
MÉTHODE 
D’ESSAI  
BIOLOGIQUE :
méthode de référence pour la  
détermination de la létalité aiguë  
chez le copépode Acartia tonsa



PDF :
No de cat. : En83-10/1-60-2019F-PDF
ISBN : 978-0-660-32045-8

Papier :
No de cat. : En83-10/1-60-2019F
ISBN : 978-0-660-32242-1

À moins d’avis contraire, il est interdit de reproduire le contenu de cette 
publication, en totalité ou en partie, à des fins de diffusion commerciale 
sans avoir obtenu au préalable la permission écrite de l’administrateur du 
droit d’auteur d’Environnement et Changement climatique Canada. Si vous 
souhaitez obtenir du gouvernement du Canada les droits de reproduction 
du contenu à des fins commerciales, veuillez demander l’affranchissement 
du droit d’auteur de la Couronne en communiquant avec :

Environnement et Changement climatique Canada 
Centre de renseignements à la population 
12e étage, édifice Fontaine 
200, boulevard Sacré-Cœur
Gatineau (Québec)  K1A 0H3
Téléphone : 819-938-3860
Ligne sans frais : 1-800-668-6767 (au Canada seulement)
Courriel : ec.enviroinfo.ec@canada.ca 

Photos : © Environnement et Changement climatique Canada 

©  Sa Majesté la Reine du chef du Canada, représentée par la ministre  
de l’Environnement et du Changement climatique, 2019

Also available in English





Méthode d’essai biologique : 

méthode de référence pour la détermination de la 

létalité aiguë chez le copépode Acartia tonsa 

Unité de l’élaboration et de l’application des méthodes 

Direction générale des sciences et de la technologie 

Environnement et Changement climatique Canada 

Ottawa (Ontario)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Méthode de référence 

DGST 1/RM/60  

Juin 2019 



 

i 

 

Commentaires 
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Les demandes de renseignements généraux concernant la présente méthode peuvent être adressées à : 

ec.methodes-methods.ec@canada.ca 

Avis de révision 

Le présent document a été révisé par le personnel de la Direction générale des sciences et de la 

technologie d’Environnement et Changement climatique Canada, et approuvé aux fins de publication. 

La mention d’appellations commerciales ou de produits offerts sur le marché ne constitue ni une 

recommandation ni une approbation quant à l’emploi de ces produits de la part d’Environnement et 

Changement climatique Canada. D’autres produits de valeur comparables peuvent être utilisés. 
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Résumé 

Le présent document décrit des méthodes normalisées ou de référence explicites pour mesurer la toxicité 

létale aiguë d’effluents chez le copépode marin Acartia tonsa. Des instructions précises sont fournies pour 

effectuer des analyses de la létalité aiguë avec des échantillons d’effluents dont la salinité est supérieure 

à 4 g/kg et qui se déversent directement dans des eaux réceptrices marines ou estuariennes. 

Trois méthodes différentes sont présentées :  

i) une méthode d’essai à concentration unique portant sur l’effluent non dilué, sauf indication 

contraire;  

ii) une méthode d’essai à concentrations multiples visant à déterminer la concentration létale 

médiane (CL50) de l’effluent;  

iii) une méthode d’essai portant sur un toxique de référence. 

Le lecteur trouvera des instructions concernant l’élevage de l’espèce A. tonsa en laboratoire, les 

installations et l’approvisionnement en eau, la manipulation et l’entreposage des échantillons, la 

préparation des solutions, les conditions d’essai, les observations à faire, les paramètres d’essai et les 

méthodes de calcul connexes ainsi que l’utilisation de toxiques de référence. Des procédures particulières 

sont également présentées pour l’expérimentation de produits chimiques, de préparations ou de mélanges 

chimiques. 
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Avant-propos 

Le présent document fait partie d’une collection de méthodes de référence pour mesurer et évaluer 

l’effet ou les effets toxiques de l’exposition d’une seule espèce d’organismes aquatiques ou terrestres à 

des échantillons d’effluents et de produits chimiques, dans des conditions de laboratoire contrôlées et 

définies. 

Par méthode de référence, on entend une méthode biologique spécifique pour la réalisation d’essai de 

toxicité, c’est-à-dire une méthode écrite comportant un ensemble explicite de directives et de conditions 

expérimentales décrites avec précision. Contrairement à d’autres méthodes d’essai biologique 

polyvalentes (génériques) publiées par Environnement et Changement climatique Canada (auparavant 

Environnement Canada), la méthode de référence est souvent limitée, dans son emploi, aux essais exigés 

par certains règlements (p. ex. le Règlement sur les effluents des mines de métaux promulgué en vertu de 

la Loi sur les pêches fédérale). 

Les méthodes de référence sont celles qui ont été élaborées et publiées par Environnement et 

Changement climatique Canada et qui sont préférées dans les cas suivants : 

• en vue de l’application des règlements dans les laboratoires de toxicité environnementale des 

agences fédérales et provinciales; 

• pour des essais de toxicité à des fins de réglementation confiés par Environnement et Changement 

climatique Canada à des laboratoires externes ou demandés par des agences externes; 

• pour incorporation dans les règlements ou permis fédéraux, provinciaux ou municipaux, comme 

exigence de surveillance et; 

• comme base pour l’élaboration d’instructions très explicites. 

Dans l’annexe A, on trouve une liste des méthodes de référence préparées pour publication par l’Unité 

de l’élaboration et de l’application des méthodes d’Environnement et Changement climatique Canada, à 

Ottawa (Ontario), de méthodes génériques (aux applications plus larges) d’essai biologique et de guides à 

l’appui.  

Les termes définis dans la section « Terminologie » se détachent en italiques, dans le corps du document, 

quand ils sont employés conformément à leur définition. Les italiques feront aussi ressortir d’autres 

termes. 
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Liste des abréviations et des formules chimiques 

°C degré(s) Celsius 

cm centimètre(s) 

CV coefficient de variation 

OD oxygène dissous (concentration) 

g gramme(s) 

g/kg gramme par kilogramme 

h heure(s) 

L litre(s) 

CL50 concentration létale médiane 

DEL diode électroluminescente 

m mètre(s) 

mg milligramme(s) 

min minute(s) 

mL millilitre(s) 

mm millimètre(s) 

mS millisiemens 

nm nanomètre(s) 

® marque de commerce déposée 

s seconde(s) 

ET écart type 

SI système international d’unités 
MC marque de commerce 

µg microgramme(s) 

µL microlitre(s) 

µm micromètre(s) 

µmhos micromhos 

µmol micromole(s) 

× fois ou grossissement 

÷ divisé par 

> plus de 

<  moins de 

≥ plus de ou égal à  

≤ moins de ou égal à 

/ par; peut aussi signifier « ou » (p. ex. eau 

témoin/de dilution) 

~ environ 

= est égal à 

± plus ou moins 

% pourcentage ou pour cent 

‰ parties par millier (salinité) 
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Terminologie 

Note : Les définitions suivantes s’inscrivent dans le contexte du présent document et pourraient ne pas 

convenir à un autre contexte. 

Verbes auxiliaires 

L’auxiliaire doit (doivent) et le conditionnel d’obligation il faut expriment l’obligation absolue. 

L’auxiliaire devrait (devraient) et le conditionnel d’obligation (il faudrait, etc.) expriment une 

recommandation ou la nécessité de respecter, dans la mesure du possible, la condition ou la marche à 

suivre. 

L’auxiliaire peut (peuvent) exprime l’autorisation ou la capacité d’accomplir une action. 

L’auxiliaire pourrait (pourraient) indique la possibilité ou l’éventualité. 

Termes techniques 

Acclimatation – Adaptation physiologique à une valeur précise d’un ou de plusieurs facteurs 

environnementaux, comme la température ou la salinité. Ce terme s’applique généralement à des 

conditions contrôlées en laboratoire. 

Conductivité – Expression numérique de la capacité d’une solution aqueuse de conduire un courant 

électrique. Cette capacité dépend des concentrations des ions en solution, de leur valence et de leur 

mobilité ainsi que de la température de la solution. Les relevés de conductivité de l’eau sont 

généralement ajustés en fonction de la température de référence de 25 °C et exprimés normalement en 

millisiemens par mètre (mS/m) ou en micromhos par centimètre (μmhos/cm) (1 mS/m = 10 μmhos/cm). 

La conductivité est une méthode indirecte de mesure de la salinité, le résultat étant normalement 

converti en grammes par kilogramme (g/kg) ou en parties par millier (‰). 

Conformité – Respect des exigences du gouvernement en matière de réglementation ou de délivrance de 

permis. 

Copépode – Petit crustacé aquatique. L’espèce de copépode utilisée dans cette méthode est Acartia tonsa. 

Copépodite – S’entend des divers stades du cycle de vie d’un copépode après le stade protopléon, mais 

avant l’âge adulte à maturité sexuelle. A. tonsa passe par six stades copépodites avant de devenir un 

adulte à maturité sexuelle. Les termes « copépodide » et « copépodite » sont interchangeables.  

Diode électroluminescente (DEL) – Se dit d’un type de source lumineuse. Il s’agit d’une diode 

semiconductrice qui s’allume lorsqu’une tension est appliquée. Les DEL diffèrent des sources 

lumineuses fluorescentes et incandescentes par le mécanisme utilisé pour générer la lumière.  

Élevage – En tant que nom, désigne le stock d’animaux élevés en laboratoire dans des conditions définies 

et contrôlées pendant une ou plusieurs générations afin de produire des œufs destinés à être utilisés 

comme organismes d’essai. Aux fins de la présente méthode, le mot élevage désigne également les 

« cultures réparties par classe d’âge », qui sont des copépodes répartis par classes d’âge ou de taille 

précises. En tant que verbe, il désigne l’élevage d’organismes d’essai sains pendant une ou plusieurs 

générations, dans des conditions définies et contrôlées. 
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Étalonnage – Comparaison des mesures fournies par un dispositif mis à l’essai avec les mesures d’une 

norme d’étalonnage dont l’exactitude est connue. Une telle norme pourrait être un autre dispositif de 

mesure dont l’exactitude est connue, un dispositif générant la quantité à mesurer, comme la tension, ou 

un objet matériel, comme un mètre. 

Euryhalin – Se dit d’un organisme capable de supporter sans stress de grandes variations de salinité. 

Eurytherme – Se dit d’un organisme capable de supporter sans stress de grandes variations de 

température. 

Exactitude – Qualité de l’accord entre la valeur mesurée (ou estimée) et la valeur réelle. La détermination 

de l’exactitude d’une mesure exige généralement l’étalonnage de la méthode analytique avec une 

norme connue. 

Lot – Groupe de copépodes A. tonsa reçus en une seule fois d’un fournisseur à un moment précis, qui 

permettent d’entamer un élevage en laboratoire afin d’obtenir, par reproduction, des organismes 

d’essai. Ce terme peut aussi désigner un volume d’eau de mer (artificielle ou naturelle) destiné à être 

utilisé pour l’élevage ou l’acclimatation ou dans le cadre d’un essai de toxicité précis (y compris tout 

essai avec toxique de référence connexe).  

Lux – Unité d’éclairement fondée sur des unités par mètre carré. 1 lux = 0,0929 pied-bougie et 1 pied-

bougie = 10,76 lux. Pour convertir des lux en flux quantique [µmol/(m2 ∙ s)], la qualité spectrale de la 

source lumineuse doit être connue. Les conditions de luminosité ou l’irradiance sont exprimées sous 

forme de flux quantique (débit de fluence photonique) dans la gamme de longueurs d’onde 

photosynthétiquement efficaces d’environ 400 à 700 nm. Le lien entre flux quantique et lux (ou pied-

bougie) varie énormément en fonction de la source lumineuse, du photomètre utilisé, de la disposition 

géométrique et des réflexions possibles (voir ASTM, 2014). Le facteur de conversion entre flux 

quantique et lux pour une lumière fluorescente en spectre continu (p. ex. Vita-Lux® de Duro-Test® est 

donné par la relation 1 lux ≅ 0,016 µmol/(m2 ∙ s) (Deitzer, 1994; Sager et McFarlane, 1997). 

Nauplius (pl. nauplii) – Copépode nouvellement éclos (c’est-à-dire que les œufs d’A. tonsa éclosent 

généralement en nauplius dans les 48 heures environ à 20 ±2 °C). A. tonsa passe par six stades de 

nauplius avant de devenir un copépodite. 

pH – Logarithme négatif de l’activité des ions hydrogène exprimée en équivalents grammes par litre. La 

valeur du pH indique le degré ou l’intensité des réactions tant acides qu’alcalines sur une échelle de 0 à 

14, le nombre 7 représentant la neutralité, les nombres inférieurs à 7, des réactions de plus en plus 

acides, et les nombres supérieurs à 7, des réactions de plus en plus alcalines. 

Photopériode – Durée de l’éclairement (et de l’obscurité) sur 24 h. 

Pourcentage (%) – Concentration exprimée en parties par centaine. Dans le cas des effluents ou des 

produits chimiques, dix pour cent (10 %) représente 10 unités d’un effluent (ou d’un produit chimique) 

dilué dans l’eau pour constituer en tout 100 parties. Les concentrations peuvent être préparées en 

fonction d’un rapport de masse à masse, de masse à volume ou de volume à volume et elles sont 

exprimées sous forme de pourcentage de l’échantillon d’effluent ou de produit chimique dans la 

solution définitive.  

Précision – Concordance entre des mesures répétées (c.-à-d. le degré par lequel les données produites à 

partir de mesures répétées diffèrent). Elle est souvent évaluée en fonction de l’écart ou de l’écart type. 

Elle permet de mesurer les contributions aléatoires à l’incertitude.  
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Réfractométrie – Technique qui indique dans quelle mesure la lumière est déviée (c.-à-d. réfractée) 

lorsqu’elle se déplace de l’air à un échantillon. Elle sert généralement à déterminer l’indice de 

réfraction d’un échantillon liquide. L’indice de réfraction, qui dépend grandement de la température, est 

alors utilisé pour déterminer la salinité d’un échantillon. Un réfractomètre est un instrument utilisé pour 

mesurer l’indice de réfraction. 

Salinité – Quantité totale de sels dissous dans une quantité de solution donnée. Pour les besoins de la 

présente méthode, la salinité doit être mesurée à l’aide d’un conductimètre ou d’un réfractomètre (voir 

la section 4.2). Dans ce document, la salinité est exprimée ici en grammes par kilogramme (g/kg). La 

salinité est habituellement exprimée en grammes par kilogramme (g/kg) ou en parties par millier (‰). 

Surveillance – Vérification périodique (p. ex. quotidienne, hebdomadaire, mensuelle, trimestrielle) de la 

qualité, ou collecte et communication de l’information. Dans le présent document, ce terme désigne soit 

l’observation périodique (de routine) et la mesure de certaines variables biologiques ou de certaines 

variables relatives à la qualité de l’eau, soit la collecte et l’expérimentation des échantillons (p. ex. des 

échantillons d’un effluent) afin d’en mesurer la toxicité. 

Vérification – Procédure utilisée pour confirmer si un instrument ou un système analytique satisfait à un 

ensemble d’exigences ou de spécifications et si le rendement de l’instrument n’a pas changé 

substantiellement par rapport à l’étalonnage initial. 

Termes relatifs aux effluents ou aux produits chimiques 

Agent dispersant – Substance chimique qui réduit la tension superficielle entre l’eau et une substance 

hydrophobe (p. ex. de l’huile), ce qui facilite la dispersion de cette substance dans l’eau sous forme 

d’émulsion. 

Eau de dilution – Eau utilisée pour diluer un échantillon d’effluent ou de produit chimique à différentes 

concentrations aux fins des divers traitements associés aux essais de toxicité. 

Eau de mer (naturelle) – Eau de mer du large ou provenant du large et n’ayant pas subi de dilution 

appréciable par l’eau douce naturelle provenant d’un assèchement de terrain. Voir Eau de mer 

artificielle. 

Eau de mer artificielle – Eau douce à laquelle on a ajouté des sels de mer secs du commerce, en une 

quantité suffisante pour obtenir une salinité (et un pH) convenant à l’élevage et à l’acclimatation des 

organismes et aux essais (eau témoin/de dilution). L’eau de mer artificielle est également connue sous 

le nom d’eau de mer reconstituée. Voir Eau de mer (naturelle). 

Eau déchlorée – Eau chlorée (généralement, eau potable municipale) qu’on a traitée afin d’en éliminer le 

chlore et ses composés chlorés. 

Eau désionisée – Eau que l’on a purifiée en la faisant passer dans des colonnes de résine ou dans un 

système d’osmose inverse. 

Eau distillée – Eau que l’on a fait passer dans un appareil de distillation en verre borosilicaté ou autre 

matériau pour la débarrasser de ses impuretés. 

Eau réceptrice – Eau de surface (p. ex. étendues d’eau marine ou estuarienne, cours d’eau, rivière ou lac) 

où des déchets ont été, ou sont sur le point d’être, déversés. D’autres termes doivent être employés afin 

de préciser le sens de ce terme dans son contexte. 
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Eau témoin/de dilution – Eau servant à la dilution de l’échantillon d’effluent (ou de produit chimique) et 

utilisée comme eau témoin dans un essai. L’eau témoin ou de dilution est souvent identique à l’eau 

d’élevage. 

Effluent – Tout déchet liquide (p. ex. industriel ou urbain) rejeté dans l’environnement aquatique. 

Émulsifiant – Substance chimique facilitant le mélange fin (sous forme de minuscules gouttelettes), dans 

l’eau, d’une substance autrement hydrophobe. 

Essai avec toxique de référence – Essai effectué à l’aide d’un toxique de référence parallèlement à un 

essai de toxicité pour évaluer la sensibilité des organismes au moment de l’évaluation de l’échantillon 

d’effluent ou de produit chimique ainsi que la précision et la fiabilité des résultats obtenus par le 

laboratoire à l’égard de ce toxique de référence. Tout écart par rapport à une plage normale préétablie 

indique que la sensibilité des organismes d’essai ainsi que le rendement et la précision de l’essai sont 

suspects. 

Estuarien – Qui apparient à l’eau de mer saumâtre des parties côtières des océans résultant de la dilution 

mesurable de l’eau océanique par l’eau douce provenant d’un assèchement de terrain. 

Floculation – Formation d’un précipité léger non consolidé (c.-à-d. d’un floc) dans une solution. 

Marin – Qui se rapporte à l’eau de mer du large ou provenant du large et qui n’a pas subi de dilution 

appréciable par l’eau douce naturelle provenant d’un assèchement de terrain. 

Précipitation – Formation d’un solide (c.-à-d. le précipité) à partir d’une partie ou de la totalité des 

constituants dissous d’une solution. 

Solution mère – Solution concentrée de l’échantillon de produit chimique à expérimenter. Des volumes 

mesurés d’une solution mère sont ajoutés à l’eau de dilution afin de préparer des solutions d’essai aux 

concentrations requises. 

Substance chimique – Dans ce document, tout élément, composé, préparation ou mélange d’une 

substance qui pourrait se retrouver associés à de l’eau ou qui entre dans le milieu aquatique par 

l’intermédiaire d’un déversement, d’une application ou d’un rejet. 

Témoin – Dans une enquête ou une étude, traitement reproduisant toutes les conditions et tous les facteurs 

qui pourraient influer sur les résultats, sauf la condition particulière étudiée. Dans un essai de toxicité, 

le témoin doit reproduire toutes les conditions du ou des traitements d’exposition, mais il ne doit pas 

renfermer un échantillon d’effluent ou de produit chimique. Le témoin sert à vérifier l’absence de 

toxicité mesurable attribuable aux conditions de base de l’essai (p. ex. la qualité de l’eau de dilution, la 

santé des organismes d’essai ou les effets dus à la manipulation de ces derniers). Aux fins de la présente 

méthode, le terme « témoin de l’eau de dilution » est synonyme de témoin et correspond à l’eau témoin. 

