la différence de
température moyenne pondérée dans le
temps entre deux récipients doit étre d’au
plus 1 °C (ASTM, 1989). Comme le
développement et la croissance de
salmonidés aux premiers stades de leur cycle
biologique sont étroitement liés a la
température de 1’eau, I’essai sera considéré
comme non valide si I’on observe un écart
de température plus considérable. Les
problemes relatifs a la stabilité de la
température sont habituellement la
conséquence directe d’insuffisances dans les
installations d’essai et I’équipement de
régulation de la température.

Sauf lorsque les objectifs de I’essai
prévoient des conditions différentes

(cf. division 4.3.4), la teneur en OD doit se
situer entre 60 et 100 % de la valeur de
saturation en air dans chaque récipient
d’essai, tout au long de I’essai. Des écarts,

34 Plus précisément, il s’agit de "hypoth&se suivante : tous les éléments de I'appareillage et toutes les substances
étaient identiques dans chaque répétition; tous les traitements ont été assignés a des récipients d’essai de fagon
aléatoire; tous les organismes ont été répartis dans les aquariums de fagon aléatoire; on n’a pas mis fin 4 I’essai
prématurément; enfin, toutes les variables physico-chimiques et biologiques requises ont fait I’objet d’une

surveillance conforme aux prescriptions.

35 Si le taux de fécondation moyen chez les sujets témoins ou exposés 2 une concentration d’essai est égal ou
supérieur a 70 %, il est recommandé d’effectuer une analyse statistique fondée sur le test de khi-carré afin de
prouver que la proportion d’oeufs fécondés dans chaque traitement est considérée égale. Méme si le taux de
fécondation ne dépend pas du traitement, le nombre d’ocufs fécondés par traitement guidera le choix des
analyses statistiques des résultats (¢f. sous-section 4.5).



mémes temporaires, hors de cet intervalle
peuvent influer sur le développement, la
croissance et la survie des embryons, des
larves et des alevins. Normalement, on
considere que I’essai n’est pas valide si, a
tout moment, la teneur en OD se situe hors
des limites prescrites dans un ou plusieurs
des aquariums. Cependant, lorsque la
substance a expérimenter a une demande en
oxygene suffisamment élevée pour empécher
le maintien d’une teneur en OD égale ou
supérieure 8 60 % dans une ou plusieurs des
solutions, on pourrait considérer les résultats
comme valides, a condition que I’interaction
entre le stress imputable a une faible
oxygénation et le stress occasionné par
I’exposition a la substance a expérimenter
soit considérée comme une partie de 1’effet
mesuré (cf. division 4.3.4).

40

4.7 Considérations juridiques

On doit veiller a ce que les échantillons
prélevés et soumis a des essais soient
recevables en preuve en cas-de poursuites
judiciaires. Pour cela, les échantillons
doivent : €tre représentatifs de la substance
échantillonnée; ne pas étre contaminés par
des substances étrangeres; étre identifiés
avec précision (date, heure et lieu du
prélévement); étre accompagnés des
documents voulus pour établir la chaine de
possession; et étre analysés le plus tot
possible aprées leur prélévement. Les
personnes responsables de I’exécution de
I’essai et de la rédaction du proces-verbal
doivent assurer la continuité de la preuve en
cas de procédures judiciaires (McCaffrey,
1979) ainsi que I'intégrité des résultats
obtenus.



Section 5

Meéthodes particulieres pour I’essai de produits chimiques

La présente section énonce des instructions
particuliéres pour I’essai de produits
chimiques, qui viennent s’ajouter aux
méthodes décrites dans la section 4. On
réalise habituellement un essai a
concentrations multiples afin de déterminer
la CSEO/CMEDO ou la CI,. Il se pourrait
également qu’il soit nécessaire de prévoir
trois répétitions, soit le nombre minimal
exigé pour I’analyse statistique des résultats,
en vertu de réglements relatifs a
I’homologation de pesticides ou de produits
chimiques de catégorie semblable.

5.1 Choixde essai

Selon les objectifs et les exigences en
matiére de réglementation, I’essai visant a
évaluer la toxicité de produits chimiques
chez des salmonidés aux premiers stades de
leur cycle biologique peut étre un essai sur
des embryons (E), un essai sur des embryons
et des larves (EL) ou un essai sur des
embryons, des larves et des alevins (ELA)
(cf- divisions 4.3.1 et 4.3.6). L’essai ELA
pourrait convenir plus particuli€rement aux
évaluations exigées en vertu de réglements
relatifs a I’homologation de pesticides ou de
produits chimiques de catégorie semblable,
ou d’autres reglements visant les produits
chimiques. Il pourrait également se préter a
certains travanx de recherche visant a fournir
une évaluation concluante de la toxicité d’un
produit chimique chez des salmonidés. On
pourrait réaliser I’essai EL afin de comparer
la toxicité relative de plusieurs produits

chimiques chez des salmonidés ou dans un
autre but, tandis que I’essai E servirait a une
surveillance fréquente. Le choix de I’essai le
plus approprié dépend des caractéristiques
physico-chimiques et du mode d’action
toxique de la substance a expérimenter.
Avant de recourir systématiquement a
I’essai E, il est recommandé d’en comparer
la sensibilité avec celle de I’essai ELA, plus

~ concluant, afin de s’assurer que les résultats

de I’essai E seront suffisamment probants
pour satisfaire aux objectifs poursuivis.

5.2 Propriétés, étiquetage et stockage
des échantillons '

On devrait obtenir des renseignements sur
les propriétés du produit chimique a
expérimenter, notamment sa solubilité dans
I’eau, sa tension de vapeur, sa stabilité
chimique, ses constantes de dissociation et
sa biodégradabilité. Il faudrait consulter la
fiche technique sur la sécurité d’utilisation
de ce produit, s’il en existe une. Lorsque la
solubilit€¢ d’un produit dans 1’eau est
incertaine ou fait probléme, il faudrait
recueillir et consigner les méthodes
admissibles employées antérieurement pour
préparer des solutions aqueuses de ce
produit. Il faudrait également recueillir et
noter les autres renseignements existants
relatifs au produit, comme sa formule
développée, son degré de pureté, la nature et
le pourcentage des impuretés a considérer, la
présence et la quantité d’additifs ainsi que le
coefficient de partage n-octanol/eau’®.

36 La connaissance des propriétés du produit chimique aide 2 déterminer les précautions ou exigences particulieres
requises pour sa manipulation et pour les essais (p. ex., conditions particulieres d’aération, usage de solvants).
Les renseignements relatifs a la solubilité et a la stabilité chimique du produit en eau douce sont également

utiles a I'interprétation des résultats.



Il faudrait en outre disposer d’une méthode
acceptable de dosage du produit dissous
dans 1’eau aux concentrations prévues pour
’essai, ainsi que de données établissant la
précision et I’exactitude des résultats.

5.3 Préparation des solutions d’essai

Normalement, on prépare les solutions
d’essai d’un produit chimique en ajoutant
des aliquotes d’une solution meére a de I’eau
de contrdle/de dilution. Par ailleurs, dans le
cas de solutions treés concentrées ou de
grands volumes, on peut ajouter des
quantités prépesées (a I’aide d’une balance
de précision) du produit chimique dans de
I’eau de contrdle/de dilution, de fagon a
obtenir les teneurs nominales a expérimenter.
SiI’on utilise une solution meére, il faudrait
déterminer la concentration et la stabilité de
la substance dans cette solution avant de
commencer 1’essai. Les solutions méres
sujettes a la photolyse devraient étre
conservées a I’abri de la lumiére, et les
solutions instables doivent tre préparées
aussi souvent qu’il le faut pour que les
concentrations demeurent les mémes 2
chaque renouvellement des solutions d’essai.

Dans le cas de substances ne se dissolvant
pas facilement dans 1’eau, on peut préparer
les solutions méres au moyen de la technique
de la colonne génératrice (Billington et al.,
1988; Shiu et al., 1988) ou, en deuxieme
recours, par dispersion ultrasonique. La
dispersion ultrasonique peut produire des
gouttelettes non uniformes et de taille
différentes, dont certaines pourraient migrer
vers la surface du liquide ou présenter une
biodisponibilité variable, ce qui créerait des
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variations de la toxicité du produit. On ne
devrait pas utiliser de solvants,
d’émulsifiants ou de dispersants organiques
afin d’augmenter la solubilité du produit,
sauf lorsque ces substances pourraient étre
incorporées a des préparations commerciales
de ce produit. Le cas échéant, on devrait
préparer un témoin supplémentaire
renfermant la plus forte concentration de
I’agent solubilisant qu’on retrouve dans les
solutions d’essai. Il faudrait utiliser ces
agents parcimonieusement, leur
concentration ne devant pas dépasser

0,1 mL/L dans toute solution d’essai. Dans
le cas des solvants, il est préférable d’utiliser
les produits suivants : diméthylformamide,
triéthyleneglycol, méthanol, éthanol et
acétone (EPA, 1985b).

5.4 Eau de contréle/de dilution

L’eau de contrdle/de dilution peut €tre de
I’eau naturelle souterraine ou de surface, de
I’eau reconstituée, de I’eau municipale
déchlorée (en dernier recours;

¢f. sous-section 3.4) ou un échantillon de
milieu récepteur, si ’on s’intéresse
particuliérement a une situation locale. Le
choix de I’eau de contrdle/de dilution dépend
de I’objet de I’essai’’.

Si un degré élevé de normalisation est exigé
(p. ex., lorsqu’il faut comparer des mesures
de la toxicité d’un produit chimique a
d’autres mesures obtenues ailleurs ou
concernant d’autres produits), il faudrait
utiliser de I’eau reconstituée douce (dureté
de 40 4 48 mg/L de CaCOs, pH de 7,224 7,5)
pour la préparation de toutes les dilutions et

37 Le volume d’eau nécessaire, qui varie selon I’essai choisi (E, EL ou ELA) ou le mode de renouvellement des
solutions (continu ou périodique), pourrait aussi influer sur le choix de I’eau de contrdle/de dilution

(cf. sous-section 6.1, y compris les notes).
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du témoin® (EPA; 1985b; Environnement d’applications intentionnelles de substances
Canada, 1990b). chimiques (p. ex., pulvérisation d’un
pesticide). On peut également employer a
Si I’on doit évaluer la toxicité d’un produit cette fin I’eau naturelle habituellement
chimique dans un milieu récepteur : utilisée au laboratoire, surtout quand il se
particulier, on pourrait prélever des révele peu pratique de prélever et d’utiliser
échantillons de ce milieu en un point a I’abri un milieu récepteur. L’eau normale du
de I’influence du produit et les utiliser laboratoire convient aussi a d’autres usages
comme eau de contrdle/de dilution®. Par (p. ex., évaluation préliminaire ou
exemple, il peut s’agir d’évaluer I’effet intralaboratoire de la toxicité d’un produit
toxique réel ou potentiel, sur un plan d’eau chimique).

particulier, de déversements ou
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Etant donné que le pH, la dureté et d’autres caractéristiques de 1’eau de dilution peuvent influencer fortement la
toxicité de la substance a expérimenter, I’ utilisation d’une eau reconstituée normalisée permet d’obtenir des
résultats se prétant a une comparaison valable avec ceux d’autres laboratoires. Bien qu’il soit souhaitable de
soumettre a I’essai les embryons, les larves et les alevins dans de I’eau reconstituée, cela est rarement réalisable
a cause des grandes quantités d’eau exigées. Cependant, dans certains laboratoires, cela pourrait étre possible
pour les essais a renouvellement périodique; il est donc recommandé d’utiliser de I'eau reconstituée a cette fin,
dans la mesure du possible. On prépare de 1’eau douce reconstituée en ajoutant les quantités suivantes de sels
de qualité «réactif» a de I’eau désionisée et filtrée au charbon ou a de I’eau distillée au verre (ASTM, 1991b) :

Sel Formule mg/L
Bicarbonate de sodium NaHCO3 48
Sulfate de calcium CaS0O4.2H20 30
Sulfate de magnésium  MgSQO4 30
Chlorure de potassium KCI 2

L’eau reconstituée devrait reposer pendant quelques jours (EPA, 1985b) et étre aérée vigoureusement avant usage.
On peut s’attendre que sa dureté totale se situe entre 40 et 48 mg/L de CaCOs3 et que son pH soitde 7,4 £ 0,2.

La toxicité des contaminants se trouvant déja dans le milieu récepteur pourrait s’ ajouter a celle du produit
chimique a expérimenter. Dans ce cas, I’emploi d’une eau de dilution non contaminée (naturelle, reconstituée
ou municipale déchlorée) permettrait d’obtenir une évaluation plus juste de la toxicité associée au déversement
ou a la pulvérisation de ce produit, mais pas nécessairement de son effet global sur I’endroit visé.