Témoin de la salinité – Pour les besoins de la présente méthode, échantillon d’une eau témoin/de dilution 

dont la salinité est ajustée pour correspondre à 1 ‰ de l’échantillon d’effluent ou, pour les essais de 

produits chimiques, pour correspondre à la concentration la plus élevée de l’échantillon d’essai. Outre 

le témoin de l’eau de dilution, un témoin de la salinité doit être inclus dans un essai si la salinité de 

l’échantillon est > 5 g/kg supérieure ou inférieure à la salinité à laquelle l’élevage d’A. tonsa est 

acclimaté. Le témoin de la salinité sert à vérifier l’absence d’effets dus uniquement à un brusque 

changement de la salinité (c.-à-d. choc de salinité). Le témoin de la salinité doit être > 4 g/kg et ≤ 
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35 g/kg et l’ajustement de la salinité est effectué à l’aide de sels de mer secs du commerce (voir la 

section 2.3) ou par dilution avec de l’eau douce. 

Toxique de référence – Étalon chimique permettant d’établir la fiabilité des données sur la toxicité d’un 

échantillon d’effluent ou de produit chimique. Dans la plupart des cas, on procède à un essai de toxicité 

au moyen d’un toxique de référence afin de mesurer la sensibilité des organismes au moment de 

l’évaluation de l’échantillon d’effluent ou de produit chimique ainsi que la précision des résultats 

obtenus par le laboratoire à l’égard de ce toxique de référence. 

Turbidité – Degré de réduction de la limpidité de l’eau par la présence de matières en suspension ou 

autres qui entraînent la diffusion et l’absorption de la lumière, plutôt que sa transmission en ligne droite 

dans l’échantillon. La turbidité s’exprime généralement en unités de turbidité néphélométrique. 

Termes relatifs aux statistiques et à la toxicologie 

Aigu – Qui se manifeste à l’intérieur d’une période d’exposition relativement courte par rapport à la durée 

de la vie de l’organisme d’essai, généralement ≤ 48 heures pour les copépodes marins. Un effet toxique 

aigu serait provoqué et observable au cours de cette période. 

Carte de contrôle – Graphique servant à suivre l’évolution des valeurs des paramètres d’un toxique de 

référence au fil du temps. La date de l’essai se trouve sur l’axe horizontal; sur l’axe logarithmique 

vertical, on porte la concentration à laquelle l’effet est observé. 

CL50 – Concentration létale médiane, soit la concentration dans l’eau d’un effluent ou d’un produit 

chimique (% ou mg/L) qui est estimée être létale pour 50 % des organismes d’essai. La CL50 et ses 

limites de confiance à 95 % s’obtiennent généralement par analyse statistique du taux de mortalité dans 

plusieurs concentrations d’essai, après une durée fixe d’exposition. La durée d’exposition doit être 

précisée (p. ex. CL50 après 48 h). 

Coefficient de variation (CV) – Écart type (ET) d’un ensemble de données divisé par la moyenne de 

l’ensemble de données, exprimé sous forme de pourcentage. Il est calculé selon la formule suivante : 

CV (%) = 100 x (ET ÷ moyenne). 

Essai à renouvellement continu – Conditions d’essai ou d’élevage pendant lesquelles les solutions sont 

renouvelées en continu par l’apport constant d’une solution fraîche ou par un apport intermittent 

fréquent.  

Essai à renouvellement périodique – Conditions d’essai ou d’élevage pendant lesquelles les solutions sont 

renouvelées (remplacées) périodiquement, généralement aux 24 heures. Syn, « renouvellement 

périodique », « renouvellement », « à renouvellement séquentiel » et « semi-statique ». 

Essai de toxicité ou essai toxicologique – Détermination de l’effet d’un effluent ou d’un produit chimique 

sur un groupe choisi d’organismes, dans des conditions définies. Un essai de toxicité en milieu 

aquatique permet habituellement de mesurer la proportion des organismes atteints par leur exposition à 

des concentrations précises d’un effluent ou d’un produit chimique d’essai.  

Essai statique – Essai de toxicité au cours duquel les solutions d’essai ne sont pas renouvelées pendant la 

durée de l’essai. 



 

xiii 

 

Étude sur l’identification de la toxicité – Prétraitement systématique d’un échantillon (p. ex. correction du 

pH, filtration, aération), suivi d’essais de toxicité aiguë. Cette étude permet de définir les agents qui 

sont les principaux responsables de la létalité aiguë dans un mélange complexe. 

Évident – Clairement discernable dans les conditions d’essai ou d’élevage utilisées. 

Immobile – Pour les besoins de la présente méthode, se dit de l’absence de tout signe visible de 

mouvement (y compris les antennes et les appendices) pendant une période d’observation de 

30 secondes. 

Létal – Qui entraîne directement la mort. La mort des organismes d’essai d’A. tonsa est définie ici comme 

suit : i) l’œuf n’est pas éclos; ou ii) le nauplius est immobile (d’après une observation de 30 secondes 

après la localisation du nauplius); ou iii) l’organisme à tester est absent. La létalité n’est définitivement 

attribuée qu’à 48 heures dans la présente méthode d’essai, car un œuf non éclos observé à des périodes 

d’observation antérieures (p. ex. 24 heures) peut encore éclore en un nauplius mobile. 

Limite de la zone de confiance – Limite, calculée logarithmiquement, située à plus ou moins deux écarts 

types (± 2 ET), de part et d’autre de la moyenne géométrique historique des valeurs des paramètres de 

mesure d’essais de toxicité effectués avec un toxique de référence.  

Moyenne géométrique – Moyenne de mesures répétées, calculée logarithmiquement. Elle a pour avantage 

d’atténuer l’influence qu’exercent les valeurs extrêmes sur la moyenne, comme lorsqu’une moyenne 

arithmétique est établie. On peut calculer la moyenne géométrique comme étant la racine énième du 

produit de « n » valeurs ou comme l’antilogarithme de la moyenne des logarithmes des « n » valeurs. 

Paramètre – Mesure(s) ou valeur(s) dérivée(s) caractérisant les résultats de l’essai (p. ex. CL50, le taux 

de mortalité). La réaction des organismes d’essai (p. ex. décès) constitue également un paramètre. 

Répétition (récipient d’essai) – Récipient d’essai individuel renfermant un nombre prescrit d’organismes 

exposés à une concentration de l’effluent ou du produit chimique d’essai, ou encore, à un ou plusieurs 

traitements témoins. Pour les besoins de la présente méthode, on entend par répétition un puits unique 

d’une microplaque contenant un seul organisme d’essai dans l’une ou l’autre des concentrations de 

l’effluent ou du produit chimique d’essai, ou dans les traitements témoins. Comme il s’agit d’une unité 

expérimentale indépendante, tout transfert d’organismes, d’effluent ou de produit chimique d’essai d’un 

récipient d’essai à un autre invaliderait l’analyse statistique fondée sur la répétition.  

Sublétal – Nocif pour l’organisme d’essai, mais en deçà du niveau qui entraîne directement la mort 

pendant la durée de l’essai. 

Toxicité – Capacité propre d’un effluent ou d’un produit chimique de provoquer des effets nocifs chez les 

copépodes marins ou d’autres organismes vivants. Ces effets peuvent être létaux ou sublétaux. 

Toxique – Synonyme d’effluent ou de produit chimique toxique. 

Traitement – En règle générale, intervention ou procédure dont l’effet doit être mesuré. Plus précisément, 

dans un essai de toxicité, un traitement est une condition ou une procédure que le responsable de l’essai 

applique aux organismes d’essai afin d’en mesurer les effets sur les organismes. Le traitement peut 

consister en un échantillon non dilué d’effluent, en une concentration précise d’un effluent ou d’un 

produit chimique ou d’une eau témoin.  
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Section 1 

Introduction 

La présente méthode de référence précise les 

modes opératoires et les conditions relatifs à un 

essai de létalité aiguë sur les copépodes marins 

(Acartia tonsa), tels qu’ils sont décrits par les 

gouvernements canadiens qui participent à la 

surveillance de la pollution et au contrôle des 

effluents industriels ou municipaux. Cette 

méthode d’essai est destinée à être utilisée avec 

des échantillons d’effluents dont la salinité 

est > 4 ‰ et qui sont rejetés directement dans 

des eaux réceptrices estuariennes ou marines. 

Cette méthode de référence est l’une des 

méthodes d’essai biologique à utiliser dans le 

cadre d’évaluations d’effluents aux fins de 

surveillance et de conformité en vertu du 

Règlement sur les effluents des mines de métaux 

et des mines de diamants promulgué aux termes 

de la Loi sur les pêches fédérale. Une autre 

méthode de référence sur les invertébrés 

(« Daphnia magna »), publiée par 

Environnement et Changement climatique 

Canada (2000), est utilisée pour évaluer les 

effluents contenant de l’eau douce (c.-à-d. ayant 

une salinité de ≤ 4 ‰), ainsi que les effluents qui 

sont salins (c.-à-d. > 4 ‰) et qui se jettent dans 

l’eau douce. 

Des modes opératoires sont également fournis 

dans le présent document pour évaluer différents 

types de substances, comme les produits 

chimiques, les préparations ou les mélanges 

chimiques (voir la section 8) et ils peuvent être 

utilisés pour fournir des données concernant la 

gestion et la réglementation des pesticides ainsi 

qu’au sujet des produits chimiques d’intérêt dans 

les sites contaminés. En outre, les résultats 

provenant d’essais portant sur les produits 

chimiques peuvent être intégrés aux lignes 

 
1 Un certain nombre de changements ont été apportés 

à cette méthode d’essai à la suite de deux séries 

d’essais interlaboratoires. Ils se fondaient sur des 

recommandations visant à réduire la variabilité à la 

suite d’un examen et d’une évaluation des résultats 

des essais (AquaTox, 2018). Ces recommandations 

comprenaient : (1) préciser la qualité optique du 

microscope utilisé pour évaluer l’éclosion, la mobilité 

directrices nationales ou provinciales pour la 

qualité de l’environnement. 

La présente méthode de référence est élaborée à 

partir de la recherche sur le développement 

d’une méthode effectuée par le Laboratoire des 

essais environnementaux de l’Atlantique 

(LEEA, 2018, 2019) d’Environnement et 

Changement climatique Canada et le Laboratoire 

des essais environnementaux du Pacifique et du 

Yukon (Craig Buday, LEEPY, Environnement et 

Changement climatique Canada, communication 

personnelle, 2017), et par l’AquaTox Testing 

and Consulting Inc. (AquaTox, 2017, 2018). Les 

modes opératoires et conditions précisés dans la 

présente méthode de référence doivent être 

considérés comme définitifs à des fins 

réglementaires. 

Avant de compléter la présente méthode de 

référence, deux études interlaboratoires ont été 

effectuées pour évaluer la précision obtenue 

entre les laboratoires et valider la méthode 

d’essai (AquaTox, 2018). Le nickel et le phénol 

étaient les deux substances toxiques évaluées. 

Les résultats de la première série d’essais avec 

toxiques de référence utilisant du nickel ont 

produit un coefficient de variation (CV) de 

48,6 %, une valeur se situant dans une plage de 

variabilité acceptable pour des essais 

interlaboratoires. La deuxième série d’essais, au 

cours de laquelle le phénol a été utilisé en tant 

que toxique de référence, a produit des résultats 

plus variables (AquaTox, 2018). Un certain 

nombre de recommandations formulées par 

AquaTox (2018) concernant l’évaluation 

interlaboratoire ont été adoptées dans ce 

document de méthode d’essai et devraient 

réduire la variabilité générale.1 Environnement 

et la mortalité de l’espèce Acartia (section 4.5 et note 

de bas de page 16); (2) fournir des précisions et des 

conseils supplémentaires sur l’évaluation de la 

mobilité (section 4.5); (3) fournir une 

recommandation pour un nombre maximal 

d’organismes manquants dans un essai donné 

(section 4.5); et (4) augmenter le nombre de 
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et Changement climatique Canada (EC, 2005) 

suggère qu’un CV ≤ 30 % serait une plage de 

variabilité raisonnablement prévue dans le cadre 

d’essais de toxicité répétés avec un toxique de 

référence dans un seul laboratoire, et que la 

précision interlaboratoire pourrait se refléter 

dans des CV allant de 30 % à 50 % (EC, 1999). 

Au titre du suivi des études interlaboratoires, un 

échantillon d’effluent a été divisé et analysé 

simultanément dans deux laboratoires, et les 

résultats concordaient (Paula Jackman, LEEA, 

Environnement et Changement climatique 

Canada, communication personnelle, 2019).  

Le copépode calanoïde Acartia tonsa est un 

crustacé planctonique nageant librement, que 

l’on trouve le plus souvent dans les eaux côtières 

peu profondes, à des profondeurs inférieures à 

50 m. Il s’agit d’un crustacé euryhalin et 

eurytherme habitant des eaux dont la salinité 

varie de 5 ‰ à 35 ‰ (Miller et Marcus, 1994) et 

dont la température varie de 1 à 32 °C 

(Gonzalez, 1974). Largement répandu dans les 

mers tempérées, il représente le copépode 

dominant dans de nombreuses zones marines et 

estuariennes côtières subtropicales et tempérées 

(Peck et Holste, 2006). Il est important du point 

de vue écologique, car il joue un rôle à la fois 

descendant et ascendant dans les réseaux 

trophiques pélagiques côtiers. Répartie dans le 

monde entier, l’espèce A. tonsa a été trouvée 

dans les mers Baltique, Noire, Caspienne, 

Méditerranéenne et du Nord ainsi que dans les 

océans Indien, Atlantique et Pacifique, et dans le 

Golfe du Mexique (Mauchline, 1998). Au 

Canada, elle est présente sur les côtes de 

l’Atlantique et du Pacifique jusqu’au nord dans 

le golfe du Saint-Laurent et jusqu’à l’île Graham 

(200 km au nord de l’île de Vancouver), 

respectivement (McAlice, 1981; Jepsen, 2014). 

Les aspects généraux et les illustrations des 

différents stades de développement de l’espèce 

A. tonsa sont présentés à l’annexe D. La grande 

portée géographique et le rôle crucial joué par 

l’espèce A. tonsa dans le réseau alimentaire, 

ainsi que la facilité avec laquelle elle peut être 

 
répétitions requises pour un essai à concentration 

unique (section 5). 

élevée en laboratoire, en ont fait le sujet d’une 

myriade d’études depuis plus d’un demi-siècle. 

L’élaboration de méthodes et les essais de 

toxicité réalisés au cours de ces décennies de 

recherche ont mené à des approches normalisées 

des essais et ont fourni des valeurs de référence 

pour la sensibilité de l’espèce à de nombreux 

toxiques (Parrish et Wilson, 1978; Sosnowski et 

Gentile, 1978; Ward, 1995; Kusk et Petersen, 

1997; Tsui et Chu, 2003; Medina et Barata, 

2004; Pedroso et al., 2007; Lauer et Bianchini, 

2010; Gorbi et al., 2012; Vitiello et al, 2016; 

Zhou et al., 2016). Des études ont également été 

entreprises pour comparer directement les 

toxicités chimiques de l’espèce D. magna  à 

l’espèce A. tonsa (Sverdrup et al., 2002). En 

outre, plusieurs organismes nationaux et 

internationaux de normalisation des méthodes 

ont conçu des méthodes d’essai normalisées 

utilisant l’espèce A. tonsa, notamment 

l’Organisation internationale de normalisation 

(ISO, 1999, 2014) et le ministère italien de 

l’Environnement et de la Protection du territoire 

et de la mer (Associazione per l’unificazione Nel 

Settore dell Industria Chimica, 2012a, 2012b). 

Étant donné sa qualité nutritionnelle 

naturellement élevée et son rôle comme proie 

naturelle pour de nombreuses espèces de 

poissons marins, l’espèce A. tonsa a également 

acquis une popularité internationale en tant 

qu’organisme d’alimentation vivant pour les 

poissons larvaires en aquaculture marine (Drillet 

et al., 2006; Peck et Holste, 2006; Marcus et 

Wilcox, 2007; Hagemann, 2011; Jepsen, 2014; 

Hagemann et al., 2016a, 2016b; Zhang et al., 

2015). 

Trois modes opératoires sont décrits dans le 

présent document relatif à une méthode d’essai. 

Une concentration unique d’effluent (non dilué, 

sauf indication contraire) ou un produit chimique 

et un témoin sont utilisés, selon ce qui convient à 

un essai réussite-échec. Un deuxième mode 

opératoire consiste en un essai à concentrations 

multiples qui permet d’estimer la concentration 

létale médiane (CL50) [autrement dit, il permet 
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de déterminer le degré de toxicité à l’aide de 

plusieurs concentrations d’effluent, y compris 

des concentrations non diluées, ou à l’aide d’un 

produit chimique]. Un troisième mode opératoire 

consiste en un essai à concentrations multiples 

mené à l’aide d’un toxique de référence pour 

évaluer la sensibilité de l’organisme d’essai à un 

toxique étalon et la précision des données 

produites par le laboratoire pour ce produit 

chimique. Des indications supplémentaires pour 

les essais sur des échantillons de substance 

chimique sont incluses (voir la section 8). 

Cette méthode de référence doit être utilisée 

avec des effluents salins (> 4‰) déversés 

directement dans des eaux de réception 

estuariennes ou marines. La salinité des effluents 

doit être mesurée en fonction de la conductivité 

ou de la réfractométrie en utilisant une méthode 

et un instrument étalonné acceptables dont le 

seuil de tolérance pour l’exactitude correspond à 

± 1‰, comme cela est décrit à la section 4.2. 
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Section 2 

Organismes soumis à l’essai 

2.1 Espèce et source 

Le copépode marin « Acartia tonsa » doit être 

utilisé comme organisme d’essai dans cette 

méthode de référence. L’essai doit être amorcé à 

l’aide d’œufs âgés de 24 heures ou moins. Ces 

œufs devraient provenir d’élevages en 

laboratoire âgées de 14 à 28 jours. Les cohortes 

plus âgées (c.-à-d. « 28 à 35 jours » ou « 35 à 

42 jours ») peuvent être utilisées si elles 

continuent de répondre aux critères de santé des 

organismes (voir la section 2.2). Vingt-quatre 

heures ou moins avant le début de l’essai, les 

œufs sont obtenus en transférant des copépodes 

adultes de l’élevage dans de plus petits récipients 

d’élevage avec de l’eau témoin, de dilution ou 

d’élevage (voir la section 2.2). 

Tous les œufs utilisés dans un essai doivent 

provenir de la même population et être issus 

d’élevages qui ont toujours satisfait aux critères 

de santé des organismes. Les organismes d’essai 

doivent être élevés et conservés dans le 

laboratoire qui effectue les essais. 

Les élevages d’A. tonsa sont disponibles auprès 

des fournisseurs commerciaux et des laboratoires 

du gouvernement canadien. 

Pour obtenir de plus amples renseignements sur 

les fournisseurs d’A. tonsa, communiquez avec : 

Unité de l’élaboration et de l’application des 

méthodes  

Direction générale des sciences et de la 

technologie 

Environnement et Changement climatique 

Canada 

335, chemin River 

Ottawa (Ontario)  K1A 0H3 

Courriel : ec.methodes-methods.ec@canada.ca. 

Très peu d’organismes sont nécessaires pour 

entamer un élevage, et les élevages de départ se 

composent souvent d’œufs, de juvéniles et 

d’adultes expédiés dans de l’eau de mer 

artificielle ou naturelle contenant des algues 

vivantes comme nourriture. Les autorités 

régionales, provinciales ou fédérales (p. ex. le 

Comité fédéral-provincial des introductions et 

des transferts) pourraient exiger l’approbation de 

l’approvisionnement, de l’expédition ou du 

transfert d’A. tonsa et de son algue nourricière, 

R. salina. Pour obtenir de plus amples 

renseignements sur les exigences fédérales ou 

provinciales en matière de permis, communiquez 

avec les laboratoires d’essai environnemental 

régionaux d’Environnement et Changement 

climatique Canada (voir annexe C). 