Quand I’essai vise a déterminer |’effet d’un produit chimique particulier sur un milieu récepteur donné, il
importe peu que ce milieu modifie la toxicité de I’échantillon parce qu’il contient d’autres substances toxiques
ou, inversement, des substances réduisant I’effet toxique, comme les acides humiques. En cas d’accroissement
de la toxicité attribuable au milieu récepteur, il convient d’inclure dans I’essai, au minimum, un deuxieéme
témoin constitué d’eau du laboratoire et, au maximum, une autre série de récipients d’essai contenant des
solutions préparées avec de I'eau du laboratoire.

1l serait souhaitable de soumettre a ’essai les embryons, les larves et les alevins en utilisant de I’eau provenant
du milieu récepteur comme eau de contrble/de dilution, mais cela est rarement possible & cause de la nécessité
de transporter de grandes quantités d’eau. Il pourrait étre possible d’apporter au laboratoire la quantité
nécessaire de milieu récepteur dans le cas de I’essai E et dans le cas d’essais EL et ELA réalisés pres de
I’endroit visé.

Une solution de rechange (ou un compromis) quant a I’utilisation du milieu récepteur comme eau de contrdle/de
dilution consiste a ajuster le pH et la dureté de I’eau du laboratoire (ou d’une eau reconstituée) de fagon qu’ils
correspondent a ceux du milieu récepteur. Selon le cas, cet ajustement (réalisé a I’aide de sels de qualité
«réactif»; ASTM, 1991b; EPA, 1985b) pourrait se faire en fonction de moyennes saisonniéres ou de valeurs
relevées dans le milieu récepteur & un moment particulier.



5.5 Observations et mesures

Outre les observations relatives a la toxicité
exposées a la sous-section 4.4, il faut
effectuer certaines observations et mesures
au cours des essais de produits chimiques.

Pendant la préparation des solutions et a
chacune des périodes d’observation
prescrites, on devrait examiner chaque
solution afin d’observer la présence et
I’évolution du produit chimique

(p. ex., odeur, couleur et opacité de la
solution, précipitation ou floculation du
produit). Toute observation devrait étre
consignée.

11 est souhaitable et recommandé d’analyser
les solutions d’essai afin de déterminer les
concentrations du produit chimique
auxquelles les embryons, les larves et les
alevins sont exposés*®. Si I’on entend le
faire, il faudrait prélever des aliquotes dans
tous les récipients d’essai ou I’on trouve les
concentrations supérieure, moyenne et
inférieure ainsi que le témoin. Les aliquotes
devraient étre prélevées, de préférence,
immédiatement avant le début de
I’exposition et toutes les semaines par la
suite, jusqu’a la fin de I’essai; chaque série
devrait faire I’objet d’une analyse distincte.
Dans le cas d’un essai a renouvellement
périodique, il faudrait recueillir les
échantillons au début et a la fin de chaque
période de renouvellement; en ce qui a trait
aux essais a renouvellement continu, on
effectuera deux prélevements par jour
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séparés par un intervalle d’au moins 8 h.
Toutes les aliquotes devraient étre prélevées,
préservées, stockées et analysées suivant les
meilleures méthodes €prouvées dont on
dispose pour déterminer la concentration du
produit chimique visé en solution aqueuse.

Si I’analyse chimique indique que les
concentrations ont diminué de plus de 20 %
pendant I’essai, on devrait évaluer de
nouveau la toxicité du produit chimique au
moyen d’un essai prévoyant un
renouvellement plus fréquent des solutions,
soit périodique, soit continu. Si I’on observe
une disparition rapide du produit chimique,
il pourrait étre possible d’en maintenir des
concentrations stables en solution (peut-étre
moins élevées, mais stables) en effectuant un
essai a renouvellement continu (McKim,
1985).

Pour tout essai ol I’on mesure les
concentrations, on devrait calculer et
exprimer la toxicité en fonction des
concentrations mesurées, a moins d’avoir de
bons motifs de douter de leur exactitude.
Aucx fins de ces calculs, chaque solution
d’essai devrait €tre caractérisée par la
moyenne géométrique des concentrations
mesurées auxquelles les poissons ont été
exposés.

5.6 Résultats et calculs

Le résultat statistique des essais de produits
chimiques est habituellement une CI; ou une
CSEO/CMEO applicable a la mortalité, a la

40 Il n’est pas nécessaire d’effectuer ces analyses dans tous les cas, en raison des limites inhérentes a I’analyse, des
coiits 2 engager ou de I’existence de données techniques antérieures indiquant que le produit est stable en
solution dans des conditions analogues a celles de I’essai.

Les analyses chimiques sont particulierement recommandables dans les circonstances suivantes (EPA, 1985b) :
les solutions d’essai sont aérées; la substance & expérimenter précipite ou est volatile ou insoluble; on sait que
cette substance est absorbée par les matériaux entrant dans la fabrication des récipients d’essai; ou il s’agit d’un
essai & renouvellement continu. Dans certains cas (p. ex., essai d’un pesticide a des fins d’homologation), la
mesure de la concentration du produit chimique dans les solutions d’essai peut étre obligatoire.



perte de poids ou a un autre des principaux
effets biologiques décrits a la

sous-section 4.5, Si I’on utilise un témoin
contenant un solvant, I’essai n’est pas
valable lorsque la mortalité est supérieure a
20 % dans ce t€émoin (ou dans de 1’eau de
contrdle non traitée).

Quand la solubilité de la substance a
expérimenter est maintenue par 1’ajout d’un
solvant ou d’un autre produit chimique dans
la solution, il ne faudrait pas ajouter les
données relatives a la solution témoin
contenant ce solvant a celles concernant
I’eau de contrdle/de dilution, comme cela est
permis dans le programme TOXSTAT, car
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les calculs pourraient s’en trouver faussés.
On doit comparer ces données a I’aide du
test ¢ de Student ou d’une autre méthode
statistique appropriée, afin de vérifier
I’absence d’effets significatifs liés i la
présence du solvant. Si I’on ne reléve aucun
effet de cette nature, on peut utiliser le
témoin contenant le solvant a titre de témoin
dans les autres calculs. Par contre, si ’on
observe des effets significatifs imputables au
solvant, I’essai n’est pas valide. Il est peu
avisé de regrouper les données relatives aux
deux types de témoins, parce que les
poissons exposés & I’eau de controle/de
dilution n’ont pas subi I'influence du solvant
comme tous les autres.



Section 6

Méthodes particuliéres pour I’essai d’échantillons
d’effluents, d’élutriats et de lixiviats

On trouvera dans la présente section des
instructions particuliéres relatives a 1’essai
d’échantillons d’effluents, d’€lutriats et de
lixiviats, qui viennent s’ajouter aux
méthodes décrites a la section 4.

6.1 Choix de lessai

L’essai E mené sur la truite arc-en-ciel
convient normalement a I’exécution
systématique (p. ex., trimestrielle) d’essais
d’échantillons d’effluents en vue d’assurer la
surveillance de la conformité aux réglements
(cf. division 4.3.1). Selon les objectifs
poursuivis et les réglements s’appliquant,
I’essai E pourrait également se préter a
I’évaluation d’échantillons d’élutriats ou de
lixiviats. Cependant, avant de recourir

systématiquement a cet essai de courte
durée, il faudrait en comparer la sensibilité
avec celle des essais EL ou ELA, de plus
longue durée. Selon la nature de
I’échantillon, le volume d’eau nécessaire, les
objectifs poursuivis, etc., les trois types
d’essais peuvent se préter a un
renouvellement périodique ou continu. Il
faudrait bien tenir compte des exigences
relatives au volume de I’échantillon avant
d’entreprendre tout programme d’essais*!.

Généralement, on ne filtre ni n’agite les
échantillons d’effluents, d’élutriats et de
lixiviats pendant I’essai. Cependant, la
présence dans un échantillon, a des
concentrations égales ou inférieures a
100 mg/L, de solides organiques ou

41 Les exigences relatives au volume de I’échantillon seront approximativement les mémes que le renouvellement
de I’eau soit périodique ou continu, mais elles varieront considérablement selon le type d’essai choisi. Voici
quelques exemples hypothétiques s’appliquant a la truite arc-en-ciel. Dans le cas d’un essai E, on peut
présumer que des oeufs de truite arc-en-ciel de taille moyenne pésent environ 75 mg chacun. Si chaque
récipient d’essai en contient 40, leur poids total sera d’environ 3 g et le volume d’eau nécessaire sera de 6 L/d
par récipient, donc de 18 L/d pour une concentration d’essai donnée (trois répétitions). Un essai portant sur une
série normale de cinq concentrations, dont une concentration non diluée, exigerait deux fois plus de substance a
expérimenter qu'un essai a concentration unique non diluée; aussi faudrait-il 36 L/d d’eau usée pour réaliser

I’essai.

Dans le cas d’un essai EL, on suppose que des larves de truite arc-en-ciel de taille moyenne pésent 130 mg
(c¢f. tableau 1). En comptant 100 larves par aquarium, trois aquariums par conceatration et cinq concentrations
d’essali, il faudrait 156 L/d d’eau, que I'essai soit a renouvellement périodique ou continu. Si I’on réalise un
essai ELA, les alevins de truite arc-en-ciel pesant entre 100 et 200 mg au départ (¢f. tableau 1) peuvent
atteindre 500 mg a la fin de I'essai. Pour permettre ce gain pondéral et en supposant que 1’on nourrisse

30 poissons par aquarium pendant 30 jours, il faudrait 180 L/d d’eau usée 2 la fin de I’essai.

En ce qui a trait aux essais EL et ELA, on pourrait économiser une quantité appréciable d’eau usée en
commengant par distribuer le volume d’eau quotidien minimal nécessaire et en augmentant ce volume
progressivement selon les besoins exacts de la biomasse réelle présente dans chaque aquarium. On peut
appliquer cette méthode tant que les groupes de répétitions restent intacts et ne sont pas mélangés entre eux.

Etant donné le volume d’eau nécessaire a la réalisation des essais EL et ELA, il pourrait étre préférable
d’entreprendre ces essais sur place, a la source de P'effluent, de I’¢lutriat ou du lixiviat, dans un laboratoire

mobile.



inorganiques en suspension ou décantables
peut nuire au développement des embryons,
des larves ou des alevins et occasionner des
réactions de stress, une diminution de la
croissance ou d’autres effets sublétaux chez
les alevins et les poissons ayant atteint des
stades de développement plus avancés
(Noggle, 1978; McLeay et al., 1987; Servizi
et Martens, 1987). Dans certains types
d’effluents traités, la présence de
concentrations élevées de solides
biologiques peut aussi contribuer a une
augmentation de la toxicité de 1’échantillon,
a cause de la production d’ammoniac ou de
nitrites (Servizi et Gordon, 1986). Si I’on
soupgonne ’existence de fortes
concentrations de solides en suspension ou
décantables qui pourraient accentuer la
toxicité des effluents, des élutriats ou des
lixiviats, et si I’objet de I’étude est d’évaluer
quantitativement a quel point la présence de
ces solides fait augmenter la toxicité des
échantillons, il faudrait mener simultanément
un autre essai identique au premier, a ceci
pres que les solides contenus dans
I’échantillon seraient éliminés par filtrage ou
décantation.

6.2 Prélévement, étiquetage,
transport et stockage des
échantillons

Les contenants utilisés pour le transport et le
stockage des échantillons d’effluents,
d’élutriats et de lixiviats doivent étre
fabriqués de matériaux non toxiques. On
accordera la préférence aux contenants de
verre ou ievéiis de TeflonMC, qui sont inertes
et n’absorbent guére de produits chimiques.
Les contenants de polyéthyléne ou de
polypropyiéne qui servent au transport d’eau
potable sont moins intéressants mais peuvent
aussi étre utilisés. Les contenants doivent
étre neufs ou encore nettoyés a fond et rincés
avec de I’eau non contaminée; il faudrait
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également les rincer avec I’échantillon a
prélever. On devrait les remplir de maniere a
réduire les vides d’air.

Certains essais d’effluents, d’élutriats ou de
lixiviats ne seront pas effectués sur place,
mais dans un laboratoire offrant des
conditions d’essai contrdlées. 1l faudrait
alors prélever de nouveaux échantillons
d’effluents ou de lixiviats au moins trois fois
par semaine, soit tous les deux ou trois jours,
pendant toute la durée de I’essai. On devrait
commencer I’essai d’échantillons d’effluents
ou de lixiviats le plus tot possible, soit dans
les 24 h et, au plus tard, dans les 72 h suivant
le prélevement. 11 faudrait utiliser chaque
échantillon dans les 24 h qui suivent son
arrivée au laboratoire et le remplacer par
I’échantillon suivant dans les 24 h de la
réception de ce dernier. Si I’on effectue les
essais d’effluents ou de lixiviats dans un
laboratoire sur place, il faudrait prélever les
échantillons quotidiennement et les utiliser
dans les 24 h qui suivent (EPA, 1989).