L’identification taxonomique et la 

documentation des espèces d’organismes d’essai 

doivent être effectuées par un taxonomiste 

qualifié pour chaque nouveau lot d’A. tonsa 

introduit dans le laboratoire, en utilisant soit les 

caractéristiques taxonomiques distinctives 

décrites dans les clés taxonomiques, soit une 

identification taxonomique basée sur l’ADN 

(c.-à-d. un codage à barres). Lorsque les 

organismes sont achetés auprès d’un fournisseur 

commercial ou obtenus auprès d’un autre 

laboratoire, ce dernier peut fournir une 

attestation de l’identification de l’espèce, de 

même que la référence taxonomique ou le nom 

du ou des taxonomistes consultés. Les 

documents relatifs à chaque lot d’A. tonsa 

doivent inclure, à tout le moins, le nombre 

approximatif et la source des organismes de 

chaque envoi, le nom du fournisseur, la date 

d’expédition, la date d’arrivée au laboratoire 

d’essai et l’état d’arrivée (température, OD, pH, 

salinité et observations visuelles générales 

relatives à la qualité de l’eau et au comportement 

des copépodes). 

2.2 Conservation des élevages  

Les récipients d’élevage et tous les accessoires 

entrant en contact avec les organismes, l’eau ou 

les milieux d’élevage doivent être faits de 

mailto:ec.methodes-methods.ec@canada.ca
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matériaux non toxiques (p. ex. verre, acier 

inoxydable, Nalgene®, porcelaine, polyéthylène, 

polypropylène). Les aquariums en verre, les 

béchers ou les bocaux à large goulot (p. ex. de 

500 mL à 2 L) sont recommandés comme 

récipients d’élevage, chacun étant lâchement 

recouvert pour exclure la poussière et réduire 

l’évaporation. L’élevage devrait être isolé de 

toute perturbation physique et se trouver de 

préférence dans un endroit séparé des zones 

d’essai. 

Après qu’un nouveau lot d’Acartia tonsa a été 

transporté au laboratoire d’essai, il devrait être 

acclimaté aux conditions indiquées à la 

section 2.4 et alimenté selon les procédures 

décrites ci-dessous. L’acclimatation aux 

conditions d’essai, telles qu’elles sont indiquées 

à la section 2.4, est requise avant l’essai, et cette 

période d’acclimatation doit précéder 

immédiatement l’utilisation de l’organisme dans 

un essai. Pour éviter de stresser les animaux, les 

élevages ne sont pas renouvelés ou triés par 

classe de taille ou d’âge dans la première 

semaine suivant leur arrivée au laboratoire. 

Les récipients d’élevage doivent être renouvelés 

une fois par semaine, après quoi de nouveaux 

réservoirs d’élevage sont mis en service avec un 

renouvellement complet (100 %) de l’eau 

d’élevage. Le jour du renouvellement de 

l’élevage, les copépodes doivent être répartis en 

classes d’âge et en classes de taille (c.-à-d. 

élevages en fonction de l’âge et de la classe). Des 

tamis empilés, c’est-à-dire un grand tamis 

(mailles de 180 à 200 µm) empilé sur un petit 

tamis (mailles de 45 à 64 µm), peuvent être 

utilisés à cette fin. On peut aussi utiliser les tamis 

l’un après l’autre (c.-à-d. un à la fois, en 

commençant par le maillage le plus grand) et 

recueillir les organismes retenus sur le tamis 

avant de faire passer l’eau d’élevage au tamis 

suivant. Les tamis devraient être maintenus 

humides ou immergés dans l’eau pendant le 

renouvellement de l’élevage, car les individus 

d’A. tonsa se dessèchent et périssent facilement 

s’ils sont exposés à l’air libre. De plus, la vitesse 

de l’eau passant à travers les tamis devrait être 

maintenue à un minimum afin de ne pas écraser 

les copépodes contre le filet (Marcus et Wilcox, 

2007).  

La procédure suivante peut être utilisée : 

i) Verser le contenu du récipient d’élevage 

des « jours 0 à 7 » à travers les tamis 

empilés. 

ii) Jeter l’eau d’élevage qui passe à travers 

les tamis. Séparer délicatement les tamis. 

Inverser le grand tamis (sur le dessus) 

d’un cristallisoir ou d’une boîte de Pétri 

et rincer doucement le dessous du tamis 

avec de l’eau d’élevage neuve. 

Récupérer l’eau de rinçage ainsi que les 

juvéniles et les adultes déplacés du grand 

tamis dans un récipient d’élevage propre 

étiqueté « jours 7 à 14 » contenant de 

l’eau de mer neuve aérée et filtrée. 

iii) Inverser le petit tamis sur le dessus d’un 

cristallisoir ou d’une boîte de Pétri et 

rincer doucement le dessous du tamis 

avec de l’eau de culture neuve. 

Récupérer l’eau de rinçage, les œufs et 

les nauplius déplacés du petit tamis et les 

placer dans un récipient d’élevage propre 

étiqueté « jours 0 à 7 » contenant de 

l’eau de mer neuve aérée et filtrée. 

 

Pour ce qui est des tamis utilisés l’un après 

l’autre et dans l’ordre, la même procédure peut 

être utilisée, sauf que l’eau d’élevage qui passe à 

travers le plus grand tamis est recueillie, puis 

versée à travers le tamis le plus petit. 

Ces étapes devraient être répétées pour chaque 

récipient d’élevage, et les organismes de chaque 

classe de taille (c.-à-d. séparés à l’aide de tamis) 

doivent être placés dans un nouveau récipient 

d’élevage et étiquetés de façon appropriée. Les 

copépodes juvéniles et adultes conservés dans le 

récipient d’élevage étiqueté « jours 7 à 14 » 

pendant une semaine devraient également être 

transférés (c.-à-d. tamisés, tel qu’il est décrit 

cidessus) dans un nouveau récipient d’élevage 

étiqueté « jours 14 à 21 » contenant de l’eau 

d’élevage renouvelée; par ailleurs, les œufs et 

nauplius déplacés du petit tamis sont placés dans 

un récipient propre étiqueté « jours 0 à 7 », tel 
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qu’il est décrit ci-dessus à l’étape (iii). Ce 

processus est également répété pour les 

copépodes déjà conservés dans les récipients 

d’élevage étiquetés « jours 14 à 21 », les 

juvéniles et les adultes étant transférés dans de 

nouveaux récipients étiquetés « jours 21 à 28 ». 

Les copépodes peuvent être jetés une fois qu’ils 

atteignent la classe d’âge de 28 jours ou plus ou 

conservés comme élevage de secours. On peut 

aussi les utiliser comme source continue d’œufs 

à tester (c.-à-d. transférés dans de nouveaux 

récipients étiquetés « jours 28 à 35 »); toutefois, 

l’examen de santé de l’élevage devrait être répété 

pour s’assurer qu’ils continuent de répondre aux 

critères de santé. 

Tous les œufs prélevés sur le tamis de 45 à 

64 µm (c.-à-d. dans les récipients d’élevage 

répartis par classe d’âge pour l’ensemble des 

classes d’âge) peuvent être combinés, puis 

divisés en un ou plusieurs récipients d’élevage 

étiquetés « jours 0 à 7 ». Les juvéniles ou les 

adultes prélevés dans plusieurs récipients 

d’élevage représentant la même classe d’âge 

(p. ex. « jours 7 à 14 ») peuvent être combinés ou 

divisés en plusieurs récipients d’élevage répartis 

par classe d’âge afin de maintenir la densité 

d’organismes. Dans la pratique courante de 

laboratoire, la densité approximative 

d’organismes se situe généralement entre 100 et 

500 organismes par litre; cependant, des densités 

plus élevées peuvent être maintenues sans aucun 

effet néfaste sur la santé des élevages.2 

On peut utiliser des tamis de taille différente de 

ceux décrits ci-dessus (p. ex. 105 et 150 µm) si 

l’on préfère séparer les organismes en classes de 

taille supplémentaires ou filtrer certains des 

débris présents dans les récipients d’élevage. 

Des récipients d’élevage de masse contenant des 

élevages d’âges mixtes peuvent être conservés à 

titre de réserve. Dans le cas de ces élevages, les 

récipients peuvent être plus grands (≥ 1,5 L). Le 

renouvellement des élevages de masse peut se 

 
2Au cours de l’évaluation interlaboratoire, de 

nombreux laboratoires ont réussi à élever l’espèce 

A. tonsa à des densités plus élevées (c’est-à-dire 

jusqu’à 2 000 copépodes par litre). La moyenne pour 

l’ensemble des laboratoires était d’environ 

faire en passant le contenu à travers un petit 

tamis (45 à 64 µm) et en combinant toutes les 

classes d’âge dans un récipient propre contenant 

une nouvelle eau d’élevage.  

La nature fragile d’A. tonsa rend cet organisme 

extrêmement vulnérable aux effets nocifs causés 

par un stress de manipulation excessif ou 

inadéquat. Les individus adultes d’A. tonsa 

peuvent être manipulés en les versant doucement 

d’un contenant à un autre, en les faisant passer 

par une pipette ou en les siphonnant 

soigneusement. Les œufs peuvent être transférés 

à l’aide d’une pipette à ouverture étroite de 1 à 

2 mL (environ 1 mm). Les copépodes adultes 

sont susceptibles de se dessécher et d’être 

écrasés, et une manipulation minimale devrait 

être pratiquée. Une pipette en verre jetable 

coupée et polie au feu pour offrir une ouverture 

de 3 à 5 mm peut être utilisée pour le transfert 

des adultes. L’extrémité de la pipette devrait se 

trouver sous la surface lorsque les copépodes ou 

les œufs sont libérés. Les transferts devraient être 

rapides, avec un minimum de transfert de l’eau 

« sale » dans le nouveau contenant.  

Les copépodes dans tous les récipients d’élevage 

doivent être nourris avec Rhodomonas salina. 

Les récipients d’élevage devraient être nourris 

quotidiennement avec 6 à 60 millions de cellules 

de Rhodomonas salina par litre d’eau d’élevage 

d’A. tonsa. Au minimum, tous les récipients 

d’élevage doivent être nourris trois fois par 

semaine avec une quantité de Rhodomonas 

salina qui favorise une croissance et une 

reproduction continues. La ration d’algues à 

raison de trois fois par semaine devrait être 

d’environ 14 à 140 millions de cellules par litre 

d’eau d’élevage d’A. tonsa. Les récipients 

contenant des organismes nourris de R. salina 

ont généralement une légère couleur rose ou 

rouge, et cette évaluation visuelle peut servir à 

ajuster la ration alimentaire. La ration 

alimentaire d’algues est l’un des principaux 

facteurs limitant la production d’œufs (Drillet et 

500 copépodes par litre dans les élevages étiquetés 

« jours 14 à 21 » et « jours 21 à 28 » (AquaTox, 

2018). 
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al., 2011; Zhang et al., 2015) et la santé générale 

des élevages d’A. tonsa (Parish et Wilson, 1978). 

L’augmentation de la ration alimentaire d’algues 

peut être l’une des premières mesures prises pour 

améliorer la santé ou la densité des élevages. 

L’annexe E fournit des conseils sur l’élevage de 

R. salina comme aliment destiné aux élevages 

d’A. tonsa. 

Une double ration alimentaire peut être fournie 

dans le récipient d’élevage la veille du début de 

l’essai de toxicité, car cette pratique favorise 

généralement une plus grande production d’œufs 

qui peuvent être utilisés pour l’essai. 

2.2.1 Critère de santé  

La santé de l’élevage d’A. tonsa est jugée d’après 

le critère de santé suivant qui doit être respecté 

pour que les œufs de la culture puissent être 

utilisés dans un test de toxicité : 

 La survie des organismes d’essai doit être de 

80 % ou plus.  

Cet examen de santé de l’élevage doit cibler des 

œufs individuels (âgés de 24 heures ou moins) 

placés dans chacun des 20 puits (d’une 

microplaque de 24 puits; voir la section 3.0). 

3Après 48 heures d’incubation, la mobilité des 

œufs, la mobilité au stade naupliaire et les œufs 

ou nauplius manquants doivent être évalués et 

enregistrés pour chaque puits. L’organisme 

d’essai est considéré comme étant mort si l’œuf 

 
3 La veille du début de l’examen de santé de 

l’élevage, plusieurs copépodes adultes peuvent être 

transférés d’un récipient d’élevage réparti par classe 

d’âge à un récipient de ponte propre (p. ex. un 

cristallisoir, une boîte de Pétri ou un bécher en verre) 

contenant de l’eau d’élevage fraîche. Les œufs 

produits par les copépodes adultes le jour suivant sont 

âgés de 24 heures ou moins et peuvent être utilisés 

pour amorcer l’examen de santé de l’élevage.  

4Il est important de noter que si l’examen de santé de 

l’élevage est effectué une semaine avant l’essai avec 

des œufs produits par des adultes dans l’élevage 

étiqueté « jours 14 à 21 », les mêmes copépodes 

utilisés pour produire les œufs utilisés dans l’essai 

définitif seront âgés de 21 à 28 jours au moment de 

l’essai. Cette pratique est acceptable. Une fois qu’un 

n’est pas éclos, si le nauplius est immobile 

(d’après une observation de 30 secondes après la 

localisation du nauplius) ou si l’organisme 

d’essai est absent (voir la section 4.5). Lors de 

cet examen de santé de l’élevage, les 

microplaques doivent être conservées dans les 

mêmes conditions que celles utilisées pour les 

essais. La santé d’un élevage réparti par classe 

d’âge (p. ex. l’élevage étiqueté « jours 14 à 21 ») 

doit être évaluée au moins une fois et doit 

répondre aux critères de santé avant que les œufs 

de cet élevage puissent être utilisés dans un essai 

définitif.4 Dans le cas où il y a plusieurs 

récipients d’élevage de la même classe d’âge 

(p. ex. deux récipients ou plus représentant 

l’élevage étiqueté « jours 14 à 21 »), l’examen de 

santé peut être effectué en utilisant un seul des 

récipients d’élevage représentatifs de l’élevage 

réparti par classe d’âge qui sera utilisé comme 

source d’œufs pour l’essai définitif. 

Pour surveiller les indices de santé, les œufs de 

copépodes adultes sont transférés un à la fois 

dans 20 puits de microplaques individuels 

contenant chacun 1,5 mL d’eau d’élevage 

fraîche. Un microscope doit être utilisé pour 

confirmer que chaque puits contient un seul 

œuf.5 Les œufs doivent être âgés de 24 heures ou 

moins. Les copépodes adultes utilisés pour 

produire des œufs destinés à être utilisés dans le 

cadre d’un examen de santé de l’élevage doivent 

être élevés dans des conditions de charge et selon 

des rations alimentaires comparables à celles 

utilisées pour produire des œufs destinés à être 

élevage réparti par classe d’âge a satisfait aux critères 

de santé de l’élevage, il peut être utilisé pour produire 

des œufs en vue d’essais définitifs jusqu’à ce que les 

copépodes ne soient plus adaptés à la production 

d’œufs (p. ex. trop vieux ou ne répondent plus aux 

critères de santé dans le cadre d’examens répétés). 

5Si un puits donné comporte plus d’un œuf (ou n’en 

comporte aucun), l’œuf supplémentaire peut être 

retiré (ou ajouté s’il n’y avait pas d’œuf) à l’aide 

d’une pipette; le puits peut être vidé et le processus de 

mise en place du puits peut être répété; ou encore, le 

puits contenant plusieurs œufs peut être marqué 

comme étant « vide » sur la microplaque, et un 

nouveau puits peut être installé. 
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utilisés dans un essai définitif. Les œufs utilisés 

dans un essai définitif doivent pouvoir être 

retracés jusqu’à un examen de santé valide de 

l’élevage. S’il n’y a pas de traçabilité, il n’est pas 

possible de garantir que le critère de santé relatif 

aux organismes d’essai spécifiques utilisés dans 

cet essai a été respecté. Les copépodes adultes 

utilisés pour produire des œufs dans le cadre de 

l’examen de santé de l’élevage peuvent être 

remis dans leur récipient d’élevage d’origine. 

De plus, les élevages devraient être observés 

périodiquement pour s’assurer que les copépodes 

nagent normalement et que leur taille corporelle 

est raisonnable. 

Les résultats des témoins dans le cadre d’un essai 

et les résultats d’un essai avec un toxique de 

référence (voir la section 7) donnent une 

indication supplémentaire de la pertinence de 

l’élevage de copépodes destinés aux essais. 

2.3 Eau  

L’eau utilisée pour l’élevage d’A. tonsa et 

comme eau témoin/de dilution peut être soit de 

l’eau de mer naturelle non contaminée, soit de 

l’eau de mer artificielle jusqu’à une salinité 

souhaitée en utilisant des sels de mer secs du 

commerce. Si l’eau de mer naturelle doit être 

utilisée pour l’élevage, elle doit être filtrée (p. ex. 

≤ 1 µm) pour enlever les particules et les 

organismes indigènes, et aérée, au besoin. Si de 

l’eau de mer artificielle doit être utilisée pour 

l’élevage d’A. tonsa, il faut la maintenir à la 

salinité souhaitée par l’ajout de sels de mer secs 

du commerce à une quantité appropriée d’eau 

douce et en mélangeant soigneusement pendant 

l’ajout des sels. L’eau de mer artificielle préparée 

par l’ajout direct de sels secs doit être aérée 

continuellement et vigoureusement pendant au 

moins 12 heures avant d’être utilisée, bien que 

des périodes d’aération plus longues soient 

recommandées (≥ 3 jours). L’eau artificielle peut 

être filtrée (1 µm) après la période d’aération de 

12 heures et/ou avant son utilisation pour enlever 

tout sel de mer non dissous. Il faudrait s’assurer 

au préalable que les sels de mer du commerce 

utilisés pour préparer l’eau de mer artificielle 

assureront des taux de survie et de reproduction 

adéquats et le maintien en santé de l’espèce 

Acartia tonsa (p. ex. Instant Ocean®, H2Ocean 

Pro+, OmegaSea® Premium Marine Salt). Un lot 

donné d’eau de mer naturelle peut être entreposé 

jusqu’à quatre mois, alors que l’eau de mer 

artificielle peut être conservée jusqu’à deux 

semaines dans des récipients recouverts, à l’abri 

de la lumière.  

L’approvisionnement en eau témoin/de 

dilution/d’élevage doit constamment favoriser la 

survie, la reproduction et la santé de l’espèce 

A. tonsa. La qualité de la composition chimique 

de l’eau de mer artificielle ou naturelle utilisée 

en laboratoire devrait être surveillée et mesurée 

aussi souvent que nécessaire afin de documenter 

la qualité et les variations. Cela devrait au moins 

inclure la salinité, le pH, l’oxygène dissous (OD) 

et le chlore résiduel total (si l’eau potable 

municipale est utilisée comme une source d’eau 

de mer artificielle). Les mesures de la salinité 

doivent être effectuées à l’aide d’un 

conductimètre ou d’un réfractomètre, comme 

cela est décrit à la section 4.2. 

En outre, et s’il y a lieu, les matières solides en 

suspension, le carbone organique total, 

l’ammoniac, les métaux et les pesticides 

devraient être mesurés. L’alcalinité et le total des 

gaz dissous peuvent également être analysés. 

L’eau ne doit pas être sursaturée de gaz. Toute 

sursaturation en gaz devrait être corrigée (voir la 

section 2.4.5 dans EC, 1990a). 

Pour préparer de l’eau de mer artificielle, on peut 

se servir d’eau désionisée, d’eau distillée, d’eau 

de surface ou d’eau souterraine non contaminée 

ou encore d’eau potable municipale déchlorée. Si 

de l’eau déchlorée est utilisée, elle doit être 

dépourvue de toute concentration nocive de 

chlore et de composés chlorés au moment d’y 

exposer les organismes (voir la section 2.4.5 

dans EC, 1990a). Il a été démontré qu’une valeur 

de chlore résiduel total facilement mesurable de 

20 µg/L n’avait pas d’incidence sur la santé 
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d’A. tonsa (Heinle et Beaven, 1977; Hall et al., 

1982).6 

2.4 Conditions physicochimiques  

2.4.1 Température 

Les élevages d’A. tonsa doivent être conservés 

pendant deux semaines ou plus à 20 ± 2 °C avant 

l’utilisation des œufs dans les essais. Concernant 

l’acclimatation, le taux de changement de 

température recommandé est ≤ 3 °C par jour. 

2.4.2 Salinité 

Pour être utilisée dans l’essai, A. tonsa doit être 

acclimaté pendant au moins deux semaines à une 

salinité correspondant à 5 g/kg de ce qui est 

utilisé pour l’eau témoin/de dilution. Un 

deuxième témoin (témoin de la salinité) doit être 

inclus dans l’essai si la salinité de l’échantillon 

d’effluent (ou la concentration d’essai la plus 

élevée pour les essais de produits chimiques, voir 

la section 8) est plus de 5 g/kg supérieure ou 

inférieure à la salinité à laquelle les copépodes 

adultes fournissant des œufs pour l’essai ont été 

acclimatés (voir la section 4.2). Pour les 

échantillons dont la salinité est > 4 à ≤ 10 g/kg, 

A. tonsa doit être acclimaté à une salinité 

inférieure; cependant, la salinité cible et la durée 

de la période d’acclimatation peuvent varier 

(p. ex. selon les objectifs de l’essai et le 

rendement lors de l’examen de la santé des 

élevages).7 Ces élevages ajustés en fonction de la 

salinité doivent répondre aux critères de santé 

dans le cadre d’un examen de santé des élevages 

(voir la section 2.2) avant d’être utilisés pour 

produire des œufs pour un essai.  

2.4.3 Oxygène dissous et pH 

La teneur en oxygène dissous de l’eau des 

réservoirs d’élevage devrait être maintenue entre 

80 % et 100 % de saturation. L’aération de l’eau 

d’élevage devrait être effectuée à l’aide d’air 

comprimé filtré et exempt d’huile. Une aération 

douce et continue (p. ex. deux à trois bulles par 

seconde) doit être appliquée sur l’élevage. Pour y 

arriver, on peut prolonger une pipette reliée à un 

tube d’aération jusqu’à environ 1 à 2 cm du fond 

de chaque récipient d’élevage. On devrait éviter 

une agitation trop vigoureuse. 

Le pH de l’eau utilisée pour l’élevage d’A. tonsa 

devrait se situer entre 7,5 et 8,5, en supposant 

qu’une eau de mer ayant une salinité 

approximative de 26 à 31 g/kg est utilisée. 

2.4.4 Éclairage  

L’éclairage devrait être blanc froid, produit à 

l’aide d’une diode électroluminescente (DEL) ou 

d’une source fluorescente, avec une intensité de 

400 à 800 lux à la surface de l’eau. Pendant au 

moins deux semaines avant un essai, la 

photopériode doit consister en une séquence 

constante de 16 ± 1 h de lumière et 8 ± 1 h 

d’obscurité. 

2.4.5 Surveillance 

La température de l’eau, l’OD, la salinité, le pH, 

l’aération, la densité d’élevage et l’intensité 

lumineuse doivent être surveillés à intervalles 

réguliers pour chaque récipient d’élevage (p. ex. 

au moment du renouvellement de l’eau 

d’élevage). 

 
6 La valeur recommandée pour le chlore résiduel total 

nécessaire à la protection de la vie marine est ≤ 

0,5 µg/L (CCME, 1999). Les valeurs > 0,5 µg/L 

pourraient entraîner une interaction entre la toxicité 

du chlore ou des chloramines et les contaminants à 

l’essai. La limite de détection pour la technique 

analytique servant à mesurer la quantité totale de 

chlore ou de chloramines résiduels dans l’eau 

déchlorée traitée devrait être, dans l’idéal, 

suffisamment faible pour s’assurer que le chlore 

résiduel total est ≤ 0,5 µg/L. Cependant, cela pourrait 

s’avérer irréaliste pour les méthodes utilisées dans le 

laboratoire effectuant des mesures régulières. 

L’utilisation d’un équipement qui peut, dans un 

laboratoire particulier, mesurer jusqu’à la limite de 

détection de 20 µg/L est acceptable. 

7Par exemple, A. tonsa élevé à une salinité de 28 g/kg 

peut être acclimaté et maintenu à 15 g/kg pendant 

environ deux semaines avant de l’introduire dans des 

solutions d’élevage à 10 g/kg. Ces élevages à une 

salinité de 10 g/kg peuvent être maintenus pendant au 

moins deux semaines avant d’être utilisés dans le 

cadre d’un examen de santé des élevages. Si les 

critères de santé sont respectés, les œufs peuvent 

ensuite être utilisés pour les essais. (Paula Jackman, 

LEEA, communication personnelle, 2018). 
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Section 3 

Installations 

Le degré de danger posé par les échantillons qui 

doivent servir à l’essai ainsi que le risque de 

contamination des échantillons et de l’appareillage 

commanderaient l’emploi d’installations 

particulières. Les essais doivent être effectués dans 

une installation qui est isolée des perturbations en 

laboratoire, dans une pièce séparée ou encore dans 

une section close ou fermée par des rideaux. La 

zone devrait être bien ventilée et être exempte des 

facteurs physiques contraignants ou des 

contaminants atmosphériques qui pourraient nuire 

aux organismes d’essai. La poussière et les 

émanations devraient être réduites au minimum. 

Les installations d’essai devraient également être 

isolées du lieu de préparation des solutions d’essai 

et être éloignées du lieu de conditionnement de la 

verrerie.  

Les fournitures, l’équipement et les récipients 

d’essai qui pourraient entrer en contact avec les 

solutions mères ou d’essai ou encore avec l’eau 

témoin/de dilution ne doivent pas renfermer de 

substances qui peuvent être lixiviées ou dissoutes 

en quantités nuisibles aux organismes d’essai. On 

devrait les choisir soigneusement de façon à réduire 

au minimum la sorption des matières présentes dans 

l’eau. 

Les récipients d’essai doivent être des microplaques 

de polystyrène à fond plat de 24 puits pouvant 

contenir de 1,5 à 2,2 mL par volume de travail du 

puits.8 Tous les contenants (c.-à-d. type, taille et 

forme) servant de récipient d’essai doivent être 

identiques, et le volume de la solution d’essai dans 

chaque puits doit être de 1,5 mL et identique pour 

chaque solution d’essai. L’équipement réutilisable 

doit être soigneusement nettoyé et rincé, 

conformément aux bonnes pratiques de laboratoire. 

Le laboratoire doit être doté des instruments 

nécessaires pour mesurer les variables 

fondamentales de la qualité de l’eau (température, 

salinité, OD et pH), et doit être prêt à analyser 

rapidement et précisément d’autres variables, 

comme la teneur en ammoniac. Le laboratoire doit 

disposer d’un microscope et d’une lentille 

permettant une observation claire des nauplius et 

des œufs copépodes. 

L’eau témoin/de dilution devrait être du type décrit 

aux sections 2.3 et 4.3, et de préférence identique à 

celle utilisée pour l’élevage des organismes d’essai. 

 
8 Les microplaques dont l’utilisation est acceptable sont 

les suivantes : FalconMC Fisher Scientific, no 08-772-51 

au catalogue, avec une surface non traitée et un volume 

de puits de 3,5 mL. Des microplaques équivalentes 

peuvent être utilisées; toutefois, la différence dans leur 

revêtement de surface, ou l’absence de revêtement, 

peut influer sur la réactivité de surface des substances 

toxiques ioniques. 
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Section 4 

Modes opératoires généraux pour la détermination de la létalité aiguë 

d’effluents 

4.1 Étiquetage, transport et entreposage 

des échantillons 

Les exigences en matière de volume d’échantillons 

dépendent du nombre de concentrations d’essai et 

du nombre de répétitions. Des volumes 

d’échantillons de 500 mL ou plus (selon les 

exigences chimiques et analytiques) sont 

normalement requis pour les essais à concentration 

unique ou pour la détermination d’une CL50. 

Les contenants utilisés pour le transport et 

l’entreposage des échantillons doivent être 

composés de matériaux non toxiques (p. ex. 

contenants rigides ou seaux en polyéthylène ou 

polypropylène, ou sacs dans des seaux). Les 

contenants doivent être neufs ou nettoyés et rincés à 

fond avec de l’eau propre; il faudrait les rincer par 

la suite avec l’échantillon à prélever. Chaque 

contenant d’échantillons devrait être rempli 

entièrement afin d’en exclure l’air. Immédiatement 

après l’avoir rempli, chaque contenant 

d’échantillons doit être scellé (p. ex. à l’aide d’un 

couvercle-pression si le contenant d’échantillons est 

un seau) et étiqueté ou codé. L’étiquetage et les 

enregistrements connexes qui accompagnent cette 

opération doivent comprendre au moins un code 

que l’on peut utiliser pour identifier l’échantillon ou 

le sous-échantillon. L’étiquetage ou les documents 

d’identification connexes, qui pourraient ou 

pourraient ne pas accompagner le ou les 

échantillons, doivent inclure au moins le type 

d’échantillon, leur source, la méthode 

d’échantillonnage, la date et l’heure du prélèvement 

et le nom des préposés au prélèvement. 

Les échantillons ne doivent pas geler au cours du 

transport ou de l’entreposage. Durant le transport, il 

faudrait maintenir les échantillons à l’obscurité, à 

une température comprise entre 1 et 8 °C si le délai 

de transport est supérieur à deux jours ou lorsque la 

température ambiante est extrême (c.-à-d. > 30 °C 

ou < 1 °C). À l’arrivée au laboratoire, il faut 

mesurer et enregistrer la date et l’heure de réception 

ainsi que la température de l’effluent dans chaque 

récipient d’échantillons. Chaque échantillon à 

utiliser dans l’essai de toxicité doit être ajusté à 20 

± 2 °C avant le début de l’essai de toxicité. 

Pour permettre à l’essai de toxicité de commencer 

le jour où l’échantillon est reçu au laboratoire, les 

ajustements de la température des échantillons 

d’effluent peuvent être effectués rapidement (voir la 

section 4.3). Par ailleurs, le laboratoire peut choisir 

d’entreposer les échantillons dans l’obscurité, à 

4 ± 2 °C pendant une courte période (p. ex. durant 

la fin de semaine, si les échantillons sont arrivés un 

vendredi après-midi), à condition que l’essai 

commence dans le délai prescrit indiqué ci-dessous. 

Lorsque cette option est choisie, les échantillons 

doivent être entreposés dans des récipients pleins et 

scellés qui sont conservés à l’obscurité, à l’intérieur 

d’une installation réfrigérée. Une troisième option 

consiste à conserver les échantillons durant la nuit 

dans une installation ajustée à la température 

d’essai (c.-à-d. 20 ± 2 °C), auquel cas l’essai doit 

débuter le jour suivant. Si un échantillon est 

réchauffé ou refroidi à 20 ± 2 °C durant la nuit, il 

doit être conservé dans un ou plusieurs récipients 

pleins et scellés au cours de cette période. 

L’analyse des échantillons devrait commencer dès 

que possible après le prélèvement. L’essai devrait 

commencer dans les trois jours qui suivent et ne 

doit pas débuter plus de cinq jours après 

l’achèvement de l’échantillonnage.  

4.2 Conditions d’essai  

Il s’agit d’un essai statique d’une durée de 

48 heures (autrement dit, les solutions ne sont pas 

remplacées durant l’essai). Les organismes d’essai 

ne doivent pas être nourris pendant l’essai. L’essai 

n’est pas valide si plus de 20 % des organismes 

témoins meurent (sections 4.5 et 4.6). 

L’essai doit être mené à 20 ± 2 °C (comme cela est 

mesuré dans la solution d’essai). Les solutions 



 

12 

 

d’essai ne doivent pas être aérées pendant l’essai. 

L’éclairage et la photopériode doivent être les 

mêmes que ceux définis pour la culture (voir la 

section 2.4.4).  

L’essai doit être mené sans ajuster le pH de 

l’échantillon ou de la solution d’essai. Si, toutefois, 

on souhaite comprendre dans quelle mesure les 

valeurs extrêmes du pH de la solution ou de 

l’échantillon (p. ex. à l’extérieur de la plage de 6,5 à 

8,5)9 pourraient contribuer à une létalité aiguë, un 

essai parallèle (pH ajusté) pourrait être exécuté. Si 

des essais avec un pH ajusté et non ajusté sont 

exécutés, les résultats définitifs doivent être ceux 

provenant de l’essai avec un pH non ajusté. La 

justification et les détails sur les procédures 

d’ajustement du pH sont fournis ailleurs (voir la 

section 4.3.2 dans EC, 1990a). L’ajustement du pH 

est aussi une parmi plusieurs techniques d’» Étude 

sur l’identification de la toxicité » permettant de 

caractériser la cause de la toxicité d’un échantillon 

(USEPA, 1991, 1996). 

Cette méthode de référence convient aux effluents 

dont les valeurs de salinité sont supérieures à 

4 parties par millier (salinité) (‰). La salinité de 

l’effluent doit être mesurée avant le début des 

essais. Il existe deux méthodes acceptables 

permettant de mesurer la salinité : la conductivité et 

la réfractométrie. Une approche fondée sur le 

rendement est utilisée pour confirmer la pertinence 

ou l’acceptabilité de la méthode et des instruments. 

Si la conductivité est privilégiée, une méthode et un 

instrument acceptables (p. ex. pH-mètre Fisher 

AccumetMC AR50, cellule de conductivité Fisher 

AccumetMC 13-620-162 10,0 cm-1 ou modèles 

équivalents plus récents) doivent : 

i) être étalonnés chaque jour lorsqu’ils sont 

utilisés avec un étalon de conductivité 

certifié; 

ii) être vérifiés pour mesurer de façon précise 

la salinité de l’eau de mer à l’aide d’un 

 
9 Le pH de l’eau de mer naturelle non contaminée se 

situe normalement entre 7,5 à 8,5. Les solutions à base 

d’eau de mer dont le pH se situe en dehors de la plage de 

6,5 à 8,5 ne sont pas représentatives d’un milieu 

estuarien ou marin. Dans ce contexte, de telles valeurs de 

étalon d’eau de mer certifié (p. ex. ceux 

offerts par Ocean Scientific International 

Ltd); le seuil de tolérance pour l’exactitude 

correspond à 1 ‰. 

La vérification de l’exactitude devrait être effectuée 

après l’étalonnage. Un étalon de conductivité 

proche de la conductivité de l’échantillon d’effluent 

est recommandé. Une cellule de conductivité avec 

une constante de cellule convenant à une utilisation 

dans des solutions à force ionique élevée est 

recommandée. Les mesures de la conductivité sont 

sensibles à la température, et la conductivité 

indiquée doit tenir compte de la température. Pour y 

arriver, on peut utiliser la fonction de compensation 

automatique de température disponible sur certains 

instruments. Il existe aussi des instruments qui 

convertissent automatiquement la conductivité en 

salinité, alors que d’autres fournissent uniquement 

des relevés de conductivité, ce qui nécessite 

l’utilisation d’un tableau de conversion pour 

déterminer la salinité. Les méthodes de conversion 

qui utilisent les formules décrites dans les Standard 

Methods for the Examination of Water and 

Wastewater (APHA et al., 2017) sont 

recommandées. La conversion automatique à l’aide 

d’instruments et l’utilisation de tableaux de 

conversion en ligne sont toutes deux acceptables, 

pourvu que les critères de rendement soient 

respectés. 

Si l’on a recours à la réfractométrie, une méthode et 

un instrument acceptables (p. ex. réfractomètre de 

salinité Reichert® Goldberg) doivent :  

i) être étalonnés chaque jour lorsqu’ils sont 

utilisés avec de l’eau purifiée à 0 %; 

ii) être vérifiés pour mesurer de façon précise 

la salinité de l’eau de mer à l’aide d’un 

étalon d’eau de mer certifié (p. ex. ceux 

offerts par Ocean Scientific International 

Ltd); le seuil de tolérance pour l’exactitude 

correspond à 1 ‰. 

pH sont considérées comme atypiques (sur le plan 

environnemental). 
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La vérification de l’exactitude devrait être effectuée 

après l’étalonnage. L’eau désionisée et l’eau 

obtenue par osmose inverse sont des exemples 

d’eau purifiée convenable.  

Les instruments pour mesurer la salinité, au moyen 

de la conductivité ou de la réfractométrie, doivent 

être utilisés (p. ex. la compensation de température 

est nécessaire avec la conductivité) et entretenus 

adéquatement, comme l’exigent les programmes 

d’accréditation. Les instruments doivent être 

étalonnés et vérifiés régulièrement. 

Les méthodes acceptables pour mesurer la salinité 

reposent sur des propriétés physiques (conductance 

électrique et capacité à réfracter la lumière) qui sont 

étroitement liées à la salinité. Ces méthodes ne 

permettent pas de déterminer les ions qui 

contribuent à la conductance ou à la réfraction. Par 

conséquent, ces méthodes ne peuvent pas faire la 

distinction entre un effluent dominé par des ions 

sodium et chlorure et un effluent dominé par des 

niveaux élevés de matières dissoutes totales qui 

pourrait avoir une composition ionique différente. 

Une recherche analytique plus poussée de la 

composition ionique de l’effluent est recommandée 

si l’on soupçonne que l’échantillon d’effluent 

comporte des niveaux élevés de matières dissoutes 

totales. 

Les essais de toxicité doivent être effectués sans 

ajuster la salinité des échantillons d’essai. Si la 

salinité de l’échantillon est de plus de 5 ‰ 

supérieure ou inférieure à la salinité à laquelle 

l’élevage d’A. tonsa est acclimaté (voir la 

section 2.4.2), un deuxième témoin (témoin de la 

salinité) dont la salinité est ajustée à celle de 

l’échantillon (écart maximal de 1 g/kg) doit être 

inclus dans l’essai. Ce témoin de la salinité doit être 

préparé tel qu’il est décrit pour l’eau témoin/de 

dilution (voir les sections 2.3 et 4.3). Le témoin de 

la salinité doit être > 4 ‰ (en deçà de cette valeur, 

cette méthode d’essai n’est pas applicable) et 

≤ 35 ‰ (la limite supérieure de la salinité dans 

l’eau de mer naturelle), même si la salinité de 

l’échantillon n’est pas comprise à l’intérieur de 

cette plage (c.-à-d. > 35 ‰). Lorsqu’un essai à 

concentrations multiples est exécuté, l’eau qui sert 

d’eau de dilution (généralement l’eau d’élevage) 

doit aussi être utilisée comme le témoin de l’eau de 

dilution. Lorsqu’une meilleure compréhension de la 

contribution de la salinité à la toxicité de 

l’échantillon est souhaitée, l’eau utilisée comme 

témoin de la salinité (c.-à-d. ajustée à la salinité de 

l’échantillon d’essai) peut servir d’eau de dilution 

dans un deuxième essai parallèle à concentrations 

multiples. Les résultats pour chaque série de 

témoins utilisée dans un essai de toxicité (c.-à-d. 

témoins de l’eau de dilution et de la salinité) 

doivent être examinés afin de déterminer s’ils 

satisfont de manière indépendante aux critères 

propres aux essais de validité de l’essai 

(section 4.6). Dans les cas où deux séries de 

témoins sont utilisées, les résultats relatifs à l’essai 

de toxicité sont jugés valides et acceptables 

uniquement si chaque série de solutions témoins 

satisfait de manière indépendante aux exigences de 

validité respectives. 

4.3 Préparation des solutions d’essai 

Les mesures du pH, de la température, de l’OD et 

de la salinité doivent être réalisées dans l’effluent 

non ajusté et non dilué, juste avant la préparation 

des solutions d’essai. L’ajustement de l’échantillon 

d’effluent et de l’eau témoin/de dilution à 20 ± 2 °C 

doit être effectué si la température se situe en 

dehors de cette plage. Pour y parvenir, il suffit 

d’utiliser différentes températures ambiantes, au 

besoin, pour le refroidissement ou le réchauffement. 

L’échantillon peut aussi être refroidi en utilisant un 

bain d’eau froide ou un refroidisseur à immersion 

fait d’un matériau non toxique (p. ex. acier 

inoxydable) ou il peut être réchauffé en utilisant un 

bain d’eau chaude. Les échantillons ou les solutions 

d’essai ne doivent pas être réchauffés au moyen de 

thermoplongeurs ou de micro-ondes. 