L’extraction aqueuse d’un élutriat provenant
d’un échantillon de sédiment ou d’une autre
substance solide devrait étre effectuée dés
que possible, au plus tard dans les dix jours
suivant la réception de I’échantillon. Dans la
mesure du possible, les aliquotes des
élutriats ainsi produits devraient €tre utilisées
dans les mémes délais que ceux qui
s’appliquent aux échantillons d’effluents ou
de lixiviats. Il est déconseillé de stocker des
échantillons d’élutriats plus de 24 h, car leur
toxicité pourrait ne pas €tre constante.
L’essai des élutriats devrait commencer dans
les 72 h suivant la préparation de
I’échantillon ou dans les délais précisés dans
la méthode ou le protocole d’essai applicable.

Au moment du prélévement, chaque
contenant doit étre rempli, fermé
hermétiquement et étiqueté ou codé. Les
renseignements qui devraient figurer sur



I’étiquette comprennent, au minimum, le
type et la source de I’échantillon, la date et
I’heure du prélévement ainsi que le nom du
préposé a I’échantillonnage. Les échantillons
regus par le laboratoire dans des contenants
non étiquetés ou non codés ne devraient pas
étre retenus pour des essais. Il en est de
méme pour ceux regus dans des contenants
partiellement remplis, car les substances
toxiques volatiles qu’ils contiennent peuvent
alors s’échapper dans le vide d’air. Par
contre, s’il est établi que la volatilité d’un
échantillon ne pose pas de probléme,
I’expérimentateur peut décider de le
soumettre a I’essai; le cas échéant, il devrait
préciser dans son rapport quels contenants
étaient partiellement remplis.

Tous les échantillons d’effluents ou de
lixiviats devraient étre conservés au frais
(entre 1 et 7 °C, de préférence a 4 £ 2 °C)
pendant le transport. Au moment du
prélevement, la température des échantillons
tiedes (plus de 7 °C) devrait étre ramenée
entre 1 et 7 °C a I’aide de glace ou de sacs
réfrigérants. Au besoin, on devrait utiliser de
ces sacs ou d’autres moyens de réfrigération
afin d’assurer que la température des
échantillons demeure entre 1 et 7 °C pendant
le transport. Les échantillons ne doivent pas
geler.

A I'arrivée au laboratoire, la température de
I’aliquote d’effluent ou de lixiviat requise a
ce moment peut étre ramenée entre § et

15 °C (selon le stade de développement
atteint ou ’espéce soumise a I’essai),
immédiatement ou pendant la nuit. Les
portions restantes de 1’échantillon
nécessaires au renouvellement des solutions
devraient €tre conservées dans 1’obscurité
dans des contenants fermés hermétiquement,
a une température variant entre 1 et 7 °C (de
préférence a 4 + 2 °C). Les températures et
les conditions de stockage des élutriats
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devraient €tre identiques a celles qui
conviennent aux effluents et aux lixiviats.

6.3 Préparation des solutions d’essai

Il faut agiter vigoureusement les contenants
d’échantillons juste avant de les vider, afin
d’assurer la remise en suspension des solides
décantables. Il faut mélanger les
sous-échantillons (autrement dit, les
échantillons répartis dans au moins deux
contenants) pour leur rendre leur
homogénéité. Si le stockage doit étre
prolongé, I’échantillon composite (ou une
partie de cet échantillon) devrait €tre replacé
dans les contenants des sous-échantillons et
stocké (cf. sous-section 6.2) jusqu’au
moment de son utilisation.

Avant de les employer, on peut filtrer les
échantillons susceptibles de contenir de
petits organismes potentiellement nuisibles
pour les embryons ou les alevins a I’aide
d’un filet a plancton a mailles de 25 pm. Ce
faisant, on risque cependant d’extraire des
solides en suspension caractéristiques de
I’échantillon ou de causer une augmentation
ou une modification de la toxicité de ce
dernier. Dans une telle éventualité, on
devrait effectuer I’essai sans filtrer les
échantillons.

Il est recommandé de mesurer
systématiquement la toxicité aigué (soit la
CLsp apres 96 h ou la survie aprés 96 h dans
I’échantillon non dilué) de chaque
échantillon d’effluent, d’élutriat ou de
lixiviat provenant d’une méme source qui est
destiné a un essai EL ou ELA, dés sa
réception, au moyen de I’essai
d’Environnement Canada (1990b) visant a
mesurer la létalité aigué de substances chez
des alevins ou des fingerlings de truite
arc-en-ciel. Cette mesure permettra de
détecter les variations atypiques de la



toxicité attribuables a des déversements de
produits chimiques inhabituels, a des
modifications des procédés dans les usines, a
une baisse subite du rendement d’une usine
de traitement d’effluents, a des changements
environnementaux temporaires (dans le cas
d’un lixiviat) ou & d’autres facteurs. Les
renseignements obtenus grice aux essais de
toxicit€ aigu€ seront précieux pour
I’interprétation des effets toxiques liés au
temps observés pendant les essais EL ou
ELA.

6.4 Eaude contréle/de dilution

Pour les essais de conformité réalisés sur des
échantillons d’effluents ou de lixiviats, on
devrait utiliser I’eau du laboratoire ou un
échantillon du milieu récepteur a titre d’eau
de contrdle/de dilution. Comme 1’utilisation
de deux types d’eau peut donner lieu a des
résultats différents, il faut décider de
I’objectif de I’essai avant de choisir I’eau de
contrdle/de dilution. Etant donné le volume
d’eau nécessaire a la réalisation de ’essai,
I’emploi de milieu récepteur comme eau de
controle/de dilution ne convient pas, dans la
plupart des cas, a la conduite systématique
d’essais ailleurs que sur place.

Il pourrait étre souhaitable d’utiliser le
milieu récepteur comme eau de contrdle/de
dilution pour effectuer des essais sur place
dans certaines situations, si 1’on doit obtenir
des renseignements propres au lieu visé et
relatifs a effet toxique éventuel d’un
effluent, d’un lixiviat ou d’un élutriat sur un
milieu récepteur particulier. Un bon exemple
serait la réalisation d’un essai visant a
détecter un effet sublétal en périphérie d’une
zone de mélange, conformément a certaines
exigences réglementaires propres a un lieu
donné. Les conditions de prélévement, de
transport et de stockage d’échantillons de
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milieu récepteur devraient étre conformes
aux dispositions de la sous-section 6.2.

Si I’on utilise un échantillon de milieu
récepteur prélevé en amont comme eau de
contrdle/de dilution, il faudrait préparer un
témoin distinct au moyen de I’eau du
laboratoire servant normalement a I’élevage
des poissons et a la réalisation d’essais. Il
faudrait comparer les résultats obtenus dans
le t¢émoin d’eau du laboratoire & ceux
concernant le témoin de milieu récepteur en
ce qui concerne le poids, la mortalité et la
fréquence des malformations chez les
poissons (cf. sous-section 4.5).

On pourrait effectuer les essais exigeant un
degré élevé de normalisation en utilisant de
I’eau reconstituée comme eau de contrdle/de
dilution. Bien que, dans certaines situations,
il puisse €tre souhaitable d’effectuer les
essais sur des embryons, des larves et des
alevins avec de I’eau reconstituée, les
volumes d’eau nécessaires rendent souvent
cette entreprise irréalisable. Cependant, dans
certains laboratoires, ce genre d’essai
pourrait se révéler souhaitable et réalisable,
auquel cas il est recommandé

(cf. sous-section 5.4) d’employer de I’eau
reconstituée douce (dureté entre 40 et

48 mg/L de CaCOs, pH de 7,2 27,5). Par
exemple, I’utilisation d’eau reconstituée
douce pourrait €tre trés valable si I’on
souhaitait réduire au minimum toute
influence modificatrice imputable a des
différences dans la chimie de I’eau de
dilution. Ce pourrait étre le cas si I’on menait
des études en vue d’établir un lien entre des
données toxicologiques relatives a divers
types et sources d’effluents, de lixiviats ou
d’élutriats, si ces données provenaient de
divers établissements ou d’un seul
laboratoire ou la qualité de I’eau est variable.



6.5 Observations et mesures

Dans chaque récipient d’essai, il faut
observer et consigner quotidiennement le
nombre de poissons morts (essais E, EL et
ELA) et le nombre de poissons présentant
des malformations (essais EL et ELA); a la
fin de I’essai ELA, on doit aussi noter le
poids de chaque alevin survivant

(cf. sous-sections 4.4 et 4.5). Le nombre
d’embryons éclos (essais EL et ELA) et
d’alevins nageant librement (essai ELA)
dans chaque aquarium devrait également étre
consigné tous les jours, tout comme les cas
d’anomalies comportementales.

Il faudrait observer la couleur, la turbidité,
I’odeur et I’homogénéité (c.-a-d. la présence
de matieres flottables ou de solides
décantables) de I’échantillon d’effluent, de
lixiviat ou d’élutriat au moment de la
préparation des solutions. On devrait
également noter toute réaction de
précipitation ou de floculation, tout
changement de couleur ou d’odeur, ou toute
autre réaction se produisant pendant la
dilution, ainsi que tout changement d’aspect
des solutions pendant I’essai (p. ex.,
moussage, décantation, floculation,
augmentation ou diminution de la turbidité,
changement de couleur).

Lorsque les solutions sont trés colorées ou
opaques ou que les échantillons produisent
de la mousse dans un ou plusieurs
aquariums, il faudrait examiner les embryons
et les alevins en sortant bri¢vement la tour
d’incubation de I’aquarium. Au besoin, on
pourrait déposer la tour dans un contenant
d’eau de contrdle/de dilution limpide
pendant les observations relatives a la
mortalité et aux anomalies de comportement
ou d’aspect. Le cas échéant, on doit traiter de
la méme fagon les tours de tous les
aquariums, y compris les témoins.
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Lorsque les échantillons d’effluent ont une
teneur appréciable en matieres solides, il est
souhaitable de mesurer leur teneur totale en
matieres en suspension et décantables
(APHA et al., 1989) des leur réception; ce
renseignement fait partie de la description
générale de I’effluent et compte parmi les
caractéristiques de 1’échantillon qui
pourraient influencer les résultats de I’essai
de toxicité. On devrait également mesurer
d’autres parametres contribuant a décrire
chaque échantillon d’effluent, de lixiviat ou
d’élutriat, notamment le pH, la conductivité,
la dureté, I’alcalinité, Ia couleur, la demande
chimique et biochimique en oxygéne ainsi
que la teneur en oxygene dissous et en
certains contaminants toxiques couramment
détectés dans les eaux usées (p. ex., acides
gras et résiniques, chlorophénols, métaux
dissous, chlore, chloramine, ammoniac).

6.6 Résultats et calculs

Les essais de surveillance et de conformité
devraient normalement porter sur au moins
trois portions de I’échantillon non dilué et
sur trois aliquotes de témoin. Selon les
exigences réglementaires précisées, les
essais de conformité pourraient porter sur
une seule concentration (eau usée non
diluée, sauf indication contraire) ou viser a
déterminer la CI,, ou la CSEO/CMEO

(cf. sous-section 4.5).

Les effets biologiques a prendre en
considération sont les suivants :
augmentation de la mortalité (essais E, EL et
ELA); augmentation de la fréquence des
malformations (essais EL et ELA); effet
nocif sur la croissance, évalué a I’aide du
poids sec atteint (essai ELA). Dans chaque
cas, I’évaluation de I’effet est fondée sur une
comparaison avec les sujets témoins. L’effet
le plus sensible est considéré comme une
indication concluante de la toxicité. Dans le



cadre de I’essai E, I’augmentation de la

mortalité est le seul effet biologique mesuré. -

Les essais de toxicité réalisés a d’autres fins
(p. ex., la détermination de sources de
toxicité a I’intérieur d’une usine, de
I’efficacité d’un traitement ou des effets de la
modification de procédés sur la toxicité des
effluents) pourraient, selon les objectifs de
1’étude, porter sur une seule concentration
(échantillon a2 100 % ou a une dilution
appropriée, ainsi qu’un témoin) ou sur des
concentrations multiples. Les essais a
concentration unique constituent souvent un
moyen économique de déterminer la
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présence ou I’absence d’une toxicité
mesurable ou d’évaluer la toxicité relative
d’un grand nombre d’échantillons. Les
résultats de ces essais dépendraient 1a encore
des objectifs poursuivis, mais il pourrait
s’agir, notamment, de cotes arbitraires de
réussite ou d’échec ou d’un pourcentage de
mortalité chez les embryons, les larves ou les
alevins apres une période appropriée. Les
éléments décrits a la sous-section 4.5
s’appliquent ici pour ce qui est de I’analyse
statistique et du compte rendu des résultats
d’un ensemble d’essais a concentration
unique portant sur des échantillons différents.