Les sous-échantillons (c.-à-d. aliquotes d’un 

échantillon réparti entre deux récipients ou plus) 

doivent être combinés avant la préparation de la 

solution. Les récipients contenant les échantillons 

doivent être agités vigoureusement (c.-à-d. pour 

assurer la remise en suspension des matières solides 

décantables) juste avant de verser les aliquotes pour 

préparer les solutions. La filtration des échantillons 

n’est normalement pas nécessaire ni recommandée. 

Toutefois, si les échantillons contiennent des 

organismes qui pourraient être confondus avec des 

organismes d’essai ou qui pourraient être antérieurs 

aux organismes d’essai, ou encore, si des matières 
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solides décantables empêchent l’observation des 

organismes d’essai, les échantillons doivent être 

filtrés. Il est recommandé d’utiliser un tamis ayant 

une taille de 1 µm. Si les échantillons sont filtrés en 

raison de la présence de matières solides 

décantables ou en suspension, il est fortement 

recommandé d’effectuer des essais parallèles sur 

des échantillons filtrés et non filtrés.  

Pour un essai donné, la même eau doit être utilisée 

pour préparer les témoins et toutes les 

concentrations d’essai de moins de 100 %. Il s’agit 

presque toujours de la même eau que celle utilisée 

pour l’élevage. Si la température de cette eau est 

ajustée à la hausse, une sursaturation en gaz doit 

être évitée. L’eau doit avoir une teneur en oxygène 

de 90 à 100 % de saturation en air, obtenue au 

besoin par une aération vigoureuse au moyen d’air 

comprimé exempt d’huile passant par des pierres de 

barbotage ou des diffuseurs en verre propres. Les 

pierres de barbotage dont l’emploi est acceptable 

sont les suivantes :  

i) pierres de barbotage Marina®, 2,5 cm de 

longueur × 1,5 cm de diamètre, 

cylindriques (usage unique); 

ii) AS1, en verre de silice, 3,8 cm de longueur 

× 1,3 cm de largeur, rectangulaires 

(réutilisables après un nettoyage adéquat, 

tel qu’il est décrit à la section 4.3.1 d’EC, 

1990b); 

iii) autres pierres de barbotage pour lesquelles 

il a été démontré qu’elles avaient un 

rendement équivalent à celui des pierres de 

barbotage Marina® ou AS1.10  

 
10 On peut se procurer les pierres de barbotage Marina® 

(Hagen®) auprès d’un grand nombre de fournisseurs 

locaux et de Rolf C. Hagen Inc. (1-800-554-2436). Pour 

une description complète de ces pierres de barbotage, 

consulter le site www.hagen.com et rechercher les 

produits A960, A961 ou A962. Les pierres de barbotage 

en verre de silice, modèle AS1 (diffuseurs d’air 

Sweetwater®), sont disponibles directement auprès de 

Pentair Aquatic Eco-Systems®, Nanaimo (Colombie-

Britannique)  (1-866-714-0141 ou 

www.pentairaes.com), de Dynamic Aqua Supply, Surrey 

(Colombie-Britannique) (1-604-543-7504 ou 

Si de l’eau de mer artificielle doit être utilisée en 

tant qu’eau témoin/de dilution, elle doit être 

préparée tel qu’il est décrit à la section 2.3. Tous les 

récipients d’essai, appareils de mesure, appareils 

d’agitation et seaux servant au transfert des 

copépodes réutilisables doivent être nettoyés et 

rincés à fond conformément aux pratiques de 

laboratoire courantes. 

L’oxygène dissous doit être mesuré dans 

l’échantillon juste avant le début de l’essai. Si l’OD 

se situe entre 70 % et 100 %, l’échantillon ne doit 

pas être aéré au préalable. Si (et uniquement si) 

l’oxygène dans l’échantillon est 70 % inférieur ou 

100 % supérieur à la saturation en air, l’échantillon 

doit être aéré au préalable (c.-à-d. aéré avant 

l’exposition à l’organisme d’essai) pendant une 

période ne dépassant pas 30 minutes, à un débit 

compris entre 25 et 50 mL/min ∙ L. Toute aération 

préalable de l’échantillon doit être assurée par des 

bulles d’air comprimé passant par des pierres de 

barbotage propres décrites précédemment. 

L’aération de l’échantillon est alors arrêtée, les 

solutions d’essai sont préparées, les organismes 

sont introduits et l’essai est mis en route 

immédiatement, que la saturation de l’échantillon 

atteigne ou non 70 % à 100 %. Pendant les 

48 heures de l’essai, il ne doit y avoir aucune 

aération des solutions d’essai ou du témoin.  

Chaque solution d’essai doit être préparée et bien 

mélangée juste avant son utilisation (p. ex. mélange 

par inversion, avec une baguette de verre, un 

agitateur en téflonMC ou un autre dispositif fait d’un 

matériau non toxique). Immédiatement après, une 

quantité de 1,5 mL de chaque solution d’essai à 

concentration spécifique doit être placée dans au 

moins dix puits d’une microplaque. Chaque 

www.dynamicaqua.com), de Valox Ltd, Fredericton 

(Nouveau-Brunswick) (1-800-825-6997 ou 

www.valoxltd.com) et de Fish Farm Supply, Elmira 

(ON) (1-877-669-1096 ou www.fishfarmsupply.ca). 

D’autres marques sont acceptables, à condition qu’elles 

aient à peu près la même taille que les pierres de 

barbotage Marina® et AS1, qu’elles produisent une 

qualité d’aération équivalente et que le laboratoire se soit 

assuré qu’elles conviennent pour remplacer les pierres de 

barbotage Marina® et AS1. 
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microplaque peut contenir deux concentrations 

d’essai (dix puits par concentration d’essai), avec 

quatre puits vides restants. Dans un plan d’essai 

type dans lequel dix répétitions sont utilisées par 

concentration, les quatre puits vides devraient se 

trouver au milieu des deux colonnes de la 

microplaque, afin d’avoir une certaine séparation 

spatiale entre les concentrations (AquaTox, 2018). 

De plus, un bécher distinct (p. ex. 100 mL) 

contenant une solution d’essai (p. ex. 50 mL) doit 

être préparé pour chaque solution d’essai afin de 

mesurer les paramètres de qualité de l’eau requis 

(température, OD, pH et salinité) au début et à la fin 

de l’essai (voir la section 4.5). 

4.4 Début de l’essai 

Une ou plusieurs solutions témoins de l’eau de 

dilution doivent être préparées et incluses pour 

chaque essai mené sur chaque échantillon. 

L’utilisation répétée d’une solution témoin et de ses 

organismes d’essai pour plus d’un essai de toxicité 

et/ou plus d’un échantillon d’effluent est 

inacceptable. 

Chaque récipient d’essai doit être clairement codé 

ou étiqueté pour indiquer la concentration, la date et 

l’heure de début de l’essai. Si un essai à 

concentrations multiples est effectué (section 6), 

l’ordre des concentrations sur les microplaques doit 

être aléatoire.11 

Des œufs (âgés de 24 heures ou moins) doivent être 

utilisés pour l’essai. Moins de 24 heures avant 

 
11 La randomisation par blocs peut être utilisée pour 

déterminer l’ordre des concentrations sur la plaque. 

12 L’expérience a démontré que l’utilisation d’adultes 

âgés de 14 à 28 jours permet d’éviter l’utilisation de 

femelles jeunes et sénescentes. 

13 Il peut s’agir d’un simple volume doublé de 

l’alimentation quotidienne normalement donnée aux 

copépodes dans les récipients d’élevage de 1 L (p. ex. si 

tous les copépodes de ce récipient d’élevage sont 

transférés dans le volume de 100 mL par tamisage) ou 

d’une alimentation double qui est réduite de 1/10 pour 

tenir compte de la différence de 1/10 du volume d’eau 

d’élevage (p. ex. uniquement si un sous-ensemble des 

l’essai, les copépodes adultes sont retirés (c.-à-d. 

tamisés ou aspirés par pipette; voir la section 2.2) 

des élevages qui répondent aux critères de santé 

requis.12 Ces adultes peuvent être transférés dans 

des béchers en verre ou cristallisoirs propres 

contenant 100 mL d’eau témoin/de 

dilution/d’élevage et un inoculum d’aliments 

préparés. La concentration de l’aliment peut être le 

double de celle utilisée en élevage, car cela favorise 

généralement une production importante d’œufs 

pouvant être utilisés pour les essais.13, 14 La 

température de l’eau doit être de 20 ± 2 °C, et sa 

teneur en oxygène dissous, de 90 % à 100 % de 

saturation en air avant l’introduction des adultes. La 

densité de chargement dans les béchers ou 

cristallisoirs devrait être d’environ 20 à 

200 copépodes/100 mL. Les adultes peuvent être 

transférés dans leurs récipients d’élevage d’origine 

une fois que tous les œufs nécessaires ont été 

enlevés. 

Pour mettre en route l’essai, un seul œuf doit être 

placé dans au moins dix puits pour chaque 

concentration d’essai. Pour commencer ce 

processus, les œufs âgés d’au moins 24 heures sont 

recueillis à l’aide d’une pipette à ouverture étroite et 

placés dans une boîte de Pétri contenant de l’eau 

témoin/de dilution/d’élevage. Une fois qu’on a 

obtenu suffisamment d’œufs pour un essai (c.-à-d. 

le bassin d’œufs d’essai), une partie des œufs 

d’essai devrait être transférée dans une plus petite 

boîte de Pétri contenant une solution d’essai (c.-à-d. 

une solution d’essai à concentration spécifique).15 

copépodes est transféré du récipient principal par 

l’intermédiaire d’une pipette). 

14 Des débris peuvent se trouver dans le récipient de 

ponte, ce qui peut obscurcir les œufs et entraver leur 

récupération. On peut remédier à cette situation en 

réduisant au minimum la perturbation du récipient 

d’élevage lors du transfert des adultes ou en ajustant la 

quantité de nourriture pour encourager une surabondance 

d’œufs ou réduire la quantité de débris. 

15 Cette étape permet d’éviter une dilution excessive de 

la concentration d’essai dans la microplaque. Toutefois, 

dans le cas des solutions d’essai qui ne sont pas 

transparentes (p. ex. à cause de la couleur ou des 

matières solides en suspension), les œufs seraient très 

difficiles à trouver dans la boîte de Pétri à concentration 
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À partir de cette boîte de Pétri à concentration 

spécifique, un œuf doit ensuite être choisi au hasard 

et transféré dans chacun des puits d’essai dans les 

microplaques contenant la solution d’essai 

correspondante (c.-à-d. la concentration d’essai). 

L’heure à laquelle les œufs ont été ajoutés à tous les 

puits pour une concentration donnée doit être 

consignée. (Notez qu’il en résultera un temps de 

départ continu, l’exposition à chaque concentration 

commençant à environ 30 minutes d’intervalle). 

Tous les puits doivent être vérifiés au microscope 

pour confirmer qu’un seul œuf a été ajouté à chaque 

puits. Si un puits donné comporte plus d’un œuf (ou 

n’en comporte aucun), l’œuf supplémentaire doit 

être retiré (ou ajouté s’il n’y avait pas d’œuf) avec 

une quantité minimale de solution d’essai 

(≤ 90 µL). Par ailleurs, le puits doit être vidé et le 

processus d’installation du puits doit être répété; ou 

encore, le puits contenant plusieurs œufs doit être 

marqué comme étant « vide » sur la microplaque, et 

un nouveau puits doit être installé, en confirmant à 

nouveau qu’un seul œuf a été ajouté dans le puits. 

Le processus d’ajout des œufs dans les puits est 

répété, en commençant par les témoins et en 

progressant vers la concentration d’essai la plus 

élevée pour éviter la contamination croisée. L’heure 

de mise en route de l’essai (un œuf a été ajouté à 

chacun des dix puits pour une concentration 

donnée) doit être consignée pour chaque 

concentration d’essai. Les microplaques doivent 

ensuite être recouvertes et positionnées au hasard 

dans l’installation d’essai. 

4.5 Observations et mesures 

La couleur, la turbidité, l’odeur et la présence de 

matières solides flottantes ou décantables dans 

 
spécifique. Dans ce cas, les œufs peuvent être transférés 

directement du bassin d’œufs d’essai dans les puits de la 

microplaque avec une quantité minimale de solution 

d’essai (≤ 90 µL); cependant, cela peut entraîner une 

certaine dilution de la concentration d’essai dans la 

microplaque.  

16 Les laboratoires canadiens ont utilisé à cette fin un 

microscope inversé avec une lentille de grossissement de 

2-4× ou un microscope à dissection avec une lentille 

oculaire de 10× et un grossissement de 0,63-4×. Les 

lentilles de grossissement plus élevé données en exemple 

peuvent être nécessaires pour observer les puits des 

l’échantillon devraient être observées au début de 

l’essai. L’apparence des solutions témoins devrait 

aussi être observée, et tout changement évident 

survenant pendant l’essai devrait être consigné. 

Les mesures de l’OD, du pH et de la température 

doivent être effectuées dans des récipients 

représentatifs établis pour chaque solution d’essai, y 

compris les solutions témoins, au moins au début et 

à la fin de l’essai. La température devrait être 

mesurée toutes les 24 heures. L’OD, le pH et la 

salinité peuvent également être mesurés pendant 

l’essai (p. ex. toutes les 24 heures). Les mesures 

initiales sur chaque solution d’essai devraient être 

effectuées après la période d’aération préalable, si 

une aération préalable a été appliquée (voir la 

section 4.3). La salinité de chaque solution d’essai 

doit être mesurée au moins au début de l’essai. 

Une observation régulière des œufs dans chaque 

puits d’essai est nécessaire pour obtenir de 

l’information sur la survie. Les copépodes dans 

chaque puits d’essai doivent être inspectés à 24 et 

48 heures, au minimum. Les observations doivent 

être effectuées à l’aide d’un microscope et d’une 

lentille appropriée permettant l’observation claire 

des nauplius et des œufs copépodes.16 Pendant 

chaque période d’observation, l’éclosion des œufs, 

la mobilité des copépodes et les œufs ou nauplius 

manquants doivent être consignés. Les œufs sont 

considérés comme éclos lorsqu’on observe une 

perforation nette dans l’œuf (c.-à-d. l’endroit où le 

nauplius a été libéré). Un nauplius est considéré 

comme mobile si l’on peut observer toute forme de 

mouvement (p. ex. tout mouvement ou secousse des 

antennes ou des appendices). Un nauplius est 

considéré comme immobile si l’on n’observe 

microplaques lorsqu’on ne sait pas avec certitude si 

l’œuf éclos ou le nauplius est présent et/ou mobile. Lors 

du repérage initial des nauplius, la configuration choisie 

devrait permettre la visualisation de l’ensemble du 

volume d’essai. La qualité optique du microscope doit 

permettre d’observer l’œuf ou le nauplius à un 

grossissement plus élevé pour une évaluation précise de 

l’éclosion (c.-à-d. des changements subtils de couleur et 

de forme de l’œuf) ou de tout mouvement du nauplius 

(c.-à-d. des secousses d’antenne ou d’appendices). 
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aucune forme de mouvement dans les 30 secondes 

suivant son repérage dans le puits d’essai. Si un 

nauplius immobile adhère à la paroi du puits de la 

microplaque ou s’y dépose, la microplaque devrait 

être légèrement agitée, et le puits observé une 

deuxième fois pour confirmer que le nauplius est 

immobile. L’organisme d’essai est considéré 

comme mort si : 

i) selon les observations, l’œuf n’est pas 
éclos; ou 

ii) le nauplius est immobile (selon une 
observation de 30 secondes après avoir 
repéré le nauplius); ou 

iii) l’organisme d’essai est absent.17 

Le nombre d’organismes d’essai manquants devrait 

correspondre à 10 % ou moins du nombre total 

d’organismes d’essai introduits au début de l’essai 

(AquaTox, 2018).  

Si plus d’un organisme d’essai est trouvé dans un 

puits donné à la fin de l’essai, chaque organisme 

d’essai doit être évalué indépendamment, et les 

deux doivent être inclus dans l’analyse des données. 

Cela peut donner lieu à plus de dix organismes pour 

la concentration d’essai touchée. Tout organisme 

d’essai supplémentaire dans un puits de 

microplaques doit être indiqué comme tel.  

Toute différence dans l’apparence ou le 

comportement par rapport aux organismes témoins 

devrait être notée. Dans le cas de certaines 

substances (p. ex. les narcotiques), la mobilité des 

 
17 L’organisme d’essai fait référence à l’œuf ou au 

nauplius. S’il manque un nauplius, mais que l’on trouve 

les restes de l’œuf éclos, l’organisme d’essai est 

considéré comme mort. Les substances d’essai 

hautement toxiques peuvent entraîner la désintégration 

nauplius sera clairement réduite, et le mouvement 

de saut caractéristique des nauplius sains sera 

absent. Cependant, le mouvement peut toujours être 

observé sous la forme de secousses des appendices 

ou des antennes. Dans ce cas, les nauplius doivent 

être enregistrés comme « mobiles », mais l’effet 

toxique sublétal évident devrait être consigné. Pour 

les solutions d’essai qui ne sont pas transparentes 

(p. ex. en raison de la couleur, de la turbidité ou des 

matières solides en suspension), les observations de 

l’œuf ou du nauplius peuvent être difficiles. 

Les résultats de chacun des puits individuels 

doivent être regroupés afin que, pour chaque 

concentration avec dix puits répétés, il y ait une 

cote sur 10 (p. ex. 8/10 morts), et que pour chaque 

concentration avec 30 puits répétés (voir la 

section 5), il y ait une cote sur 30 (p. ex. 24/30). 

Tous les copépodes survivants (y compris les 

témoins) utilisés dans l’essai doivent être éliminés à 

la fin de l’essai.  

4.6 Critère de validité de l’essai 

L’essai n’est pas valide si plus de 20 % des 

organismes témoins meurent (section 4.5). 

Pour que les résultats d’un essai de toxicité 

comprenant deux séries de témoins (c.-à-d. un 

témoin de l’eau de dilution et un témoin de la 

salinité) soient jugés valables et acceptables, les 

deux témoins doivent satisfaire de façon 

indépendante aux critères de validité de l’essai.  

de l’œuf (Paula Jackman, LEEA, Environnement et 

Changement climatique Canada, communication 

personnelle, 2019). 
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Section 5 

Modes opératoires pour un essai à concentration unique afin de déterminer le 

taux de mortalité après 48 heures 

Toutes les conditions, tous les modes opératoires et 

toutes les installations indiqués aux sections 1, 2, 3, 

4, 7 et 9 s’appliquent aux modes opératoires pour 

l’essai d’une concentration unique d’effluent. 

Ces modes opératoires utilisent une concentration 

d’effluent (100 %), sauf indication contraire, et un 

témoin (eau témoin seulement), qui est 

normalement la même eau que l’eau d’élevage. Si 

la salinité de l’effluent et la salinité à laquelle sont 

acclimatés les copépodes adultes fournissant des 

œufs pour l’essai diffèrent de plus de 5 g/kg, un 

deuxième témoin (c.-à-d. le témoin de la salinité) 

ajusté à la salinité de l’effluent doit aussi être utilisé 

(voir la section 4.2). Un minimum de 30 répétitions 

pour la concentration de 100 % et de 30 répétitions 

pour chaque solution témoin est requis pour cet 

essai afin d’apporter une plus grande confiance à 

l’égard des résultats d’essai et de leur interprétation.

L’essai n’est pas valable si > 20 % des organismes 

témoins présentent une mortalité (voir les 

sections 4.5 et 4.6). Pour que les résultats d’un essai 

de toxicité comprenant deux séries de témoins 

(c.àd. un témoin de l’eau de dilution et un témoin 

de la salinité) soient jugés valables et acceptables, 

les deux témoins doivent satisfaire de façon 

indépendante aux critères de validité de l’essai. 