Section 7

Méthodes particulieres pour I’essai d’échantillons

de milieux récepteurs

On trouvera ci-apres des instructions
relatives a I’essai d’échantillons de milieux
récepteurs, qui viennent s’ajouter aux
méthodes exposées dans la section 4.

7.1 Choix de ’essai

Normalement, les essais systématiques
portant sur des échantillons de milieux
récepteurs et réalisés a des fins de
surveillance de la conformité aux réglements
seraient des essais sur des embryons (E)

(cf. division 4.3.1). Pour réaliser des essais
plus concluants sur de tels échantillons, il
faudrait inclure une période d’alimentation
active des alevins, et donc mener des essais
sur des embryons, des larves et des alevins
(ELA). On pourrait aussi recourir a I’essai
sur des embryons et des larves afin de
comparer les effets de divers échantillons de
milieux récepteurs sur des salmonidés a plus
d’un stade de leur cycle biologique. Avant de
recourir systématiquement a I’essai E, il est
recommandé d’en comparer la sensibilité
avec celle des essais EL ou ELA, plus
concluants, afin de s’assurer que les résultats
de I’essai E seront suffisamment probants
pour satisfaire aux objectifs poursuivis.
Selon la nature des contaminants présents
dans les échantillons, le volume d’eau
nécessaire, les objectifs poursuivis, etc., on
adoptera un mode de renouvellement
périodique ou continu pour les essais E, EL
ou ELA portant sur des échantillons de
milieux récepteurs*2.

7.2 Prélevement, étiquetage,
transport et stockage des
échantillons

Les méthodes d’étiquetage, de transport et
de stockage des échantillons devraient étre
conformes aux dispositions de la
sous-section 6.2. Les essais devraient €tre
mis en route le plus tot possible apres le
prélevement des échantillons, de préférence
moins de 24 h et pas plus de 72 h apres
I’échantillonnage.

7.3 Préparation des solutions d’essai

Il faudrait agiter les contenants
d’échantillons avant de les vider afin d’en
assurer I’homogénéité. Les sous-échantillons
devraient étre composés de la fagon décrite a
la sous-section 6.3.

Avant de les utiliser, on pourrait filtrer les
échantillons susceptibles de contenir de
petits organismes potentiellement nuisibles
pour les embryons, les larves ou les alevins a
’aide d’un filet a plancton a mailles de

25 um (cf. sous-section 6.3). Si I’on craint
que cela n’occasionne une réduction de la
toxicité de I’échantillon, on devrait effectuer
I’essai sans le filtrer.

Selon la possibilité que le milieu récepteur
présente une létalité aigué, I’évaluation
systématique de la toxicité aigu€ de chaque
échantillon soumis & un essai EL ou ELA

42  Le volume d'échantillon exigé varie selon le type d’essai choisi. I} est recommandé de réaliser les essais EL et
ELA sur place, dans un laboratoire mobile, car le volume d’échantillon nécessaire est considérable.



peut étre justifiée ou non. Il serait approprié
de procéder a une telle évaluation s’il se
pouvait que le milieu non dilué ait un effet
toxique aigu a un moment quelconque des
premiers stades du cycle biologique des
poissons. Le cas échéant, il est recommandé
d’évaluer la toxicité aigué (soit la CLsg aprés
96 h ou la mortalité apres 96 h dans
I’échantillon non dilué) de chaque
échantillon qui est destiné a un essai EL ou
ELA, dés sa réception, en effectuant I’essai
de létalité aigué€ d’Environnement Canada
(1990b) visant a mesurer la létalité aigué de
substances chez des alevins ou des
fingerlings de truite arc-en-ciel. Les
renseignements obtenus grace aux essais de
toxicité aigué seront précieux pour
I’interprétation des effets toxiques liés au
temps observés pendant les essais EL ou
ELA.

7.4 Eau de controle/de dilution

SiI’on préléve des échantillons de milieu
récepteur pres d’un point de rejet d’eaux
usées, d’un déversement de produits
chimiques ou d’une autre source ponctuelle
de contamination possible, on peut prélever
simultanément de ’eau en amont et s’en
servir comme eau de contrdle/de dilution
pour les échantillons d’aval

(cf. sous-section 5.4). Il faudrait prélever
cette eau aussi pres que possible de la source
de contamination visée mais en amont ou a
I’extérieur de sa zone d’influence. On devrait
également la filtrer pour la débarrasser des
organismes nuisibles (cf. sous-section 6.3).

Sil’on se sert d’eau d’amont comme eau de
contrdle/de dilution, il faudrait préparer un
témoin distinct formé de I’eau du laboratoire
utilisée habituellement pour I’élevage des
poissons. Les conditions et les méthodes
relatives a la préparation et a I’évaluation des
deux témoins devraient étre identiques et
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conformes aux dispositions des
sous-sections 4.1 et 5.4.

L’usage d’eau d’amont comme eau de
contrdle/de dilution peut étre impossible du
fait de contraintes d’ordre logistique, d’effets
toxiques prévus ou d’autres considérations
pratiques liées a I’endroit visé. Le cas
échéant, on devrait utiliser I’eau de
laboratoire servant normalement a I’élevage
des poissons et la modifier au besoin afin de
la rendre plus semblable a I’eau d’amont

(cf. sous-section 5.4).

7.5 Observations et mesures

La couleur, la turbidité, le moussage, la
précipitation et les autres caractéristiques de
I’échantillon et des solutions devraient étre
observés conformément aux dispositions de
la sous-section 6.5, aussi bien pendant la
préparation des solutions que pendant les
essais eux-mémes. Ces observations
s’ajoutent a celles relatives aux organismes
soumis a I’essai qui sont décrites a la
sous-section 4.4.

Il faudrait déterminer les caractéristiques
chimiques de chaque échantillon de milieu
récepteur regu au laboratoire. Selon la nature
des sources de contamination étudiées, les
parameétres mesurés pourraient comprendre
le pH, la conductivité, la dureté, I’alcalinité,
la couleur, la demande biochimique et
chimique en oxygéne et les concentrations
de substances toxiques particulieres (p. ex.,
acides gras et résiniques, chlorophénols,
métaux dissous, chiore, chloramine,
ammoniac).

7.6 Résultats et calculs

Les résultats des essais d’échantillons de
milieux récepteurs devraient étre conformes
aux options et aux démarches décrites dans



les sous-sections 4.5 et 6.6. Les effets
mesurés seraient normalement les mémes
qui sont mentionnés a la sous-section 4.5.

Les essais de surveillance et de conformité
devraient normalement porter, au minimum,
sur trois portions de I’échantillon non dilué
et trois aliquotes de témoin. S’il est probable
que les échantillons de milieux récepteurs
sont toxiques et si I’on veut connaitre le
degré de dilution nécessaire pour permettre
une croissance et un développement
normaux des embryons, des larves et des
alevins, on devrait mener un essai complet

54

afin de déterminer la CI, ou la CSEO/CMEO
conformément aux dispositions des
sous-sections 4.1 et 4.5, avec au moins une
concentration non diluée (échantillon a

100 %) dans la série soumise a I’essai.

Certains ensembles d’essais pourraient
porter sur une série d’échantillons, comme
des eaux de surface provenant de divers
endroits, chaque échantillon étant soumis a
I’essai sans étre dilué. Les calculs
statistiques et la présentation des résultats de
ces essais devraient tre conformes aux
méthodes exposées a la sous-section 4.5.



Section 8
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Proces-verbal de I’essai

Le proces-verbal de I’essai devrait décrire
les substances et les méthodes utilisées ainsi
que les résultats de ’essai. A partir de ce
document, le lecteur devrait étre en mesure
de savoir si les conditions et les méthodes
utilisées rendent les résultats admissibles
pour I’utilisation prévue.

On peut citer les méthodes et conditions qui
sont communes a une série continue d’essais
(p. ex., essais de toxicité systématiques a des
fins de surveillance ou de conformité) et qui
sont conformes aux dispositions du présent
document; on peut aussi présenter, en
annexe, un rapport général définissant le
mode opératoire normalisé€. Dans les cas ou
des choix sont possibles, la démarche
retenue devrait étre précisée. Le rapport
général devrait faire état des renseignements
méthodologiques énumérés aux

sections 8.2 a 8.5. Un rapport particulier
énongant les résultats de 1’essai devrait
renfermer les renseignements indiqués dans
les sections 8.1, 8.6 et 8.7. Des programmes
de surveillance particuliers pourraient exiger
la mention de certains éléments
d’information dans le proces-verbal de
I’essai (p. ex., le mode opératoire et les
résultats des essais exigeant un ajustement
du pH ou une modification de I’aération ou
de I’oxygénation des solutions). Les autres
détails concernant la réalisation et les
résultats de I’essai qui ne sont pas consignés
dans le proces-verbal devraient étre versés
aux dossiers du laboratoire d’essai, de sorte
qu’on puisse obtenir les renseignements
voulus si une vérification de I’essai s’avere
nécessaire.

8.1 Substance a expérimenter

« Type, source et description de
I’échantillon (produit chimique, effluent,
élutriat, lixiviat ou milieu récepteur; lieu
et méthode de prélevement; détails sur la
nature, I’aspect et les propriétés de
I’échantillon, ainsi que son volume ou son
poids).

« Renseignements sur I’étiquetage ou le
codage de la substance a expérimenter.

o Détails sur les modalités de prélevement,
de transport et de stockage des
échantillons (p. ex., échantillon
instantané, discontinu ou composite,
description du contenant, température de
I’échantillon a la réception et pendant le
stockage, et pourcentage du volume du
contenant occupé par I’échantillon).

« Identité des personnes ayant prélevé ou
fourni I’échantillon.

« Date et heure du prélevement de
I’échantillon, de sa réception a

[’installation d’essai et du début de 1’essai
définitif,

8.2 Organismes soumis a Dessai

« Espece(s).

« Source des gametes ou des géniteurs.

« Meéthodes employées pour le transport et

la manipulation des gametes, et
techniques de fécondation.



8.3 Installations et appareillage
« Nom et adresse du laboratoire d’essai.
« Nom des personnes ayant effectué I’essai.

« Description des systemes de réglage de
I’éclairage et de la température dans
I’installation d’essai.

« Description des tours d’incubation et des
aquariums d’essai (taille, forme, type de
matériau, conception).

« Description du systeme de renouvellement
continu des solutions, si I’on en utilise un.

8.4 Eaude controle/de dilution

« Type(s) et source(s) de I’eau utilisée
comme eau de contrdle/de dilution.

« Type et quantité de tout produit chimique
ajouté a I’eau de contréle/de dilution.

o Détails sur I’échantillonnage et le
stockage de I’eau de contrdle/de dilution,
si elle provient du milieu récepteur en
amont.

« Détails sur le prétraitement de I'eau :
ajustement de la température, dégazage,
aération, etc.

 Variables de la qualité de I’eau
(cf. sous-section 3.4 et divisions 4.3.3,
4.3.4 et 4.3.5) mesurées avant I’essai et au
début de I’essai.

8.5 Meéthode d’essai

« Bréve mention de la méthode utilisée, s’il
s’agit d’'une méthode normalisée (p. ex.,
conforme au présent document) : essai E,
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EL ou ELA, a renouvellement périodique
ou continu, avec ou sans aération.

Conception et description de 1a méthode,
si elle est spécialisée (p. ex.,
renouvellement des solutions d’essai a des
intervalles autres que quotidiens), ou si
I’on apporte des modifications a une
méthode normalisée.

Méthode utilisée pour la préparation des
solutions meres et des solutions d’essai de
produits chimiques.

Résultats de toute analyse chimique des
solutions d’essai et mention des méthodes
analytiques utilisées.

Utilisation d’un essai préalable ou de
détermination de I’ordre de grandeur.

Fréquence et nature des observations
effectuées pendant I’essai.

8.6 Conditions d’essai

Nombre, concentration, volume et
profondeur des solutions d’essai, y
compris les t¢émoins.

Nombre d’organismes par répétition, et
nombre de répétitions.

Détails sur I’éclaircissage (fagon de
procéder, nombre d’embryons enlevés,
heure de I’opération).

Photopériode, source lumineuse et
éclairement a la surface des solutions
d’essai.

Renseignements sur I’aération des
solutions d’essai avant et pendant
’exposition des poissons (le cas échéant,
débit, durée et mode d’application).



Description de toute solution ayant fait
I’objet d’un ajustement du pH ou d’un
filtrage, y compris la méthode employée.

Résultats de toute mesure chimique des
solutions d’essai (p. ex., concentration du
produit chimique a expérimenter ou teneur
en solides en suspension).