Le paramètre pour cet essai est le taux de mortalité 

après 48 heures, qui doit être indiqué pour les 

30 répétitions de l’effluent et les 30 répétitions des 

témoins. Un taux de mortalité > 50 % est 

couramment utilisé pour déterminer si un 

échantillon « réussit » ou « échoue » à un essai.  
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Section 6 

Modes opératoires pour un essai à concentrations multiples afin de 

déterminer la CL50 de 48 heures 

Toutes les conditions, tous les modes opératoires 

et toutes les installations indiqués aux sections 1, 

2, 3, 4, 7 et 9 s’appliquent aux présents modes 

opératoires. 

Au moins cinq concentrations d’effluent et un 

témoin (eau de dilution seulement), qui est 

normalement la même eau que l’eau d’élevage, 

doivent être utilisés dans les essais pour estimer 

une CL50. Si la salinité de l’effluent et la salinité 

à laquelle sont acclimatés les copépodes adultes 

(c.-à-d. ceux qui fournissent des œufs pour l’essai) 

diffèrent de plus de 5 g/kg, un deuxième témoin 

(c.-à-d. le témoin de la salinité) ajusté à la salinité 

de l’effluent doit aussi être utilisé (voir la 

section 4.2). Au moins dix œufs (c.-à-d. dix 

répétitions) doivent être exposés à chaque 

concentration d’essai, y compris la concentration 

non diluée (100 %) et les témoins. La 

concentration la plus élevée doit être l’effluent 

non dilué (concentration à 100 %), et chaque 

concentration successive doit correspondre à au 

moins 50 % de la concentration plus élevée 

suivante. Il est avantageux d’utiliser une série 

géométrique (logarithmique), p. ex. des 

concentrations de 100, 50, 25, 12,5 et 6,3 %. Les 

concentrations peuvent être basées sur d’autres 

proportions ou sur des séries de dilution 

normalisées (voir l’annexe D dans EC, 1990a). 

Comme cet essai de détermination de la CL50 doit 

inclure un effluent non dilué (100 %) en tant que 

concentration la plus élevée, les résultats de cet 

essai peuvent également servir à déterminer le 

paramètre de concentration unique du pourcentage 

de mortalité dans un effluent non dilué (100 %) 

après 48 heures (voir la section 5). 

Les répétitions supplémentaires de chaque 

concentration peuvent être utilisées. L’utilisation 

de répétitions supplémentaires (c.-à-d. 

l’exposition d’un plus grand nombre d’œufs) peut 

fournir une représentation plus précise de la 

courbe concentration-réponse (AquaTox, 2018) et, 

par le fait même, renforcer la confiance à l’égard 

des résultats d’essai et de leur interprétation. La 

CL50 après 48 h et ses limites de confiance à 

95 % doivent être calculées si les données sont 

exploitables pour ce calcul, et la méthode de 

calcul doit être indiquée. Le document 

d’orientation d’Environnement et Changement 

climatique Canada sur les méthodes statistiques 

pour les essais d’écotoxicité, SPE 1/RM/46 (EC, 

2005) fournit des directives et conseils 

supplémentaires concernant le calcul de la CL50. 

Des programmes informatiques pour calculer la 

CL50 et les limites de confiance sont disponibles 

(EC, 2005) et devraient être utilisés. 

L’essai n’est pas valide si > 20 % des organismes 

témoins présentent une mortalité (voir les 

sections 4.5 et 4.6). Pour que les résultats d’un 

essai de toxicité comprenant deux séries de 

témoins (c.-à-d. un témoin de l’eau de dilution et 

un témoin de la salinité) soient jugés valables et 

acceptables, les deux témoins doivent satisfaire de 

façon indépendante aux critères de validité de 

l’essai. Seul le témoin de l’eau de dilution est 

utilisé pour le calcul de la CL50 ou pour le calcul 

d’autres paramètres statistiques impliquant des 

comparaisons entre les résultats de chaque série 

de concentration d’essai et ceux des solutions 

témoins. 
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Section 7 

Modes opératoires pour les essais avec un produit toxique de référence 

Un toxique de référence doit être utilisé pour 

évaluer la sensibilité relative de l’élevage de 

copépodes utilisé dans l’essai de toxicité ainsi que 

la précision et la fiabilité des données produites par 

le laboratoire concernant ce toxique de référence 

dans des conditions d’essai normalisées, tout 

comme les compétences techniques du personnel du 

laboratoire qui effectue l’essai (EC, 1990c). 

Les produits chimiques de référence choisis doivent 

être analysés dans un essai à concentrations 

multiples mis en route dans les 14 jours précédant 

ou suivant la date du début de l’essai de toxicité en 

utilisant les élevages établis du laboratoire, et au 

moment de l’acclimatation d’un nouveau lot 

d’A. tonsa. Les modes opératoires et conditions à 

suivre sont identiques à ceux mentionnés aux 

sections 4 et 6, tel qu’il est décrit dans 

Environnement et Changement climatique Canada 

(1990c), sauf que les aliquotes d’un produit 

chimique de référence sont ajoutées à l’eau de 

dilution, au lieu d’un effluent. L’eau témoin/de 

dilution/d’élevage utilisée régulièrement dans les 

essais sur l’effluent doit aussi être utilisée pour 

l’essai avec toxique de référence. 

Dans le cas de l’espèce A. tonsa, il est recommandé 

d’utiliser du nickel (p. ex. chlorure de nickel) 

comme toxique de référence. La CL50 après 48 h 

devrait être calculée pour le toxique de référence et 

exprimée en mg/L en fonction du nickel. D’après 

les résultats obtenus pendant les essais 

interlaboratoires, la CL50 moyenne après 48 heures 

pour l’espèce A. tonsa était de 0,43 mg nickel/L 

(CV = 48,6 %; n = 6) (AquaTox, 2018). Les 

solutions mères de nickel devraient être préparées le 

jour même de l’utilisation ou peuvent être 

entreposées si leur stabilité dans le temps est 

démontrée.  

La concentration du toxique de référence dans 

toutes les solutions mères devrait être analysée 

chimiquement avec la méthode appropriée (APHA 

et al., 2017). Au moment de préparer les solutions 

d’essai, il faudrait à tout le moins prélever des 

aliquotes auprès du témoin et des échantillons à 

concentrations faibles, moyennes et élevées pour les 

analyser immédiatement ou les entreposer aux fins 

d’analyse ultérieure, dans l’éventualité d’une CL50 

atypique (c.-à-d. se situant à l’extérieur des limites 

de la zone de confiance). Si elles sont entreposées, 

certaines aliquotes doivent être entreposées dans 

l’obscurité à 4 ± 2 °C. Les solutions de nickel 

devraient subir un traitement acidifié avant d’être 

entreposées (APHA et al., 2017). On devrait 

procéder à l’analyse chimique des aliquotes 

entreposées à cette fin dès que l’essai toxicologique 

est terminé. Il est souhaité, mais non obligatoire, de 

mesurer les concentrations dans les mêmes 

solutions à la fin de l’essai. Le calcul de la CL50 

devrait être fondé sur les concentrations mesurées 

lorsque celles-ci diffèrent suffisamment 

(c.àd. ≥ 20 %) des concentrations nominales et 

lorsque la précision des analyses chimiques est 

satisfaisante. 

Une fois qu’on dispose d’un nombre suffisant de 

données (p. ex. au moins cinq points de données) 

[EC, 1990c, 2005], une carte de contrôle qui 

représente les valeurs de la CL50 sur un graphique 

doit être préparée et continuellement mise à jour 

avec chaque nouvel essai avec toxique de référence. 

Sur la carte de contrôle, le logarithme de 

concentration devrait être porté sur l’axe vertical 

par rapport aux données de l’essai ou au nombre 

d’essais sur l’axe horizontal. Chaque CL50 pour le 

toxique de référence devrait être comparée avec les 

limites de la zone de confiance établies auparavant. 

La CL50 est acceptable si elle se situe à l’intérieur 

des limites de la zone de confiance (± 2 ET). On 

doit se servir du logarithme (CL50) dans tous les 

calculs de moyennes et d’écarts types. Cette 

pratique reflète une adhésion à l’hypothèse selon 

laquelle chaque CL50 a été estimée en fonction du 

logarithme des concentrations. La moyenne du 

logarithme (CL50), ainsi que ses limites de la zone 

de confiance supérieure et inférieure (± 2 ET), 

calculées en fonction des valeurs disponibles du 

logarithme (CL50), sont recalculées avec chaque 

CL50 successive (EC, 1990c, 2005). Si l’essai est 
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souvent effectué, les 20 points de données les plus 

récents concernant le toxique de référence peuvent 

être utilisés pour calculer les moyennes et les 

limites de la zone de confiance. 

On peut établir la carte de contrôle en effectuant 

simplement la représentation graphique de la 

moyenne et ± de 2 ET en tant que logarithmes ou, 

lorsque cela est souhaité, en les convertissant en 

valeurs arithmétiques et en représentant la CL50 et 

± 2 ET sur une échelle de concentration 

logarithmique. Différentes approches pour établir 

une carte de contrôle (p. ex. Levey-Jennings, 

moyenne mobile) sont acceptables. Les cartes de 

contrôle peuvent servir à dégager des tendances au 

fil du temps. Des exemples de tendances qui 

pourraient être observées sont notamment les 

suivants : une tendance ascendante ou descendante, 

plusieurs points successifs d’un côté de la moyenne, 

des changements qui sont observés à différents 

moments de l’année et des valeurs successives de la 

CL50 situées à l’extérieur des limites de la zone de 

confiance ± 2 ET. 

Si une CL50 précise tombe à l’extérieur des limites 

de la zone de confiance, il convient de mettre en 

doute la sensibilité des organismes d’essai ainsi que 

le rendement et la précision de l’essai. Comme cette 

situation peut se produire dans 5 % des cas par le 

simple jeu du hasard, l’obtention d’une seule valeur 

aberrante n’est pas nécessairement un signe de 

sensibilité anormale des œufs de copépodes ou un 

signe de précision insatisfaisante des données 

toxicologiques. Il s’agit seulement d’un 

avertissement. Si cela se produisait, il serait 

nécessaire de procéder à un examen approfondi de 

toutes les conditions d’élevage des organismes, des 

conditions d’essai ainsi que des compétences 

techniques.

En fonction des résultats, une acclimatation 

supplémentaire et une réévaluation de l’élevage des 

copépodes avec un ou plusieurs toxiques de 

référence devraient être entreprises, ou un nouvel 

élevage de copépodes devrait être établi afin d’être 

utilisé dans des essais de toxicité subséquents avec 

des effluents et des toxiques de référence. 

Le fait que les résultats soient tous à l’intérieur des 

limites de la zone de confiance n’est pas 

nécessairement un gage de la cohérence des 

résultats obtenus par le laboratoire. Des données 

historiques extrêmement variables pour un toxique 

de référence donné élargiraient ces limites à un 

point tel qu’un nouveau résultat d’essai pourrait se 

trouver à l’intérieur des limites, tout en représentant 

une variation indésirable dans les résultats de 

l’essai. On trouvera des indications sur la variation 

raisonnable des données sur les toxiques de 

référence (c.-à-d. les limites de la zone de confiance 

d’une carte de contrôle) à la sous-section 2.8.1 et à 

l’annexe F d’Environnement et Changement 

climatique Canada (2005). 

Une CL50 qui tombe à l’extérieur des limites de 

contrôle (moyenne ± 3 ET) révèle presque à coup 

sûr que l’essai est inacceptable et qu’il devrait être 

repris après un examen attentif de tous ses aspects. 

Si les paramètres se situent entre les limites de 

contrôle et les limites de la zone de confiance plus 

de 5 % du temps, cela révélerait une détérioration 

de la précision. Encore là, l’essai le plus récent 

devrait être repris après un examen attentif des 

modes opératoires, des conditions et des calculs. 



 

22 

 

Section 8 

Modes opératoires pour les essais sur des produits chimiques 

La présente section donne des instructions précises 

concernant les essais sur des produits chimiques, de 

substances chimiques (p. ex. formulations) ou de 

mélanges chimiques individuels (c.-à-d. 

échantillons d’eau modifiés avec une substance 

d’essai), en plus des modes opératoires indiqués aux 

sections 1 à 7.  

8.1 Propriétés, étiquetage et entreposage 

des échantillons 

On devrait obtenir des renseignements sur les 

propriétés du produit chimique, de la formulation 

ou du mélange de produits chimiques à 

expérimenter, notamment ses principaux 

ingrédients et leurs concentrations, sa solubilité 

dans l’eau de mer (naturelle ou artificielle), sa 

tension de vapeur, sa stabilité chimique, ses 

constantes de dissociation, sa toxicité pour les 

humains et les organismes aquatiques et sa 

biodégradabilité. Il faudrait consulter les fiches de 

données sur les aspects liés à la sécurité des 

substances d’essai (p. ex. fiches de données de 

sécurité), s’il en existe. Quand la solubilité dans 

l’eau soulève des doutes ou des difficultés, les 

modes opératoires acceptables utilisés 

antérieurement pour la préparation de solutions 

aqueuses du produit chimique devraient être 

recueillis et consignés, et/ou la solubilité du produit 

chimique dans l’eau témoin/de dilution devrait être 

déterminée en laboratoire. Il faudrait également 

recueillir et consigner les autres renseignements 

existants, par exemple la formule structurelle, le 

degré de pureté, la nature et le pourcentage des 

impuretés significatives, la présence et les quantités 

d’additifs et le coefficient de partage octanol-eau.18 

On devrait aussi connaître une méthode analytique 

acceptable pour mesurer le produit chimique dans 

l’eau de mer aux concentrations prévues pour 

 
18 La connaissance des propriétés du produit chimique 

aidera à déterminer les précautions et exigences 

particulières requises pour sa manipulation et son 

expérimentation (p. ex. les essais dans une installation 

bien aérée, besoin d’utiliser un solvant). L’information 

l’essai, ainsi que les données indiquant la précision 

et l’exactitude de l’analyse. 

Dès réception des produits chimiques, les 

contenants doivent être fermés hermétiquement et 

codés ou étiquetés. L’information requise (c.-à-d. le 

nom du produit chimique, le fournisseur, la date de 

réception) doit être indiquée sur l’étiquette et/ou 

consignée sur une fiche de données distincte 

consacrée à l’échantillon, le cas échéant. Les 

conditions d’entreposage (p. ex. température et 

protection contre la lumière) sont souvent dictées 

par la nature du produit chimique. Les modes 

opératoires normalisés pour la manipulation et 

l’entreposage des produits chimiques devraient être 

respectés. 

8.2 Préparation des solutions d’essai 

Dans le cas des produits chimiques, on exécute 

généralement un essai à concentrations multiples 

afin d’établir la CL50 (voir la section 6). Il peut 

s’avérer souhaitable de prévoir des répétitions 

supplémentaires (p. ex. 20 ou 30) pour chaque 

concentration d’essai, lorsqu’il s’agit d’évaluer la 

toxicité de produits chimiques ou de mélanges 

chimiques aux fins d’homologation fédérale ou à 

d’autres fins réglementaires. Des répétitions 

peuvent s’avérer nécessaires en vertu des 

règlements sur l’homologation d’un produit 

chimique, d’un pesticide ou d’une catégorie 

analogue de produits chimiques. Puisque l’objectif 

d’un essai à concentrations multiples est de 

déterminer la CL50 après 48 h (en se fondant sur les 

données de mortalité), un essai utilisant au moins 

cinq concentrations et un/des témoin(s) est 

recommandé. Le nombre de répétitions et de 

traitements pourrait être réduit ou éliminé pour les 

pré-essais permettant d’obtenir une plage de 

concernant la solubilité et la stabilité chimiques en 

eau de mer est également utile dans l’interprétation 

des résultats des essais. 



 

23 

 

concentrations souhaitables, ainsi que pour les 

essais de dépistage et d’études de recherche non 

réglementaires, en fonction de l’écart prévu entre 

les récipients d’essai dans un traitement. 

On prépare généralement les solutions d’essai du 

produit chimique en ajoutant les aliquotes d’une 

solution mère préparée dans de l’eau témoin/de 

dilution. Autrement, dans le cas de solutions 

concentrées ou de grands volumes, des quantités 

pondérées (à l’aide d’une balance adéquate) de 

produit chimique peuvent être ajoutées dans l’eau 

témoin/de dilution pour obtenir les concentrations 

nominales des solutions d’essai. Dans le cas 

d’échantillons aqueux (p. ex. formulations 

chimiques dans l’eau), des solutions d’essai peuvent 

aussi être préparées en ajoutant les quantités 

appropriées de sels de mer secs du commerce (voir 

la section 2.3) directement dans l’échantillon ou 

dans chacune des solutions d’essai pour ajuster la 

salinité. Il faut préparer et consigner les 

concentrations d’essai nominales en tenant compte 

de l’ajustement de la salinité. Si la différence de 

salinité entre la concentration d’essai la plus élevée 

et la salinité à laquelle les copépodes sont 

acclimatés est > 5 g/kg, un deuxième témoin dont la 

salinité a été ajustée (écart maximal de 1 g/kg) à 

celle de la concentration d’essai la plus élevée 

(témoin de la salinité) doit être inclus dans l’essai. 

Pour connaître les directives sur l’utilisation d’un 

témoin de la salinité, voir la section 4.2. Si des 

solutions mères sont utilisées, la concentration et la 

stabilité du produit chimique d’essai dans la 

solution devraient être déterminées avant l’essai. 

Les solutions mères soumises à une photolyse 

devraient être protégées contre la lumière, et les 

solutions mères instables doivent être préparées de 

nouveau, le cas échéant. Si de l’eau désionisée, de 

l’eau distillée ou de l’eau douce est utilisée pour 

préparer la solution mère, des sels de mer secs du 

commerce devraient être ajoutés, au besoin, pour 

ajuster la salinité de chaque solution d’essai afin 

qu’elle soit comprise dans la plage souhaitée. 

En ce qui concerne les produits chimiques qui ne se 

dissolvent pas facilement dans l’eau, les directives 

fournies dans le document sur les essais de toxicité 

pour les organismes aquatiques visant des 

substances et mélanges difficiles de l’OCDE 

(OCDE, 2000) devraient être suivies. On ne devrait 

pas utiliser d’émulsifiants ou de dispersants pour 

accroître la solubilité du produit chimique, sauf 

dans les cas où ces substances pourraient être 

formulées avec le produit chimique d’essai en vue 

de son utilisation commerciale normale. 

L’utilisation d’un solvant autre que de l’eau devrait 

être évitée dans la mesure du possible. Un solvant 

organique peut être utilisé pour la dissolution de la 

substance d’essai dans de l’eau de dilution 

lorsqu’aucune autre méthode acceptable de 

préparation de la solution d’essai n’est disponible. 

Le cas échéant, on doit préparer une solution 

témoin supplémentaire contenant l’eau témoin/de 

dilution et la même concentration d’agent 

solubilisant que celle contenue dans la solution la 

plus concentrée du produit chimique d’essai (c.-à-d. 

témoin du solvant). Ces agents devraient être 

utilisés avec parcimonie (c.-à-d. en utilisant le 

volume minimal nécessaire pour dissoudre ou 

mettre en suspension la substance d’essai dans l’eau 

de dilution) et leur concentration ne devrait pas 

dépasser celle ayant une incidence sur la survie de 

l’A. tonsa ou au plus 0,1 mL/L dans toute solution 

d’essai (OCDE, 2000; Hutchison et al., 2006; Green 

et Wheeler, 2013). Si cette information n’est pas 

connue, un essai préliminaire portant sur un solvant 

uniquement, dans le cadre duquel diverses 

concentrations du solvant sont utilisées, devrait être 

mené pour déterminer la concentration seuil 

susceptible de produire des effets pour ce qui est du 

solvant qui est étudié aux fins d’utilisation dans 

l’essai définitif. Si l’on utilise des solvants, il est 

préférable d’utiliser les produits suivants (OCDE, 

2000; USEPA, 2016) : le diméthyl formamide, le 

triéthylèneglycol, le méthanol, l’acétone et 

l’éthanol. 