Température, pH, oxygene dissous (teneur
en mg/L et pourcentage de saturation) et
conductivité, d’aprés les mesures faites
dans chaque solution d’essai.

Aspect des solutions d’essai et
changements observés durant I’essai.

Conditions et méthodes de mesure de la
CI, ou de la CSEO/CMEO pour le ou les
produits de référence utilisés pour
I’essai E.

8.7 Résultats de essai

Nombre et pourcentage moyens d’oeufs
non fécondés dans chaque solution d’essai
ou témoin.

Nombre et pourcentage de sujets morts
(essais E, EL et ELA) et de cas de
malformations (essais EL et ELA) dans
chaque répétition (y compris les témoins),
selon les relevés effectués a chaque
période d’observation et 2 la fin de I’essai.

Poids des poissons survivants dans chaque
répétition a la fin de I’essai ELA.

CSEO/CMEO ou CI,, pour les effets
suivants : poids des alevins (essai ELA);
mortalité des embryons (essais E, EL et
ELA), des larves (essais EL et ELA) et
des alevins (essai ELA); et fréquence des
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malformations et anomalies (essais EL et
ELA). Différence significative minimale
entre le poids moyen des sujets soumis a
I’essai et celui des témoins. Méthodes
statistiques utilisées et indication des
transformations des données.

Observations facultatives : temps écoulé
avant I’éclosion d’au moins 90 % des
embryons dans chaque répétition

(essais EL et ELA); pourcentage
d’éclosion dans chaque récipient d’essai
au moment ol au moins 90 % des
embryons témoins survivants sont éclos
(essais EL et ELA); temps écoulé avant
qu’au moins 50 % des alevins nagent
librement dans chaque aquarium d’essai
(essai ELA); pourcentage des alevins
nageant librement dans chaque récipient
d’essai au moment ot au moins 50 % des
poissons témoins survivants se sont mis a
nager librement (essai ELA); fréquence
des anomalies comportementales (essais
EL et ELA); poids individuel des alevins
survivants compris dans un
sous-échantillon prélevé dans chaque
récipient d’essai au moment ou au moins
50 % des poissons survivants se sont mis
a nager librement (essai ELA).

Résultats des essais E portant sur un ou
des produits toxiques de référence, menés
en méme temps que des essais E portant
sur des substances a expérimenter ou
pendant le méme mois; moyenne
géométrique (+ 2 fois I’écart-type) des
résultats obtenus avec le ou les mémes
produits de référence lors d’essais

antérieurs réalisés en laboratoire.

Résultats de tout essai de 1€talité aigué
effectué simultanément et portant sur des
alevins ou des fingerlings de truite
arc-en-ciel.
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Annexe A

Membres du Groupe intergouvernemental sur la toxicité

aquatique*

Gouvernement fédéral,
Environnement Canada

P.G. Wells
Protection de l’e}nvironnement
Dartmouth (N.-E.)

P. Jackman

Saint John’s (T.-N.)
K.G. Doe )
Dartmouth (N.-E.)
W.R. Parker
Dartmouth (N.-E.)
S.J. Wade )
Dartmouth (N.-E.)
J.D. Vaughan
Dartmouth (N.-E.)
N. Bermingham
Longueuil (QC)
C. Blaise
Longueuil (QC)
D. Saint-Laurent
Longueuil (QC)
G. Elliott
Edmonton (Alb.)

R.G. Watts
North Vancouver (C.-B.)

S.G. Yee
North Vancouver (C.-B.)

D.J. Moul
North Vancouver (C.-B.)

K.E. Day
Institut national de recherche sur les eaux
Burlington (Ont.)

* Au mois de novembre 1992

A.K. Kwan
Institut national de recherche sur les eaux
Burlington (Ont.)

C. Boutin
Service canadien de la faune
Hull (QC)

J. Osborne
Bureau de la gestion des déchets
Hull (QC)

M. Bonnell
Direction de la santé des écosystémes
Hull (QC)

D. MacGregor

Direction des affaires réglementaires et de
I’intégration des programmes

Hull (QC)

R.P. Scroggins
Direction du développement technologique
Hull (QC)

G.A. Sergy
Direction du développement technologique
Edmonton (Alb.)

Gouvernement fédéral, Péches et Océans

R. Stevens

Direction de I’océanographie et des
contaminants

Ottawa (Ont.)

Gouvernements provinciaux
C. Bastien

Ministére de I’Environnement du Québec
Sainte-Foy (QC)



S.G. Abernethy
Ministére de 1’Environnement de I’Ontario
Rexdale (Ont.)

C.M. Neville
Ministére de I’Environnement de 1’Ontario
Rexdale (Ont.)

D.G. Poirier
Ministére de I’Environnement de I’Ontario
Rexdale (Ont.)

I.R. Smith
Ministére de I’Environnement de 1’Ontario
Toronto (Ont.)

G.F. Westlake (président)
Ministére de I’Environnement de 1’ Ontario
Rexdale (Ont.)

66

B. Bayer
Ministére de I’Environnement du Manitoba
Winnipeg (Man.)

J. Somers
Alberta Environmental Centre
Vegreville (Alb.)

K. Smiley
Alberta Environmental Centre
Vegreville (Alb.)

S.H. Horvath

Ministére de I’Environnement de la
Colombie-Britannique

Vancouver (C.-B.)

G. van Aggelen

Ministere de I’Environnement de la
Colombie-Britannique

North Vancouver (C.-B.)
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Annexe B

Adresses de I’Administration centrale et des bureaux
régionaux de Conservation et Protection

Administration centrale Région de ’Ontario
351, boul. Saint-Joseph 25, avenue St. Clair est, 6° étage
Place Vincent-Massey Toronto (Ontario)
Hull (Québec) M4T IM2
K1A OH3 ‘
Région de I’Ouest et du Nord
Région de I’Atlantique* Twin Atria n° 2, piece 210
15¢ étage, Queen Square 4999, 98¢ avenue
45, promenade Alderney Edmonton (Alberta)
Dartmouth (Nouvelle-Ecosse) T6B 2X3
B2Y 2N6
Région du Pacifique et du Yukon
Région du Québec 224, rue Esplanade
1141, route de l’Eglise North Vancouver (Colombie-Britannique)
C.P. 10100 VM 317
Sainte-Foy (Québec)
G1V 4H5

*  On peut se procurer les programmes statistiques TOXSTAT et BOOTSTRP en envoyant une disquette formatée
ala Division des laboratoires a cette adresse. Pour utiliser BOOTSTRP, il faut disposer d’un ordinateur muni
d’un coprocesseur mathématique.
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Ecarts de méthodologie pour ’exécution d’essais sur des
salmonidés aux premiers stades de leur cycle biologique*

1. Substance a expérimenter et type d’essai
Substance a Type de Durée de
Document expérimenter renouvellement I’essai (d)
Birge et al., 1985 Effluents Périodique 9
EPA, 1985a Produits chimiques Continu ~90
Périodique
Rexrode et Armitage,
1987 Pesticides Continu ~ 60
van Aggelen, 1988 Effluents Recirculation ~ 60
Milieux récepteurs
ASTM, 1991a Produits chimiques Continu ~90
Birge et Black, 1990 Cadmium Continu 28
Effluents Périodique
Milieux récepteurs
Hodson et al., 1991 Composés aromatiques Continu 85
Paine et-al., 1991 Milieux récepteurs Périodique 7-10
Neville, 1992 Sulfate de cuivre Périodique 12 - 15
Laurylsulfate de sodium
2,4,5-trichlorophénol
OCDE, 1992a Produits chimiques Continu 50 - 55
Périodique
OCDE, 1992b Produits chimiques Continu 90
' Périodique

*  D’apres les documents de méthodologie publiés par les gouvernements fédéral et provinciaux et par des
organismes internationaux dont disposaient les auteurs au mois de juin 1992,
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Document

Espece(s)

Stade de développement

Fin de I’essai (d)

Birge et al., 1985
EPA, 1985a

Rexrode et Armitage,
1987

van Aggelen, 1988
ASTM, 1991a
Birge et Black, 1990
Hodson et al., 1991
Paine ez al., 1991
Neville, 1992
OCDE, 1992a
OCDE, 1992b

Truite arc-en-ciel

Truite arc-en-ciel/
omble de fontaine

Espéces diverses®
Truite arc-en-ciel
Espéces diverses®
Truite arc-en-ciel
Truite arc-en-ciel
Truite arc-en-ciel
Truite arc-en-ciel
Truite arc-en-ciel

Truite arc-en-ciel

Oeufs?

Oeufs/larves/alevins®

Oeufs/larves!

Oeufs embryonnés/larves
Oeufs/larves/alevins®
Oeufs/larves?
Oeufs/larves/alevins®
Larves'

Larves/alevins®
Oeufs/larves"

Oeufs/larves/alevins®

9 (apres fécondation)

60 (apres éclosion)

32 (apres éclosion)
<30 (apres éclosion)
30 (apres nage libre)
4 (apres éclosion)
28 (aprés nage libre)
<12 (apres éclosion)
5 (aprés nage libre)
20 (apres éclosion)

60 (apres éclosion)

a o o ®

Oecufs exposés dans les 30 min suivant la fécondation.
Oecufs exposés dans les 96 h suivant la fécondation.

Truite arc-en-ciel, omble de fontaine, truite brune, touladi, saumons coho et chinook.

Les auteurs traitent d’especes vivant en eaux tempérées et de salmonidés et signalent qu’il faudrait surveiller le

développement, la survie et la croissance des alevins. Chez les salmonidés, cependant, la durée de I’essai
d’environ 60 jours ne permet d’atteindre que le stade larvaire. On peut effectuer la fécondation avant I’exposition
a la substance a expérimenter ou directement dans la solution d’essai. On devrait commencer |’essai avec des
oeufs embryonnés prélevés dans un lot ot le pourcentage de fécondation est d’au moins 70 %.

e Exposition commengant le jour de la fécondation et se poursuivant jusqu’a quatre semaines apres le début de

I’alimentation exogene.

f Exposition débutant de 24 2 48 h apres 1’éclosion.

g Exposition effectuée sur des larves dgées de 11 ou 12 jours.

h  L’exposition devrait débuter chez les embryons avant la division du disque germinatif ou aussit6t que possible

aprés cette division.



71

3. Conditions d’essai

Nombre de sujets Nombre de
Document Volume d’eau par récipient répétitions
Birge et al., 1985 300 mL 50 4
EPA, 1985a N.L 60 2
Rexrode et Armitage,  Profondeur de 20 (oeufs) 4 (oeufs)
1987 15230 cm? 30 (larves) 1 (larves)
van Aggelen, 1988 180 L 100 1
ASTM, 1991a N.L® 30 2¢
Birge et Black, 1990 300 mL 50 2oué4
Hodson ez al., 1991 14L 200 - 300 oeufs? 3
Paine et al., 1991 1L 20 5
Neville, 1992 325 mL 1 12
OCDE, 1992a N.L 230 22
OCDE, 1992b N.L 30 22

a Lataille des récipients servant & I’exposition peut varier selon I’espeéce soumise a I’essai.

b Le volume des récipients est fondé sur une densité de chargement de 0,5 g-d/L (= 2 L/g.d) pour les alevins a la

fin de ’essai.

¢ Pour chaque concentration et le témoin, il faut au moins deux véritables répétitions réalisées dans des installations
séparées, et non plusieurs récipients d’essai dans une seule installation.

d  On aenlevé et éliminé la moiti€ des poissons lorsque la biomasse des alevins s’est approchée de la densité de
chargement recommandée.

N.I.: non indiqué.
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Document

Contenant d’exposition

Récipient d’essai

Matériel particulier

Birge et al., 1985

EPA, 1985a

Rexrode et Armitage,
1987

van Aggelen, 1988

ASTM, 1991a

Birge et Black, 1990

Hodson et al., 1991

Paine et al., 1991
Neville, 1992

OCDE, 1992a

OCDE, 1992b

Boite de Petri profonde

Aquariums de verre

Aquariums de verre

Deux bacs de
plastique de 90 L

Aquariums de verre

Boite de Petri profonde

Aquariums de verre

Becherde verrede 2 L

Bocal de verre

comprenant quatre
sections séparées

Enceinte en verre ou
en matériau inerte

Enceinte en verre ou
en acier inoxydable

Boite de Petri de
400 mL munie de
grillages

Plateau grillagé

Bocal de verre a
fond grillagé

Plateau d’incubation
vertical

Bocal de verre a
fond grillagé

Boite de Petri de
400 mL munie de
grillages

Tamis de cuisine a
fond en nylon

Filet et boite de Petri

Bocal de verre a
fond grillagé

Récipient en verre ou
en matériau inerte

a cOtés et a fond
grillagés

Récipient de verre ou
d’acier a cOtés

et a fond grillagés

Diluteur-mélangeur

N.L

Bras oscillant ou
siphons auto-
amorgables

Pompe submersible

Bras oscillant®

Diluteur-mélangeur

N.IL

Barriére a bulles

Balance précise a
10 ug pres

Bras oscillant

Bras oscillant

a  Auchoix, on peut faire circuler les solutions d’essai directement dans les récipients ou faire varier le niveau de
I’eau dans les contenants au moyen de siphons auto-amorgables.

N.I. : non indiqué.
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5. Type d’eau de controle/de dilution

OD

Dureté (% de Période de
Document Typed’eau  (mg/L) pH saturation) renouvellement
Birge et al., 1985 ER? ou EN? 101b 7,7° >60 12 ou 24 h (RP®)
EPA, 1985a EN ou ED? N.L N.L >90 <24 h (26 vol./d)
Rexrode et Armitage,
1987 EN ou ER 40 - 48 72-7,6 >75 12 h (90 %)
van Aggelen, 1988 MR? ou équiv. MR ouéquiv. MRou >60 96 h (50 %)

équiv.
ASTM, 1991a EN,ER,ED N.L N.L >60 <24 h(de 52a 10 vol/d)
Birge et Black, 1990 ER ou EN 101® 7,7° >60 1,5 h (RC%
12 ou 24 h (RP)

Hodson et al., 1991 ED 135 7,8-8,1 N.L 3-55h(95 %)
Paine et al., 1991 ED et EN 65 6,0-8,0 >60 2 fois par sem.
Neville, 1992 ED ou MR 1354 N.L >60 2 fois par 24 h
OCDE, 1992a EN,ED,ER N.L N.L >60 24 h®
OCDE, 1992b EN,ED,ER N.L N.L >60 24 h®

a ED: eau déchlorée; EN : eau naturelle (non contaminée, souterraine ou de surface); ER : eau reconstituée;

MR : milieu récepteur.

b  Valeurs relatives a I’eau reconstituée.

RC : essai a renouvellement continu; RP : essai a renouvellement périodique.

d  Diluer au besoin pour des essais en eau douce.

e Essais a renouvellement continu : au moins 5 fois le volume du contenant par jour; essais a renouvellement
périodique : au moins 0,67 fois le volume du contenant par jour.

N.I : non indiqué.
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6. Température de ’eau, aération, teneur en oxygene dissous et ajustement du pH
pendant P’essai

Teneur en OD de I’eau

Température de contrble/de dilution Ajustement
Document °C) Aération avant I’essai du pH
Birge et al., 1985 12-13 150 bulles/min Prés du point de N.I
saturation
EPA, 1985a 10-12 Aucune 90 - 100 % de saturation N.L
Rexrode et Armitage, 10%2 Aucune? Pres du point de N.I
1987 saturation®
van Aggelen, 1988 10 Obligatoire Prés du point de N.L
' saturation
ASTM, 1991a 10 Modérée® 90 - 100 % de saturation N.L
Birge et Black, 1990 13 150 bulles/min Prés du point de N.L
saturation
Hodson et al., 1991 10, 12, 15° N.L N.L N.L
Paine et al., 1991 10- 12 Modérée? N.L Oui si <6,0
ou >8,0
Neville, 1992 13,5+1 Aucune Prés du point de N.L
saturation
OCDE, 1992a 102 N.L N.L N.L
(embryons)
12 £ 2 (larves)
OCDE, 1992b 102 N.L N.L N.L
(embryons)
12 £ 2 (larves,
juvéniles)

a L’eau de dilution devrait étre aérée vigoureusement de sorte que sa teneur en OD se situe prés du point de

saturation.

b La perte de la substance a expérimenter due a I’aération n’est pas considérée comme un probléme parce que les
résultats sont fondés sur les concentrations mesurées.

¢ Les températures étaient de 10 °C pour les oeufs, de 12 °C pendant la résorption du sac vitellin et de 15 °C
pendant la croissance des alevins.

d Silateneur en OD d’une ou de plusieurs des solutions d’essai est inférieure 2 60 % de saturation avant |’emploi,
il faut préaérer les solutions jusqu’a I’obtention d’un pourcentage de saturation de 60 % ou pendant au plus 2 h.

N.I : non indiqué.
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7. Conditions d’éclairage pendant I’essai
Document Eclairement  Type d’éclairage Photopériode Période de transition
Birge et al., 1985 Obscurité N.L N.L N.L
EPA, 1985a Obscurité? N.L 14h(C)et 15 - 30 min?
10h (O)®
Rexrode et Armitage, <216 lux® N.L 16 h (C) et N.L
1987 8 h (0)°
van Aggelen, 1988 Obscurité N.L N.L N.L
ASTM, 1991a <216 lux* Incandescent N.L 15 - 30 min
Birge et Black, 1990  Obscurité N.L N.L N.L
Hodson et al., 1991 N.L N.L N.L N.L
Paine et al., 1991 Obscurité N.I. N.L N.L
Neville, 1992 Faibled Fluorescent 16 h (C) et N.L
8 h (0)
OCDE, 1992a Obscurité® N.L 12- 16 h (C)® N.L
OCDE, 1992b Obscurité® N.L 12- 16 h (C)® N.L

a  Incubation des ocufs et premiére semaine aprés 1’éclosion a I’obscurité. Ensuite, intensité allant de 30 a
100 lumens pendant la période de clarté. Période de transition facultative.

b  Eclairement pendant la période d’incubation. Les données relatives 2 la photopériode touchent la période suivant

I’éclosion.

C Pendant I’incubation des oeufs.

d ~ 30 lux.

e  Obscurité pendant la semaine suivant I'éclosion, puis lumiére tamisée.

(C) : clarté.
(O) : obscurité.

N.IL : non indiqué.
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8. Alimentation des alevins

Document

Type d’aliment

Fréquence des repas

Birge et al., 1985
EPA, 1985a

Rexrode et Armitage,
1987

van Aggelen, 1988
ASTM, 1991a

Birge et Black, 1990
Hodson et al., 1991
Paine et al., 1991
Neville, 1992
OCDE, 1992a
OCDE, 1992b

S.0.

Aliment de premier
age ou artémias

S.0.
S.0.

Aliment de premier
age humide ou artémias

S.0.

Aliment de premier age
S.0.

Artémias

S.0.

S.0.

S.0.

3 fois par jour a intervalles de 4 h

S.0.
S.0.

>4 % du poids corporel par jour®
(4 fois par jour)

S.0.
N.L
S.0.
3 fois par jour
S.0.

4 % du poids corporel par jour
(de 2 a 4 fois par jour)

a  Selon le poids frais moyen des sujets témoins et le poids sec de I’aliment.

N.I : non indiqué.

S.0. : sans objet



77

9. Surveillance de la qualité de I’eau pendant I’essai
Document Variables? Fréquence
Birge ez al., 1985 T, ODb, pH, cond., dur., alc., conc. Quotidienne

EPA, 1985a T, OD Quotidienne
pH, cond., dur., alc., COT Hebdomadaire
Rexrode et Armitage, OD, pH, cond., dur,, alc., conc. Hebdomadaire
1987
van Aggelen, 1988 T, OD, pH, cond., dur.,, alc., NH3, COT, mét. Mensuelle
Conc. Aux 96 h®
BPC, pest. Selon la source
ASTM, 1991a OD, pH, cond,, dur,, alc., NH3, COT, Hebdomadaire
conc., part.,, GTD
T Horaire!
Birge et Black, 1990 T, ODP, pH, cond., dur., alc., conc. Quotidienne
Hodson et al., 1991 T, OD, pH, cond., dur., alc. N.L

Paine et al., 1991

Neville, 1992

Conc.

T, OD, pH
Cond., dur.

T, OD, pH, cond.

Conc., mét., N, NH3, NO7, NOj, dur.

Quotidienne

Quotidienne
Bihebdomadaire

Quotidienne
Au début et ala fin de 1’essai
f

€

OCDE, 1992a T Quotidienne
OD, conc. Au moins trois fois par essai®
pH, dur. Au début et a la fin de ’essai
OCDE, 1992b T, OD, conc. Hebdomadaire®
pH, dur. Au début et ala fin de ’essai
a alc. :alcalinité totale N : azote total
BPC : biphényles polychlorés NH3 : azote ammoniacal total
conc. :concentration de la substance a expérimenter NO;2 : nitrites; NO3 : nitrates
cond. :conductivité OD  :teneur en oxygene dissous
COT : carbone organique total part. : particules
dur.  : dureté totale pest. : pesticides organophosphorés
GTD : gaz totaux dissous pH : concentration en ions hydrogéne
mét.  : métaux particuliers T : température

b  Au besoin, pendant les essais a renouvellement périodique, il faudrait mesurer la teneur en OD au début et a la fin

de chaque période de renouvellement dans au moins un aquarium de chaque concentration.

¢ Prélevement de sous-échantillons a chaque renouvellement de I’ effiuent.

d Température de I’eau : il faut mesurer tous les jours les maxima et les minima. Il faut aussi mesurer la température

de fagon simultanée dans tous les aquariums, si possible, au début, au milieu et a la fin de I’essai.

e Ledeuxieme et I’avant-dernier jours d’exposition, on doit mesurer ces variables dans chaque concentration au
début de la période de 24 h et dans chaque aquarium a la fin de cette période.

f  De préférence, on devrait mesurer la température en continu dans au moins un récipient d’essai.

g Il devrait y avoir trois relevés des concentrations effectués 2 intervalles réguliers pendant I’essai. Dans les essais a

renouvellement périodique, on devrait analyser au moins une fois les solutions d’essai usées et fraiches de toutes
les concentrations.

N.I. : non indiqué.
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1987

Document Variables Fréquence Résultats
Birge et al., 1985 Mortalité Quotidienne Mortalité
EPA, 1985a Mortalité, malformations ou anomalies, Quotidienne Mortalité, poids
nombre d’oeufs éclos ou d’alevins
nageant librement .
Poids? A la fin de ’essai
Rexrode et Armitage, Mortalité, nombre d’oeufs Quotidienne Mortalité, poids
éclos, délai avant I’éclosion®
ou la nage libre
Effets pathologiques, Hebdomadaire®
histologiques ou cliniques R
Poidsd A la fin de I’essai
van Aggelen, 1988 Mortalité, malformations ou anomalies Quotidienne Montalité
ASTM, 1991a Mortalité®, malformations ou anomalies Quotidienne Mortalité, poids
Poidsf A la fin de I’essai .
Birge et Black, 1990 Mortalité, malformations ou Quotidienne Mortalité
anomalies®, délai avant
I’éclosion
Hodson et al., 1991 Mortalité", malformations ou Quotidienne Mortalité, poids

Paine et al., 1991

Neville, 1992

OCDE, 1992a

OCDE, 1992b

anomalies, nombre d’oeufs éclos
Poids
Poids corporel, poids du vitellus

Mortalité
Poids corporel, poids du vitellus

Mortalité, malformations ou anomalies
Croissance?

Mortalité, malformations ou
anomalies, nombre d’oeufs éclos,
délai avant I’éclosion

Longueur

Mortalité, malformations ou
anomalies, nombre d’oeufs éclos,
délai avant I’éclosion ou la nage libre
Poids

Hebdomadaire
Une seule fois

Quotidienne

Au début et 2 la fin de Iessail

Quotidienne

Au début et 2 Ia fin de I'essai

Quotidienne

A la fin de I’essai

Quotidienne

A la fin de Pessai

Morntalité, croissance
Mortalité, croissance

Mortalité

Mortalité, poids

a o o o w®

cas d’oedéme.

- oQ -

Au moins 11, 18, 25 et 32 jours aprés I’éclosion.

par 1 000 jours-poissons.

Longueur et poids frais normalisés. En présence d’oedeme, il est conseillé de mesurer le poids sec.

Poids frais; s’il peut y avoir des cas d’oedéme, mesurer aussi la longueur et le poids sec.

Déterminé lorsque environ 90 % des oeufs sont éclos; 48 h aprés la premigre éclosion, on dénombre les larves vivantes.

On devrait obtenir le poids frais de tous les poissons vivants. Il faudrait aussi mesurer leur poids sec, s’il pouvait y avoir des

On éclaircit pendant le stade de I’ oeuf embryonné; la survie globale correspond au produit des pourcentages de survie.

Tout poisson vivant présentant des malformations est considéré comme mort dans les calculs finaux.