La teneur en oxygène dissous de chaque solution 

d’essai, y compris les solutions témoins, devrait être 

mesurée après leur préparation. Par la suite, on 

devrait soit introduire les œufs de copépodes et 

mettre en route l’essai (voir la section 4.4), soit 

préaérer chaque solution d’essai (voir section 4.3) 

avant d’introduire les œufs. Dans la plupart des cas, 

la préaération des solutions d’essai n’est pas 
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nécessaire ou justifiée.19 Lorsque la préaération est 

justifiée (c.-à-d. après la préparation, la teneur en 

oxygène dissous d’une ou de plusieurs solutions 

d’essai est < 70 % ou > 100 % de saturation en air), 

on devrait suivre les directives pour la préaération 

des solutions indiquées à la section 4.3. 

8.3 Eau témoin/de dilution 

L’eau témoin/de dilution peut être de l’eau de mer 

artificielle, de l’eau de mer naturelle « non 

contaminée » du laboratoire (voir la section 2.3) ou, 

si une situation locale présente un intérêt particulier, 

un échantillon d’eau réceptrice marine ou 

estuarienne. Le choix de l’eau témoin/de dilution 

dépend de l’objet de l’essai. 

Si un degré élevé de normalisation est nécessaire 

(p. ex. si la toxicité mesurée d’un produit chimique 

doit être comparée et évaluée par rapport à des 

valeurs obtenues ailleurs pour ce produit chimique 

ou d’autres produits), de l’eau de mer artificielle 

dont la salinité a été ajustée pour correspondre à 

une ou plusieurs salinités communes à tous les 

essais devrait être préparée et servir d’eau 

 
19 Une aération peut extraire les produits chimiques 

volatils d’une solution ou accroître la vitesse d’oxydation 

et de dégradation chimique d’autres substances. 

Cependant, l’aération de solutions d’essai avant 

l’exposition des œufs de copépodes pourrait s’avérer 

nécessaire en raison de la demande en oxygène de la 

substance d’essai. S’il est nécessaire d’aérer une solution 

d’essai, toutes les solutions doivent être aérées, tel qu’il 

est décrit à la section 4.3. 

20 Les contaminants qui se trouvent déjà dans le milieu 

récepteur peuvent ajouter leur toxicité à celle du produit 

chimique à l’essai. Dans ce cas, de l’eau de dilution non 

contaminée (eau de mer artificielle ou eau de mer 

naturelle du laboratoire) donnerait une estimation plus 

exacte de la toxicité du produit déversé ou appliqué, mais 

pas nécessairement de son effet total sur le site visé. 

Si l’objectif de l’essai est de déterminer l’effet d’un 

produit chimique particulier sur des eaux réceptrices 

précises, cela n’a pas d’importance si ces eaux 

réceptrices modifient la toxicité de l’échantillon par la 

présence de produits nocifs supplémentaires, ou à 

l’inverse, par la présence de substances qui réduisent les 

effets toxiques, par exemple les acides humides. 

Cependant, en raison de la possibilité d’effets toxiques 

témoin/de dilution. De plus, la salinité de toutes les 

concentrations d’essai devrait être de 1 g/kg de celle 

des concentrations témoins. 

Si l’on doit évaluer l’effet toxique d’un produit 

chimique sur un milieu récepteur marin ou estuarien 

particulier, on peut préparer des échantillons de ce 

milieu dans un endroit à l’abri de l’influence du 

produit chimique, puis les utiliser comme eau 

témoin/de dilution.20, 21 Par exemple, il peut s’agir 

d’évaluer les effets toxiques de déversements (réels 

ou potentiels) de produits chimiques ou 

d’applications intentionnelles d’un produit 

chimique (p. ex. épandage d’un pesticide) sur une 

étendue d’eau marine ou estuarienne particulière. Si 

de l’eau réceptrice doit être utilisée comme eau 

témoin/de dilution, une solution témoin distincte 

doit être préparée à l’aide de l’eau témoin/de 

dilution/d’élevage qui est normalement utilisée pour 

l’analyse de la létalité aiguë chez l’espèce A. tonsa 

et qui est capable d’atteindre régulièrement des 

résultats d’essai valides (voir la section 4.3). 

L’eau de mer naturelle ou artificielle non 

contaminée du laboratoire peut également être 

attribuables aux eaux réceptrices « en amont », il faut 

inclure ce qui suit dans tout essai qui utilise les eaux « en 

amont » comme eau témoin/de dilution : au moins un 

deuxième témoin utilisant l’eau non contaminée du 

laboratoire qui est normalement utilisée dans les analyses 

de la létalité chez l’espèce A. tonsa et au plus, une autre 

série de concentrations utilisant cette même source d’eau 

comme diluant. 

21 Une solution de rechange (compromis) à l’utilisation 

des eaux réceptrices comme eau témoin/de dilution 

consiste à utiliser de l’eau de mer artificielle ou de l’eau 

de mer naturelle du laboratoire en ajustant sa salinité et 

son pH à ceux des eaux réceptrices. Selon la situation, 

l’ajustement peut se faire en fonction des moyennes 

saisonnières ou des valeurs mesurées dans les eaux 

réceptrices à un moment particulier. L’ajustement de la 

salinité peut être effectué au moyen des méthodes 

mentionnées à la section 2.3, y compris par l’ajout de 

sels de mer du commerce aux quantités et au ratio 

appropriés, l’ajustement du pH est décrit à la 

section 4.3.2 dans EC, 1990a. 
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utilisée pour évaluer l’effet toxique d’un produit 

chimique sur un milieu récepteur particulier, surtout 

lorsque des contraintes logistiques rendent peu 

pratiques le prélèvement et l’utilisation des eaux 

réceptrices ou s’il existe déjà une toxicité 

perturbatrice dans les eaux réceptrices. Cette eau de 

mer naturelle ou artificielle peut aussi servir d’eau 

témoin/de dilution dans d’autres situations (p. ex. 

l’évaluation préalable ou intralaboratoire de la 

toxicité du produit chimique). 

Si l’on désire des données concernant l’influence de 

la salinité sur la toxicité d’un produit chimique à 

l’étude, on devrait mener en parallèle des essais 

distincts pour trois salinités ou plus. L’eau 

témoin/de dilution servant à de tels essais 

comparatifs devrait provenir de la même source : il 

peut s’agir d’eau de mer artificielle (voir la 

section 2.3) ou d’eau de mer naturelle et non diluée 

dont la salinité a été ajustée au besoin à l’aide de 

sels secs, d’eau désionisée, d’eau distillée ou d’eau 

douce « non contaminée ». 

8.4 Observations et mesures 

Outre les observations sur la toxicité décrites à la 

section 4.5, d’autres observations et mesures sont 

nécessaires pendant les essais sur des produits 

chimiques. 

Pendant la préparation des solutions et à chacune 

des périodes d’observation prescrites pendant 

l’essai, on devrait examiner chaque solution d’essai 

afin de détecter la présence et l’évolution du produit 

chimique (p. ex. odeur, couleur, opacité, 

précipitation ou floculation du produit chimique). 

Toute observation devrait être consignée. 

Il est souhaitable et recommandé d’analyser les 

aliquotes des solutions d’essai afin de déterminer 

 
22 Il n’est pas nécessaire d’effectuer ces analyses dans 

tous les cas, en raison des limites de l’analyse, des coûts 

à engager ou de l’existence de données techniques 

antérieures indiquant la stabilité du produit chimique en 

solution dans des conditions analogues à celles de l’essai. 

Les analyses chimiques sont particulièrement 

recommandables si (USEPA, 1985) : les solutions 

d’essai sont aérées; la substance d’essai est volatile, 

insoluble ou forme un précipité en solution; on sait que 

les concentrations de produits chimiques auxquelles 

les organismes d’essai sont exposés.22 Lorsque des 

produits chimiques doivent être mesurés, on devrait 

prélever des échantillons dans les concentrations 

d’essai à teneur supérieure, moyenne et inférieure et 

dans les solutions témoins, au début et à la fin de 

l’essai au minimum. Ces échantillons devraient être 

conservés, entreposés et analysés au moyen des 

meilleures méthodes éprouvées et validées avec des 

seuils de détection acceptables qui permettent 

d’établir la concentration du produit chimique visé 

en solution aqueuse (eau de mer). 

En temps normal, si les mesures chimiques 

indiquent que les concentrations ont fléchi de plus 

de 20 % pendant l’essai, l’essai est répété avec une 

conception à renouvellement continu ou à 

renouvellement périodique. Toutefois, au moment 

de la rédaction du présent rapport, aucune 

conception à renouvellement continu ou à 

renouvellement périodique n’était disponible.  

Dans tous les essais au cours desquels on mesure 

les concentrations, la toxicité devrait être calculée et 

exprimée en fonction des concentrations mesurées, 

sauf s’il y a de motifs raisonnables de croire que les 

mesures chimiques ne sont pas exactes. Aux fins de 

ces calculs, on devrait caractériser chaque solution 

d’essai par la moyenne géométrique des 

concentrations mesurées auxquelles les organismes 

d’essai ont été exposés. 

cette substance est adsorbée par les matériaux dont les 

récipients d’essai sont construits; ou on fait appel à un 

système à renouvellement continu. Certains cas (p. ex. 

l’essai de pesticides en vue de leur enregistrement) 

peuvent nécessiter la mesure des concentrations du 

produit chimique dans les solutions d’essai. 
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8.5 Paramètres d’essai et calculs 

Le paramètre des essais de produits chimiques sera 

généralement une CL50 après une exposition de 

48 h (voir la section 4.5). Les modes opératoires 

admis pour le calcul de la CL50 et de son intervalle 

de confiance à 95 % sont énoncés à la section 6. La 

section 5 fournit des directives sur le calcul et la 

comparaison des paramètres pour les essais à 

concentration unique. Pour obtenir de plus amples 

renseignements sur les statistiques appropriées à 

appliquer pour les différents paramètres, le 

chercheur devrait consulter le Document 

d’orientation sur les méthodes statistiques 

applicables aux essais d’écotoxicité 

d’Environnement et Changement climatique 

Canada, SPE 1/RM/46 (EC, 2005). 

Si des témoins supplémentaires (p. ex. solvant, 

salinité et/ou autre) sont utilisés, les résultats 

doivent être examinés pour déterminer s’ils 

satisfont aux critères de validité de l’essai de façon 

indépendante (sections 4.5 et 4.6). L’essai est 

considéré comme non valide si le taux de mortalité 

des organismes témoins est > 20 % (voir les 

sections 4.5 et 4.6) dans tout témoin supplémentaire 

ou dans le témoin de l’eau de dilution non traité. Si 

des solvants sont utilisés pour préparer les solutions 

d’essai, seules les données provenant du témoin du 

solvant devraient être utilisées pour calculer la 

CL50 ou pour calculer d’autres paramètres 

statistiques impliquant les comparaisons des 

résultats de chaque série de concentrations d’essai 

avec les résultats des solutions témoins. 

Pour chaque concentration d’essai, y compris les 

témoins, le taux de mortalité des organismes d’essai 

à la fin de l’essai doit être calculé et consigné si 

l’essai est effectué avec plus de 10 puits répétés. 
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Section 9 

Rapports à produire 

Voici un résumé des exigences en matière de 

production de rapports et de tenue de dossiers 

associées à la présente méthode de référence. De 

plus amples précisions ou explications se trouvent 

dans les sections précédentes de cette méthode. 

Sauf indication contraire de la part 

d’Environnement et Changement climatique 

Canada, tous les éléments énumérés à la section 9.1 

doivent être indiqués à Environnement et 

Changement climatique Canada pour chaque essai 

de toxicité qui est mis en route. Les renseignements 

doivent être fournis conformément aux règlements 

pertinents et d’une manière et dans un format 

précisés par Environnement et Changement 

climatique Canada (c.-à-d. manuel ou électronique, 

mode de transmission, forme et contenu). 

Environnement et Changement climatique Canada 

pourrait aussi fournir des renseignements 

supplémentaires à la section 9.1, notamment des 

renseignements requis en vertu d’un ensemble de 

règlements particulier ou nécessaires pour clarifier 

les rapports et l’évaluation des données. 

Sauf indication contraire de la part 

d’Environnement et Changement climatique 

Canada, les éléments énumérés à la section 9.2 

doivent être consignés et conservés au dossier 

pendant cinq ans. Ces renseignements doivent être 

fournis à la demande d’Environnement et 

Changement climatique Canada. Ils feront l’objet 

d’une demande moins fréquente, p. ex. au moment 

d’une vérification ou d’une enquête. 

Le rapport d’essai doit mentionner tout écart par 

rapport aux exigences obligatoires exposées aux 

sections 2 à 7 de la présente méthode de référence 

en ce qui concerne les essais sur l’effluent, ainsi 

qu’aux sections 2 à 8 de la présente méthode de 

référence en ce qui concerne les essais chimiques 

et, le cas échéant, il doit fournir des précisions au 

sujet de l’écart. Le lecteur doit pouvoir déterminer, 

à partir de ce document, si les conditions et les 

modes opératoires préalables et expérimentaux ont 

généré des résultats valides et acceptables pour 

l’usage qu’on entend en faire. 
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9.1 Données à déclarer 

La présente section fournit une liste d’éléments qui 

doivent être inclus dans chaque rapport d’essai. 

9.1.1 Effluent ou produit chimique 

• Nom et adresse de l’installation produisant 

l’effluent. 

• Date et heure du prélèvement de l’échantillon. 

• Type d’échantillon (p. ex. « effluent non traité 

de l’usine », « effluent terminal de l’usine », 

« rejet de la lagune de déversement en cas 

d’urgence », « lixiviat », nom du produit 

chimique ou de la substance) ou codage, tel 

qu’il est fourni au personnel du laboratoire. 

• Renseignements sur l’étiquetage ou le codage 

de chaque échantillon. 

• Brève description du lieu de prélèvement. 

• Méthode d’échantillonnage (p. ex. « échantillon 

instantané », « échantillon discontinu », 

« échantillon composite de 24 h, avec 

prélèvement de sous-échantillons à toutes les 

heures »). 

• Nom des personnes ayant prélevé l’échantillon. 

• Date et heure auxquelles l’installation d’essai a 

reçu l’échantillon et température de 

l’échantillon à la réception. 

9.1.2 Installations et conditions de l’essai 

• Type et méthode d’essai; p. ex. « essai à 

concentration unique », « méthode décrite dans 

la publication SPE 1/RM/60 ». 

• Nom du laboratoire d’essai et ville où il se 

trouve. 

• Espèce d’organisme d’essai. 

• Date et heure de mise en route de l’essai de 

toxicité. 

• Personne(s) ayant mené l’essai et vérifié les 

résultats. 

• pH, température, teneur en oxygène dissous et 

salinité de l’effluent non dilué et non ajusté, 

juste avant la préparation de solutions d’essai. 

• Méthode utilisée (avec références) pour la 

mesure de la salinité de l’effluent (ou de 

l’échantillon du produit chimique), de l’eau 

témoin/de dilution et des solutions d’essai. 

• Indication à savoir si l’échantillon ou la 

solution a été filtré; indication à savoir si des 

essais parallèles sur une solution ou un 

échantillon non filtré ont été effectués (voir la 

section 4.3). 

• Confirmation que le pH de l’échantillon ou de 

la solution n’a pas été ajusté; indication du 

mode opératoire utilisé pour l’ajustement du pH 

si des essais avec et sans ajustement du pH ont 

été conduits (voir la section 4.2). 

• Confirmation que la salinité de l’échantillon ou 

de la solution n’a pas été ajustée; indication si 

un essai a été mené en parallèle à l’aide de l’eau 

du témoin de la salinité utilisée comme eau de 

dilution (voir la section 4.2). 

• Renseignements sur toute aération de 

l’échantillon d’essai avant l’introduction des 

organismes d’essai (débit, durée). 

• Concentration et volume des solutions d’essai, 

y compris les solutions témoins. 

• Nombre d’œufs ajoutés dans chaque puits des 

microplaques. Nombre de puits de 

microplaques par concentration. 

• Renseignements indiquant si d’autres 

organismes d’essai ont été observés dans un 

puits de microplaques à la fin de l’essai et, le 

cas échéant, comment les données ont été 

analysées. 

• Mesures de la teneur en OD, du pH et de la 

température de chaque solution d’essai, y 

compris des solutions témoins au début et à la 

fin de l’essai, au minimum. Mesure de la 

salinité de chaque solution d’essai au début de 

l’essai. 
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• Résultats des examens de santé de l’élevage 

(c.àd. le taux de mortalité) effectuées pour 

l’élevage réparti par classe d’âge à utiliser 

comme source d’œufs pour l’essai définitif. 

• Âge des adultes (c.-à-d. l’élevage réparti par 

classe d’âge) utilisés comme source d’œufs 

pour l’essai. Âge des œufs au début de l’essai. 

9.1.3 Résultats 

• Nombre d’œufs non éclos, de nauplius 

immobiles et d’organismes d’essai manquants 

dans chaque concentration, y compris les 

témoins, à 24 heures. 

• Nombre d’organismes d’essai morts (nombre 

d’œufs non éclos, de nauplius immobiles et 

d’organismes d’essai manquants) dans chaque 

concentration, y compris les témoins, à 

48 heures. 

• Taux de mortalité de l’espèce A. tonsa dans les 

concentrations d’essai et les témoins, à 

48 heures, dans le cadre d’un essai à 

concentration unique. 

• Dans le cas des essais à concentrations 

multiples, estimation de la CL50 après 48 h et 

de ses limites de confiance à 95 %, si 

statistiquement possible. Méthodes employées 

pour calculer les paramètres statistiques. 

• Dernière valeur de la CL50 après 48 h (et de ses 

limites de confiance à 95 %) calculée pour les 

essais avec le ou les produit(s) toxique(s) de 

référence. Produit(s) chimique(s) de référence. 

Date de mise en route de l’essai. Moyenne 

géométrique des CL50 calculées antérieurement 

et limites d’avertissement (± 2 fois l’ET). 

• Toute anomalie dans le déroulement de l’essai, 

tout problème observé et toute mesure 

corrective ayant été prise. 

9.2 Données à verser au dossier 

La présente section fournit une liste d’éléments qui 

doivent être inclus dans le rapport d’essai ou 

conservés sur dossier pendant au moins cinq ans. 

Les renseignements déposés doivent aussi inclure 

ce qui suit, le cas échéant : 

• Dossier de la chaîne de possession des 

échantillons mis à l’essai aux fins de 

surveillance ou d’application d’un règlement.  

• Copie du dossier de réception de l’échantillon 

ou des échantillons.  

• Certains résultats des analyses chimiques de 

l’échantillon ou des échantillons.  

• Formulaire de travail ayant les observations et 

les mesures effectuées au cours de l’essai.  

• Formulaire de travail et diagramme(s) de 

contrôle pour les essais avec toxiques de 

référence.  

• Dossiers détaillés de la provenance et de la 

santé de l’espèce Acartia tonsa utilisée pour cet 

essai. 

• Renseignements sur l’étalonnage de 

l’équipement et des instruments.  

Le personnel de laboratoire effectuant les essais 

doit signer et dater les feuilles de données 

originales. 

9.2.1 Effluent ou produit chimique 

• Tout renseignement (p. ex. code, description de 

l’échantillon, date/heure d’échantillonnage) 

inscrit sur la ou les étiquettes du ou des 

récipients contenant l’échantillon, description 

du récipient contenant l’échantillon (taille et 

matériau). 

• Volume de l’échantillon. 

• Conditions de transport et d’entreposage (p. ex. 

durées, dans le récipient scellé, dans 

l’obscurité; température durant l’entreposage au 

laboratoire; mention si l’échantillon était gelé, 

ou partiellement gelé, à l’arrivée). 

• Apparence et autres propriétés (observations sur 

la couleur, la turbidité, l’odeur et la présence de 

solides flottants ou décantables). 
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• Modification de la couleur, précipitation, 

floculation, rejet de substances volatiles et 

autres modifications survenues pendant la 

préparation des solutions d’essai et durant 

l’essai. 

• Méthodes et résultats de toute analyse chimique 

effectuée sur l’échantillon, si disponibles (p. ex. 

teneur de matières en suspension totales, 

matières dissoutes totales). 

9.2.2 Installations et conditions de l’essai 

• Adresse du laboratoire d’essai. 

• Description des installations d’élevage et 

d’essai, y compris leur agencement général et 

leurs moyens d’isolation. 