Pour éviter de fausser les résultats, calculer le nombre de jours-poissons et exprimer la mortalité en nombre de sujets morts

Conserver 40 alevins-au début de I'essai; 2 la fin de I'essai, conserver tous les alevins pendant une semaine, puis les disséquer

pour évaluer le rendement de la résorption du vitellus. Mesurer les poids secs et frais des poissons et des sacs vitellins.
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11. Résultats statistiques de I’essai

Document

Résultats

Critére

Birge et al., 1985
EPA, 1985a

Rexrode et Armitage,
1987

van Aggelen, 1988
ASTM, 1991a

Birge et Black, 1990
Hodson et al., 1991
Paine et al., 1991
Nevilie, 1992
OCDE, 1992a
OCDE, 1992b

CLsg, CL1g, CL,2, CSEO, CMEO
N.L

CTMAP

TLso4, CLsg
N.I

CLso, CLjo, CL,?, CSEO, CMEO
Cl»s, CSEO, CMEO

Rendement de la résorption du vitellus
CSEO, CMEO

CSEO, CMEO

CSEO, CMEO

Différence significative par rapport au témoin

Différence significative par rapport au témoin, établie
par analyse de variance

Différence significative ou particuliere par rapport
au témoin®

Différence significative par rapport au témoin

Différence significative ou particuliere par rapport
au témoin®

Différence significative par rapport au témoin
Différence significative par rapport au témoin
Comparaison avec les sujets témoins

Différence significative par rapport au témoin®
Différence significative par rapport au témoinf

Différence significative par rapport au témoin’

Concentration d’une substance qui est censée causer la mort de 50, 10 et I % respectivement des poissons soumis a I’essai
apres une durée d’exposition particuliére.

Concentration toxique maximale acceptable (c.-3-d. concentration seuil d’effet); pour les données relatives (longueur, poids),
elle est établie par une analyse de variance et des tests & comparaisons multiples; pour les données absolues (p. ex., nombre
d’embryons éclos), elle est calculée a I'aide d’un tableau de contingence a deux caracteres.

L’établissement de différences fondé uniquement sur une différence statistiquement significative entre sujets traités et sujets
témoins peut dépendre pour une grande part de la taille des échantillons et de la variabilité entre les répétitions. Une
différence d’un ordre de grandeur déterminé entre sujets traités et sujets émoins, en ce qui a trait 3 une caractéristique
biologique, peut aussi servir de résultat.

Temps 1étal moyen, soit la période d’exposition qui est censée causer la mort de 50 % des poissons exposés a une
concentration donnée d’une substance.

Croissance fondée sur le pourcentage de gain pondéral individuel (poids frais), toute mortalité étant exprimée par une valeur
de 0 %.

On peut procéder a une analyse de la variance a un critére de classification et a des comparaisons multiples pour un essai ne
comportant pas de répétitions, mais il faudrait alors prouver que la variabilité d’un récipient d’essai a un autre est
raisonnablement faible.

N.I. : non indiqué.
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Document

Variation de la

Variation de la

Mortalité maximale

Variation du poids

concentration température (°C)  chez les témoins (%)  chez les témoins
Birge et al., 1985 N.IL +1 <20 S.0.
EPA, 1985a <20 %* +1,5° <20, <30° CV <40 %°
Rexrode et Armitage,
1987 N.L 2 20 CV <40 %4
van Aggelen, 1988 N.L N.I. N.L N.L
ASTM, 1991a <30 %; <50 %°  <1,2 ou 3f 308 NI
Birge et Black, 1990  N.L N.I. <20 N.L
Hodson et al., 1991 N.I <1 <20 CV=28%
Paine er al., 1991 N.L N.L <20 N.L
Neville, 1992 N.I <1 <10 <15 %
OCDE, 1992a +20%dela  £1,5" <30' N.L
moyenne
OCDE, 1992b +20%dela  £1,5 <30' N.I
moyenne

a  Laconcentration de la substance toxique ne devrait pas €tre inférieure de plus de 20 % a la concentration

moyenne mesurée.

b Les températures d’essai devraient correspondre, a un degré prés, a la température prescrite.

¢ La mortalité moyenne chez les poissons témoins ne doit pas dépasser 20 %; dans tout groupe de sujets témoins,
la mortalité ne doit pas excéder 30 %.

d Coefficient de variation maximal (CV = 100 fois I’écart-type divisé par la moyenne) du poids des poissons
vivants a 1a fin de I’essai dans tout récipient témoin.

e L’essai n’est pas valable si la concentration mesurée dans toute solution d’essai est supérieure de 30 % a la
concentration moyenne pondérée dans le temps pendant plus de S % de la durée de I’essai, ou si elle est
inférieure de 50 % a la concentration moyenne pondérée dans le temps mesurée dans toute solution d’essai
pendant plus de 10 % de la durée de I’essai.

f  Différence d’au moins 1 °C entre les températures moyennes pondérées dans le temps de deux récipients d’essai;

différence d’au moins 2 °C entre deux récipients d’essai a n’importe quel moment; différence d’au moins 3 °C
entre la température d’un récipient particulier et la moyenne globale des températures moyennes pondérées dans

le temps.

De I’éclaircissage des embryons a la fin de I’essai.

Différence de moins de 1 °C entre les aquariums d’essai ou, dans un méme aquarium, d’un jour a un autre.

i Apres I’éclosion. La mortalité chez les embryons témoins ne devrait pas dépasser 34 % au moment de I’éclosion.

N.I : non indiqué.
S.0. : sans objet.
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Annexe D

Distribution, cycle biologique et élevage des espéces

soumises a ’essai*

Saumon de ’Atlantique
(Salmo salar)

Distribution. L aire de distribution du
saumon de I’ Atlantique englobe la plus
grande partie de 1’ Atlantique Nord et un
grand nombre des fleuves et cours d’eau qui
s’y jettent. Dans la partie est de I’ Atlantique,
on trouve ce poisson du nord du cercle
Arctique jusqu’au Portugal, en passant par la
Scandinavie, la partie de la mer Blanche
située au nord-ouest de la Russie, la mer
Baltique, la Grande-Bretagne et I’Irlande. Le
saumon de I’ Atlantique est également connu
au large de I’Islande et au sud du Groenland.

Dans le nord-ouest de I’ Atlantique, ce
saumon est répandu de la baie d’Ungava au
Nouveau-Québec jusqu’a quelques fleuves
du nord-est des Etats-Unis. Au Canada, il
fréquente de nombreux cours d’eau du
Nouveau-Brunswick, de la Nouvelle-Ecosse,
de Terre-Neuve, du Labrador et du Québec
ainsi que quelques ruisseaux de
1'Tle-du-Prince-Edouard. Aux Etats-Unis, on
trouve des populations indigénes survivant
dans un petit nombre de cours d’eau du
Maine, et on a rétabli une fraye¢re dans le
fleuve Connecticut.

Cycle biclogique. Certains saumons de

I’ Atlantique retournent en eau douce peu de
temps avant le frai, et d’autres le font des
mois avant. Le frai s’étend habituellement
d’octobre a janvier, bien que certaines races
se reproduisent en février et en mars dans les
eaux plus tempérées du Sud. Le saumon de

*  Principale source d’information : Gordon et al., 1987.

I’ Atlantique adulte pese entre 4 et 6 kg et
revient frayer apres avoir séjourné deux ans
en mer. Les poissons en voie d’atteindre la
maturité qui remontent en eau douce deés
I’4ge de un an sont appelés «madeleineaux»
ou «castillons»; ils pesent habituellement
entre 1,5 et 3,5 kg. Une faible proportion des
saumons demeurent en mer pendant trois ans
et atteignent un poids variant entre 8 et

14 kg. Jusqu’a 30 % (d’habitude 10 %) des
saumons survivent au frai et connaitront une
deuxieme montaison. Une fois le frai
terminé, les saumons vides, appelés
«charognards», retournent en mer. La
production d’oeufs varie en fonction du
poids de la femelle et atteint en moyenne
entre 1 500 et 1 800 oeufs par kilogramme
(Farmer et al., 1990).

Les oeufs, déposés dans des nids de gravier
appelés nids de fraie, ont un diamétre variant
entre 5,5 et 6,8 mm. Les jeunes restent en
eau douce de un a trois ans, jusqu’a ce qu’ils
atteignent une longueur d’environ 12 a

15 cm. Le moment ou les saumoneaux
gagnent la mer dépend de la température de
I’eau et de la durée de la période
d’alimentation estivale. En eau douce, le
saumon de I’ Atlantique en croissance se
nourrit principalement de larves d’insectes et
de zooplancton.

La migration dans 1’océan peut couvrir une
vaste distance, mais le saumon de

I’ Atlantique préfere les eaux froides bordant
la banquise arctique et les mers du Labrador
et de Barents (entre 2 et 9 °C). Pendant son



séjour en mer, le saumon de I’ Atlantique se
nourrit d’abord de crustacés (amphipodes et
euphausiacés), puis il devient
progressivement piscivore (hareng, capelan
et langons).

Saumon coho (Oncorhynchus kisutch)

Distribution. Le saumon coho habite les
petits cours d’eau de la Basse-Californie au
Norton Sound en Alaska, les populations les
plus denses se trouvant entre le

fleuve Columbia, en Oregon, et le

Cook Inlet, en Alaska. On observe également
des saumons coho dans le réseau
hydrographique Shuswap du fleuve Fraser et
dans le lac Babine, qui se déverse dans le
fleuve Skeena. Sur la cote asiatique, on
trouve le saumon coho des environs du
cercle Arctique jusqu’au nord du Japon et de
la Corée. On a réussi a acclimater le coho
dans les Grands Lacs.

Cycle biologique. Le saumon coho remonte
les cours d’eau peu de temps avant le frai, en
octobre et en novembre. Cependant,
certaines populations attendent jusqu’en
décembre ou janvier avant de frayer. Au
moment du frai, le poids moyen des
saumons coho varie entre 2,7 et 5,4 kg. La
plupart des poissons ont trois ans quand ils
retournent en eau douce, mais les jeunes
saumons males qui le font apres un séjour
d’un an en mer ne sont pas rares (environ

4 % de la population migrante). La migration
vers I’amont peut prendre plus ou moins de
temps. La production d’oeufs moyenne varie
entre 2 100 et 2 800 oeufs par femelle.

Les oeufs fécondés, d’un diamétre allant de
5,8 4 7,5 mm, sont enfouis dans des nids de
gravier et I’incubation se poursuit pendant
tout I’hiver, D’habitude, les alevins de coho
sortent du gravier entre la mi-mars et la fin
de juin. IIs restent en eau douce pendant un
ou deux ans avant de s’en aller en mer, se
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nourrissant surtout de zooplancton, de larves
d’insectes aquatiques et d’insectes terrestres.
Le saumon coho en croissance séjourne
habituellement deux ans dans les riviéres du
Nord et les autres cours d’eau froids et peu
productifs comme les rivieres Pitt et
Coldwater, en Colombie-Britannique.

Apres que les jeunes soient devenus des
saumoneaux, entre la mi-avril et la mi-juin,
ils commencent a descendre les riviéres. La
plupart des saumons coho fréquentent les
eaux cOtieres et estuariennes (40 km en
bordure du littoral) pendant quelque temps,
mais il se peut également qu’ils s’aventurent
jusqu’a 1 600 km des cotes dans

I’océan Pacifique. Pendant sa premiere
année en mer, le coho se nourrit de crustacés
(copépodes, amphipodes, euphausiacés et
larves de cirripédes et de crabes). Plus tard,
il devient presque exclusivement piscivore et
se nourrit de poissons a teneur élevée en
graisses vivant en banc comme le hareng et
I’eulakane, mais €galement de sébastes et de
lingues de varech.

Truite arc-en-ciel (Oncorhynchus
mykiss)

Distribution. La truite arc-en-ciel est
indigéne dans I’ouest de I’Amérique du
Nord, ou elle est connue de la
Basse-Californie a I’ Alaska. Cependant, les
populations les plus importantes sont
observées du nord de la Californie au nord
de la Colombie-Britannique, surtout dans les
grands fleuves et leurs tributaires ainsi que
dans les lacs et les ruisseaux. La truite
arc-en-ciel a été introduite avec succes
partout dans le monde et elle est maintenant
présente dans toutes les provinces
canadiennes grace a des introductions
intentionnelles ou involontaires. La truite
arc-en-ciel passe toute sa vie en eau douce,
mais il arrive que des jeunes ou des adultes
fréquentent les eaux estuariennes, et



certaines sous-especes (p. €x., la truite
steelhead) connues sur les deux cétes du
Canada séjournent en mer et remontent les
cours d’eau a la saison du frai. L’élevage de
la truite arc-en-ciel en vue de
I’ensemencement des plans d’eaux naturels a
des fins sportives est trés répandu au Canada
et ailleurs. La truite arc-en-ciel est ’'une des
especes les plus utilisées en aquiculture
commerciale. Il s’agit également d’une des
especes standard servant a la réalisation
d’essais de toxicité aquatique partout dans le
monde et au Canada en particulier.

Cycle biologique. 1e frai de la truite
arc-en-ciel commence a la fin de I’hiver et se
poursuit tout le printemps. Les géniteurs sont
habituellement agés de trois ou quatre ans et
pesent entre 1,5 et 4 kg; chez les truites qui
fraient plus d’une fois, le poids et I’4ge
atteint peuvent étre considérablement plus
élevés. Les oeufs, dont le diametre varie
entre 3,0 et 5,0 mm, sont déposés dans des
nids de gravier et les alevins en sortent et
nagent librement a partir de la fin de mai ou
pendant le mois de juin. Les jeunes se
nourrissent habituellement de larves
d’insectes et de zooplancton. La truite adulte
se nourrit d’insectes, de crustacés et d’autres
poissons.

Techniques d’élevage

Extraction des gametes. Pour des raisons
pratiques, il se pourrait que I’on doive
extraire les gametes nécessaires a la
réalisation des essais de toxicité chez des

SE st mrreen

géniteurs détenus dans le laboratoire d’essai.
Le cas échéant, il convient de prendre
plusieurs facteurs en considération.
Quelques-uns des éléments les plus
importants de I’extraction des gametes sont
décrits ici, mais on devrait étudier 4 fond des
documents détaillant cette opération avec
précision avant de la mettre en oeuvre.
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Normalement, on sépare les males des
femelles et les sujets ayant atteint la maturité
sexuelle des autres. Il est aisé de distinguer
le sexe des poissons et de reconnaitre les
males adultes, mais la sélection des femelles
prétes a I’extraction demande de
I’expérience et de la pratique. Sil’on
n’examine pas fréquemment les femelles
afin de déterminer le moment de I’ovulation,
on risque fort de n’obtenir que des oeufs
stériles. La fécondité des oeufs atteint un
sommet pendant une période de trois ou
quatre jours survenant de quatre a huit jours
apres I’ovulation. Le moment idéal de la
fécondation survient dans les huit jours
suivant ’ovulation. Si on laisse les oeufs
vieillir davantage, on risque de nuire a leur
survie non seulement a la fécondation, mais
également a tous les stades, de 1’oeuf
embryonné a I’alevin.

11 est essentiel de manipuler les poissons
avec soin quand on en vérifie la maturité. En
effet, il est trés facile de briser les oeufs non
pondus, qui deviennent stériles. On reconnait
une femelle préte a I’extraction aux signes
suivants : élargissement de 1’abdomen, qui
devient plus mou, gonflement et coloration
rouge de la papille saillant a I’orifice
urogénital, et expulsion spontanée d’oeufs
par cet orifice. On peut examiner les oeufs
ainsi pondus en les rendant transparents et en
vérifiant la position de la vésicule
germinative et des gouttelettes lipidiques
dans le vitellus. Seules des personnes
expérimentées peuvent manipuler
correctement les géniteurs et s’assurer de
leur maturité.

L’extraction peut étre effectuée par une ou
deux personnes, selon I’expérience de
celles-ci, une personne tenant le poisson
pendant que I’autre procéde a I’extraction.
On peut extraire les oeufs de différentes
fagons, selon que I’on entend sacrifier la
femelle (pratique courante dans le cas du



saumon coho) ou I’anesthésier (ce qui est
possible chez le saumon de I’ Atlantique et la
truite arc-en-ciel). On peut extraire de la
laitance plus d’une fois d’un méile mature, a
condition de laisser une semaine s’écouler
entre chaque extraction afin de ne pas nuire a
la qualité de la laitance.

Manipulation des gamétes. Suivant la
méthode exposée dans le présent rapport, il
faut féconder les oeufs juste avant de
commencer 1’essai. Il faut donc coordonner
et synchroniser I’approvisionnement en
oeufs et en laitance et la manipulation des
gameétes. On peut se procurer des gametes
directement au laboratoire a partir de
géniteurs détenus sur place, mais il est
souvent plus facile et économique de se les
procurer dans une écloserie et de les apporter
au laboratoire (¢f. sous-section 2.2). Dans
des conditions optimales et si I’on prend les
précautions nécessaires, on peut transporter
des oeufs non fécondés et de la laitance et
les stocker pendant quelques jours avant
d’effectuer la fécondation.

La laitance conserve entre 70 et 90 % de son
pouvoir de fécondation pendant au moins
cing jours si elle est manipulée et stockée de
fagon appropriée. La laitance de la truite
arc-en-ciel et celle du saumon de

I’ Atlantique semblent se conserver mieux
que celle du saumon du Pacifique. Dans la
laitance fraichement extraite, les
spermatozoides demeurent immobiles a
cause de la teneur en potassium du liquide
séminal. Aprés I’extraction, la qualité du
sperme dépend de la température de
transport et de stockage, de la quantité de
laitance déposée dans chaque récipient, de la
stérilité des récipients et de I’humidité. A
basse température (idéalement entre O et

4 °C), la durée de conservation du sperme
est plus grande. Le sperme expédi€ et stocké
au froid est toutefois moins fertile que le
sperme frais, et il en faut davantage pour

féconder un lot d’oeufs. On doit veiller a ce
que le niveau de la laitance dans le récipient
ne dépasse pas 6 mm afin d’assurer une
oxygénation adéquate du sperme. Il est
également souhaitable d’aérer la laitance
avec de I’oxygene. L’emploi d’oxygéne ou
d’air saturé en humidité peut faire augmenter
considérablement la durée de conservation,
car il aide a prévenir la déshydratation des
gametes.

On peut transporter et stocker les oeufs non
fécondés de la méme fagon que la laitance. Il
faudrait extraire les oeufs le plus tot possible
apres ’ovulation, car la durée de
conservation diminue avec I’age des oeufs.
On devrait disposer les oeufs sur au plus
quatre couches et les expédier et les stocker
a une température variant entre O et 3 °C,
dans des contenants isolés congus de fagon a
réduire le risque de bris au minimum. La
fécondité des oeufs manipulés de cette
maniére devrait demeurer normale pendant
environ trois jours. Pour maximiser les
chances de fécondation, il faudrait féconder
les oeufs qui ont été stockés avec de la
laitance fraichement extraite.

Fécondation. On peut procéder a la
fécondation dans I’eau ou a sec. Toutefois, la
fécondation dans I’eau exige une
synchronisation précise, car les
spermatozoides activés par I’eau ne
demeurent mobiles que pendant 90 secondes
et le micropyle de I’oeuf se referme au bout
de 3 min. C’est pourquoi la fécondation a
sec est recommandée. Selon cette méthode,
les oeufs extraits de une 2 trois femelles sont
déposés dans un seau ou sur un plateau de
plastique propre et sec, et on y ajoute la
laitance recueillie dans un contenant de
plastique ou de verre. I est préférable
d’utiliser la laitance de plusieurs males afin
d’accroitre les chances de fécondation. Apres
avoir ajouté la laitance, on mélange
doucement les gametes a la main; il faut



porter pour cela des gants de chirurgie
propres et neufs. On laisse les gametes
reposer entre 2 et 4 min, puis on ajoute de
I’eau aérée que 1’on fait couler doucement le
long des parois du récipient. Les oeufs sont
mélangés et ’eau est évacuée; le micropyle
se referme et le surplus de laitance et les
autres débris qui pourraient favoriser
I’apparition d’infections fongiques sont
éliminés. On rince ainsi les oeufs deux ou
trois fois. Par la suite, les oeufs fraichement
fécondés sont déposés rapidement et
délicatement (dans un délai de 20 min) dans
les tours d’incubation et I’essai est mis en
route (cf. sous-section 4.2). Pendant le
transfert, les oeufs devraient étre immergés
dans de I’eau de contrdle/de dilution et il ne
faudrait pas les verser mais les déposer dans
les tours d’incubation. Tout le processus de
fécondation devrait se dérouler sous un
éclairage faible.

Incubation et développement des embryons.
On trouvera au tableau D.1 des
renseignements relatifs aux températures
favorisant un développement optimal ou
entrainant la mort chez les embryons des
trois especes visées. La température de I’eau
est la principale variable qui influence le
développement des embryons, et elle peut
servir a prévoir les dates auxquelles les
divers stades de développement seront
atteints, Les températures idéales varient
selon I’espéce de poisson, et méme selon la
race. Le tableau D.2 indique les durées
d’incubation prévues pour 1’éclosion de

50 % des embryons, selon I’espece.

Les embryons sont particulierement
sensibles aux chocs mécaniques (agitation) a

85

certains stades sensibles de leur
développement, et on ne peut pas les
manipuler, les mélanger, les verser ou les
transporter sans occasionner une mortalité
considérable au cours de ces stades. Il a été
mis en évidence que cette sensibilité aux
chocs touche trois phases du développement
embryonnaire et que la sensibilité augmente
d’une phase a la suivante. La premiere de
ces phases se produit entre 10 et 45 min
apres I’immersion des oeufs dans I’eau, a la
suite de leur fécondation; pendant cette
période, la fusion des chromosomes males et
femelles s’opére. La deuxiéme phase
sensible se produit de 2 a 72 h apres
I’immersion des embryons, pendant la
période de division cellulaire rapide. La
troisieme phase, qui est la plus sensible,
s’étend du quatriéme au quatorziéme jour
suivant la fécondation, lorsque les cellules
de I’embryon se différencient rapidement. La
sensibilité aux chocs diminue par la suite
pour disparaitre une fois atteint le stade de
I’oeuf embryonné.

Comme la vitesse de développement
embryonnaire dépend de la température de
I’eau et de I’espece étudiée, la sensibilité
variera selon les conditions d’incubation et
I’espece. Pour minimiser les pertes, on ne
devrait plus manipuler les embryons une fois
qu’ils sont immergés depuis 24 h dans les
solutions d’essai. Les embryons sont
sensibles pendant ces premieres 24 h, mais
pas excessivement. Toutefois, on ne devrait
pas les déranger du tout apres cette période,
jusqu’a ce que le stade de I’oeuf embryonné

soit atteint.
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Tableau D.1 Températures de I’eau influencant le développement et la survie des embryons
des espéces soumises a I’essai?

Espece Température minimale® Température maximale® Température optimale
(°C) 0 §(S)

Saumon de I’ Atlantique 4,0 16,0 8,0-10,0

Saumon coho 1,6-3,0 13,0-13,5 5,0-80

Truite arc-en-ciel 0,5-2,25 14,6 10,0-12,0

a  D’aprés Gordon et al., 1987.

b Cette température est définie comme celle qui cause la mort chez 50 % des embryons pendant la période
d’incubation allant de 1a fécondation 2 1’ éclosion de SO % des survivants.

Tableau D.2 Durées d’incubation prévues pour les espéces soumises a ’essai a température

constante
Température Nombre de jours entre la fécondation et I’éclosion de 50 % des embryons
cO Saumon de I’ Atlantique?® Saumon coho® Truite arc-en-ciel
1 - . 182
2 _ - 138
3 - - 107
4 117 120 86
5 98 96 71
6 84 80 59
7 72 69 50
8 62 60 43
9 54 53 37
10 48 48 32
12 38 40 25
14 20

a D’apreés Gordon et al., 1987.

b  D’apres le personnel d’une écloserie de Péches et Océans Canada, I’embryon de saumon coho a généralement
besoin d’une accumulation de 480 degrés-jours pour éclore (Schubert, 1992).
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Annexe E

Série logarithmique de concentrations convenant aux essais
de toxicité*

Colonne (nombre de concentrations comprises entre 100 et 10, ou entre 10 et 1)**

1 2 3 4 5 6 7

100 100 100 100 100 100 100
32 46 56 63 68 72 75
10 22 32 40 46 52 56
3,2 10 18 25 32 37 42
1,0 4,6 10 16 22 27 32
2,2 5,6 10 15 19 24
1,0 32 6,3 10 14 18
1.8 4,0 6.8 10 13
1,0 25 4,6 7.2 10

1,6 3,2 5,2 7.5

1,0 2,2 3,7 5,6

15 2,7 4,2

1,0 1,9 32

1,4 24

1,0 1,8

1,3

1,0

*  Adapté de Rocchini et al., 1982,

**  On devrait choisir une série de cinq concentrations successives (ou plus) dans une méme colonne. 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 pourcentage, en volume ou en masse par volume

(p. ex., mg/L ou pg/L). Au besoin, les valeurs peuvent étre multipliées ou divisées par n’importe quelle
puissance de 10. On pourrait utiliser la colonne 1 lorsqu’on est trés incertain quant au degré de toxicité. On ne
devrait pas avoir recours a des concentrations plus espacées (séparées par un facteur inférieur a 0,3). Pour les
essais d’effluents, on gagne rarement beaucoup en précision en choisissant des concentrations dans une colonne
a droite de la colonne 3; les écarts moins larges des colonnes 4 a 7 peuvent étre utiles a ’occasion pour I’essai

de produits chimiques ayant un seuil d’effet abrupt.