• La provenance de l’espèce d’essai, la date 

d’obtention et les certificats de confirmation 

taxonomique de l’espèce. 

• Conditions normales d’élevage et 

d’acclimatation (récipients, emplacement, 

éclairage, température, y compris le taux 

maximal de variation, la salinité, y compris le 

taux maximal de variation, l’aération, les 

volumes, procédure et fréquence du 

renouvellement de l’eau, procédure de 

répartition des élevages par classe d’âge, 

densités maximales des diverses cultures, 

procédures de manipulation, type de nourriture, 

ration et fréquence de l’alimentation). 

• Durée de l’acclimatation immédiatement avant 

l’essai, le cas échéant. 

• Résumé des conditions et modes opératoires 

propres à l’essai en ce qui a trait à l’élevage et à 

la manipulation de l’espèce A. tonsa (p. ex. 

durées, source d’eau, densité de chargement, 

caractéristiques comme la température, la 

salinité, le pH et la teneur en oxygène dissous, 

type de nourriture et ration) s’ils diffèrent des 

pratiques habituelles. 

• Description de la ou des source(s) de l’eau 

utilisée pour l’élevage et comme eau témoin/de 

dilution. 

• Brève description des modes opératoires, des 

produits utilisés et durée d’aération et de 

maintien de la préparation et/ou ajustement de 

la salinité de l’eau témoin/de dilution/d’élevage 

et de l’eau témoin de la salinité, le cas échéant, 

et/ou solutions d’essai pour les essais 

chimiques. 

• Prétraitement de l’eau témoin/de 

dilution/d’élevage, le cas échéant (p. ex. 

filtration, correction de la température et de la 

salinité, débit et durée de l’aération, 

déchloration, type et quantité de tout produit 

chimique ajouté, détails sur l’entreposage). 

• Mesures (moyennes et plages) de la qualité de 

l’eau témoin/de dilution/d’élevage. 

Renseignements à fournir : pH, teneur en 

oxygène dissous et chlore résiduel total (s’il 

s’agit d’eau potable municipale déchlorée 

utilisée pour préparer l’eau témoin/de 

dilution/d’élevage). Autres renseignements 

également souhaitables : matières en 

suspension, carbone organique total, ammoniac, 

métaux et pesticides, gaz totaux dissous et 

alcalinité, le cas échéant. 

• Systèmes de réglage de l’éclairage et de la 

température. 

• Source d’éclairage, photopériode et mesures 

antérieures de l’éclairage à la surface de 

l’élevage et des récipients d’essai. 

• Description des récipients d’essai (dimension, 

forme et matériau), des couvercles, et leurs 

procédures courantes de nettoyage. 

• Modes opératoires utilisés pour l’introduction 

selon un ordre aléatoire des organismes d’essai 

dans les puits des microplaques et pour la 

disposition selon un ordre aléatoire des 

concentrations d’essai dans l’installation 

d’essai. 

• Description du microscope utilisé pour 

l’observation des organismes d’essai. 

• Modes opératoires employés pour préparer et 

entreposer les solutions mères et les solutions 
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d’essai de substances chimiques; description et 

concentrations de tout solvant utilisé. 

• Méthodes (avec références) utilisées pour les 

analyses chimiques de l’échantillon ou des 

solutions d’essai; détails relatifs à 

l’échantillonnage, à la préparation et à 

l’entreposage de l’échantillon/de la solution, 

préalablement aux analyses chimiques. 

• Toute autre mesure chimique d’échantillons, de 

solutions mères ou de solutions d’essai (p. ex. 

concentrations d’un ou de plusieurs produits 

chimiques précis, teneur de matières en 

suspension) avant et/ou au moment de l’essai. 

• Utilisation et description d’un essai préliminaire 

ou de détermination d’une plage de 

concentrations d’essai. 

• Méthode d’obtention des œufs à utiliser dans 

les essais. 

• Méthode de surveillance des critères de santé 

des copépodes produisant des œufs à utiliser 

dans un essai.  

• Caractéristiques des copépodes utilisés pour 

l’examen de santé de l’élevage par rapport à 

ceux utilisés pour la production d’œufs servant 

à l’essai (c.-à-d. l’âge des organismes d’essai 

utilisés pour l’examen de santé; la date de 

l’examen de santé par rapport à la date du début 

de l’essai, expérimentation dans des conditions 

semblables à celles de l’essai définitif). 

• Apparence des solutions, y compris toute 

modification évidente survenue pendant l’essai. 

• Concentrations d’essai avec toxiques de 

référence, tant nominales que mesurées. 

Indication de l’ensemble de données utilisé 

pour estimer la CL50 et description de tout 

écart par rapport aux modes opératoires et 

conditions indiqués pour l’essai avec toxique de 

référence ou de toute exclusion de ceux-ci. 

• Toute mesure de la qualité de l’eau des 

solutions d’essai non consignée au procès-

verbal (section 9.1.2). 

9.2.3 Résultats 

• Observations du comportement et de 

l’apparence des organismes dans chaque 

solution d’essai, faites au cours de l’essai. 

• Toute représentation graphique manuelle des 

données utilisée pour vérifier une CL50 générée 

par ordinateur. 
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Annexe A  

Méthodes d’essai biologique et documents d’orientation publiés par l’Unité de 

l’élaboration et de l’application des méthodes d’Environnement et Changement 

climatique Canadaa 
 
 

Titre de la méthode d’essai biologique 

ou du document d’orientation 

 
Numéro de rapport 

 

 
Date de 

publication 

 

 
Modification

s applicables 

 
 

A. Méthodes d’essai biologique universelles 

Essai de létalité aiguë sur la truite arc-en-ciel  SPE 1/RM/9 Juillet 1990 
Mai 1996 et 

mai 2007 

Essai de létalité aiguë sur l’épinoche à trois épines 

(Gasterosteus aculeatus) 
SPE 1/RM/10 Juillet 1990 Mars 2000 

Essai de létalité aiguë sur Daphnia spp. SPE 1/RM/11 Juillet 1990 Mai 1996 

Essai de reproduction et de survie du cladocère 

Ceriodaphnia dubia 

SPE 1/RM/21 

Deuxième édition 
Février 2007 – 

Essai de croissance et de survie sur des larves de 

tête-de-boule 

SPE 1/RM/22 Deuxième 

édition 
Février 2011 – 

Essai de toxicité sur la bactérie luminescente 

(Photobacterium phosphoreum) 
SPE 1/RM/24 Novembre 1992 – 

Essai d’inhibition de la croissance d’une algue 

d’eau douce 

SPE 1/RM/25 

Deuxième édition 
Mars 2007 – 

Essai de toxicité aiguë de sédiments chez des 

amphipodes marins ou estuariens 
SPE 1/RM/26 Décembre 1992 Octobre 1998 

Essai sur la fécondation chez les échinides (oursins 

globuleux et oursins plats) 

SPE 1/RM/27  

Deuxième édition 
Février 2011 – 

Essai de toxicité sur des salmonidés (truite arc-en-

ciel) aux premiers stades de leur cycle biologique 

SPE 1/RM/28 

Deuxième édition 
Juillet 1998 – 

Essai de survie et de croissance des larves 

dulcicoles de chironomes (Chironomus tentans ou 

Chironomus riparius) dans les sédiments 

SPE 1/RM/32 Décembre 1997 – 

a Ces documents sont vendus à l’adresse suivante : Catalogue des publications d’Environnement et Changement climatique 

Canada, Ottawa (Ontario)  K1A 0H3, Canada. Il est également possible de demander des copies imprimées par courriel à 

l’adresse : enviroinfo@ec.gc.ca. Ces documents sont disponibles gratuitement en format PDF sur le site Web suivant : 

http://www.ec.gc.ca/faunescience-wildlifescience/default.asp?lang=Fr&n=0BB80E7B-1. Pour obtenir de plus amples 

renseignements ou pour formuler des commentaires, prière de communiquer avec le chef de la Section de l’évaluation 

biologique et normalisation, Environnement et Changement climatique Canada, Ottawa (Ontario)  K1A 0H3, Canada. 

  

mailto:epspubs@ec.gc.ca.
http://www.ec.gc.ca/faunescience-wildlifescience/default.asp?lang=Fr&n=0BB80E7B-1
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Titre de la méthode d’essai biologique 

ou du document d’orientation 

 
Numéro de 

rapport 

 
Date de 

publication 

 
Modifications 

applicables 

A. Méthodes d’essai biologique universelles (suite) 

Méthode d’essai biologique – essai de survie et de croissance 

de l’amphipode Hyalella azteca dans les sédiments et l’eau 

SPE 1/RM/33 

Troisième édition 
Septembre 2017 – 

Essai de mesure de l’inhibition de la croissance de la plante 

macroscopique dulcicole Lemna minor 

SPE 1/RM/37 

Deuxième édition 
Janvier 2007 – 

Essai de survie et de croissance des vers polychètes spionides 

(Polydora cornuta) dans les sédiments 
SPE 1/RM/41 Décembre 2001 – 

Essais pour déterminer la toxicité des sols contaminés pour les 

vers de terre (Eisenia andrei, Eisenia fetida ou Lumbricus 

terrestris) 

SPE 1/RM/43 Juin 2004 Juin 2007 

Essai de mesure de la levée et de la croissance de plantes 

terrestres exposées à des contaminants dans le sol 
SPE 1/RM/45 Février 2005 Juin 2007 

Essai de mesure de la survie et de la reproduction de 

collemboles exposés à des contaminants dans le sol 

SPE 1/RM/47 

Deuxième édition 
Février 2014 – 

Essai de croissance de plantes terrestres indigènes de la région 

boréale exposées à un sol contaminé 
SPE 1/RM/56 Août 2013 – 

B. Méthodes de référenceb 

Méthode de référence pour la détermination de la létalité aiguë 

à l’aide de l’épinoche à trois épines 

SPE 1/RM/10 

Deuxième édition 
Décembre 2017 – 

Méthode de référence pour la détermination de la létalité aiguë 

d’effluents chez la truite arc-en-ciel 

SPE 1/RM/13 

Deuxième édition 
Décembre 2000 

Mai 2007 et 

février 2016 

Méthode de référence pour la détermination de la létalité aiguë 

d’effluents chez Daphnia magna 

SPE 1/RM/14 

Deuxième édition 
Décembre 2000 Février 2016 

Méthode de référence pour la détermination de la létalité aiguë 

d’un sédiment pour des amphipodes marins ou estuariens 
SPE 1/RM/35 Décembre 1998 – 

Méthode de référence servant à déterminer la toxicité des 

sédiments à l’aide d’une bactérie luminescente dans un essai 

en phase solide 

SPE 1/RM/42 Avril 2002 – 

Méthode de référence pour mesurer la toxicité des sédiments 

contaminés chez les embryons et les larves des échinides 

(oursins globuleux ou oursins plats) 

SPE 1/RM/58 Juillet 2014 – 

Méthode de référence pour la détermination de la létalité aiguë 

chez le copépode Acartia tonsa 
DGST 1/RM/60 Juin 2019 – 

b Pour la présente série de documents, par méthode de référence, on entend une méthode biologique spécifique pour la réalisation d’essai de 

toxicité, c’est-à-dire une méthode écrite comportant un ensemble explicite de directives et de conditions expérimentales décrites avec 

précision. Contrairement à d’autres méthodes d’essai biologique polyvalentes (génériques) publiées par Environnement et Changement 

climatique Canada, la méthode de référence est souvent limitée, dans son emploi, aux essais exigés par certains règlements.  
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Titre de la méthode d’essai ou du document 

d’orientation 

 
Numéro de 

rapport 

 
Date de 

publication 

 
Modifications 

applicables 
 

C. Documents d’orientation 

Document d’orientation sur le contrôle de la précision 

des essais de toxicité au moyen de produits toxiques de 

référence 

SPE 1/RM/12 Août 1990 – 

Document d’orientation sur le prélèvement et la 

préparation de sédiments en vue de leur caractérisation 

physico-chimique et d’essais biologiques 

SPE 1/RM/29 Décembre 1994 – 

Document d’orientation sur la mesure de la précision des 

essais de toxicité sur sédiment de contrôle dopé avec 

produit toxique de référence 

SPE 1/RM/30 Septembre 1995 – 

Guide des essais écotoxicologiques employant une seule 

espèce et de l’interprétation de leurs résultats 
SPE 1/RM/34 Décembre 1999 – 

Guide des essais de pathogénicité et de toxicité de 

nouvelles substances microbiennes pour les organismes 

aquatiques et terrestres 

SPE 1/RM/44 

Deuxième édition 
Décembre 2016 – 

Document d’orientation sur les méthodes statistiques 

applicables aux essais d’écotoxicité 
SPE 1/RM/46 Mars 2005 Juin 2007 

Procédure de stabilisation du pH pendant un essai de 

létalité aiguë d’un effluent d’eau usée chez la truite arc-

en-ciel 

SPE 1/RM/50 Mars 2008 –  

Renseignements de base et conseils supplémentaires pour 

l’étude de la létalité aiguë d’un effluent d’eau usée pour 

la truite arc-en-ciel 
– Mars 2008 – 

Guide d’échantillonnage et de préparation de sol 

contaminé aux fins d’essais biologiques 
SPE 1/RM/53 Février 2012 – 

Procédure de stabilisation du pH pendant un essai de 

létalité aiguë des effluents des fabriques de pâtes et 

papiers chez la truite arc-en-ciel 

DGST 1/RM/59 Mars 2018 –   

Conseils supplémentaires pour l’étude de la létalité aiguë 

des effluents des fabriques de pâtes et papiers due à 

l’ammoniac 

– Mars 2018 – 
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Membres du Groupe intergouvernemental sur les essais écotoxicologiques 

(en janvier 2019) 
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Gatineau (Québec) 
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Division de la recherche sur la protection des 
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Laboratoire des essais environnementaux du 
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Laboratoire des essais environnementaux de 

l’Atlantique 

Moncton (Nouveau-Brunswick) 
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Bureau national des recommandations et des 

normes 

Ottawa (Ontario) 

 

Chris Fraser 

Division de l'évaluation écologique 

Ottawa (Ontario) 

François Gagné 

Recherche sur les écosystèmes fluviaux 

Montréal (Québec) 

 

Patricia Gillis 

Division de la recherche sur la protection des 

écosystèmes aquatiques 

Burlington (Ontario) 
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Christina Heise 
Laboratoire des essais environnementaux des 
Prairies et du Nord 
Edmonton (Alberta) 
 
Natasha Hostal 
Laboratoire des essais environnementaux des 
Prairies et du Nord 
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Paula Jackman 
Laboratoire des essais environnementaux de 
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Section de l'évaluation biologique et normalisation 
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Heather Lemieux 
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Ottawa (Ontario) 
 
Michelle Linssen-Sauvé 
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Joanne Parrott 
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Linda Porebski 
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Gatineau (Québec) 
 
Juliska Princz 
Section de l'évaluation biologique et normalisation 
Ottawa (Ontario) 

Rick Scroggins 
Section de l'évaluation biologique et normalisation 
Ottawa (Ontario) 
 
David Taillefer 
Section des programmes de protection marine 
Gatineau (Québec) 

 
Sylvain Trottier 
Laboratoire des essais environnementaux du 
Québec 
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Graham van Aggelen 
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Leana Van der Vliet 
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Brian Walker 
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Québec 
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Annexe C 

Environnement et Changement climatique Canada, laboratoires 

d’essai environnemental régionaux 
 

Laboratoire des essais environnementaux de l’Atlantique 

Immeuble des sciences de l’environnement 

443, avenue Université, Université de Moncton 

Moncton (Nouveau-Brunswick) 

E1A 3E9 

 

Laboratoire des essais environnementaux du Pacifique et du Yukon 

Centre des sciences environnementales du Pacifique 

2645, route Dollarton Hwy 

North Vancouver (Colombie-Britannique) 

V7H 1B1 

 

Laboratoire des essais environnementaux du Québec 

105, rue McGill 

Montréal (Québec) 

H2Y 2E7 

 

Laboratoire des essais environnementaux des Prairies et du Nord 

Northern Forestry Building 

5320, 122e rue NW 

Edmonton (Alberta) 

T6H 3S5 

 

Pour obtenir les coordonnées actuelles des personnes-ressources du laboratoire régional, veuillez 

communiquer avec :  

 

Unité de l’élaboration et de l’application des méthodes  

Direction générale des sciences et de la technologie 

Environnement et Changement climatique Canada 

335, chemin River 

Ottawa (Ontario) 

K1A 0H3 

Courriel : ec.methodes-methods.ec@canada.ca 

 

mailto:ec.methodes-methods.ec@canada.ca
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Annexe D 

Caractéristiques générales d’Acartia tonsa 
 

Plusieurs ressources ont été consultées et utilisées dans la préparation de la présente annexe : Mauchline, 
1998; Drillet et al., 2006, 2008, 2011; Medina et Barata, 2004; Jepsen et al., 2007; Hagemann, 2011; Marcus 
et Wilcox, 2007; Gorbi et al., 2012; Gonzalez, 2013; ISO, 2014; Zhang et al., 2015; Hagemann et al., 2016a; 
Vitiello et al., 2016; Paula Jackman, LEEA, Environnement et Changement climatique Canada, 
communication personnelle, 2018; Craig Buday, LEEPY, Environnement et Changement climatique Canada, 
communication personnelle, 2017; Isabella Buttino, Istituto Superiore per la Protezione e la Ricerca 
Ambientale, communication personnelle, 2018; et AquaTox, 2018. 
 

Acartia tonsa (Dana, 1849) est un copépode planctonique nageant librement et appartenant à la famille des 
Acartiidae. Il s’agit d’une espèce cosmopolite, présente dans les régions tempérées et répartie dans le monde 
entier dans les eaux côtières. Elle constitue souvent le zooplancton dominant dans les environnements 
littoraux au-dessus de 200 mètres. Cet organisme filtreur de grande taille se nourrit principalement de 
phytoplancton; il constitue donc un lien important entre les producteurs primaires et les niveaux trophiques 
supérieurs comme le zooplancton, les crustacés et les poissons. Il est omnivore et se nourrit de dinoflagellés, 
de ciliés, de protozoaires, de bactéries, de phytoplancton, d’algues, de diatomées, ainsi que d’œufs et de 
nauplius, tant de sa propre espèce et que d’autres espèces. Le jour, on trouve plus souvent des individus en 
eaux profondes pour éviter les prédateurs, mais la nuit, ils se déplacent vers les eaux moins profondes pour se 
nourrir. Il se déplace généralement en « sautant », à l’aide de ses grandes antennes et de ses pattes 
abdominales. L’espèce Acartia tonsa provenant de différentes régions géographiques présente des variantes 
mitochondriales distinctes ainsi que des caractéristiques distinctes de son cycle biologique, notamment le 
temps de génération et la productivité.  
 

La taille des adultes varie de 0,5 à 1,5 mm de longueur. Ils ont des corps translucides bilatéralement 
symétriques divisés en trois segments : le prosome (tête et antennes), le métasome (pattes et pattes natatoires) 
et l’urosome (organes sexuels). Le mâle et la femelle d’A. tonsa sont sexuellement dimorphes, les femelles 
étant légèrement plus grandes que les mâles. La caractéristique la plus facile à distinguer entre les sexes est 
l’antenne, qui est pliée et asymétrique (géniculée) chez les mâles et droite chez les femelles (figure D-1). De 
plus, les femelles ont une tête plus arrondie, et le deuxième segment urosomique (sur quatre) est plus gros et 
allongé, tandis que les mâles ont une tête plus carrée, et le deuxième segment urosomique (sur cinq) est rond. 
Les femelles survivent plus longtemps que les mâles, de 70 à 80 jours par rapport à 15 jours.  
 

 
Figure D-1 Mâle adulte (à gauche) et femelle (à droite) d’Acartia tonsa illustrant le dimorphisme 

sexuel et la différence observée concernant les antennes et la forme de la tête de l’espèce. 
(Photos : L. Haché et P. Jackman) 
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Acartia tonsa passe par six stades naupliaires (N1 à N6) pour devenir un copépodite, qui passe ensuite par 

six stades (C1 à C6), avant de devenir un copépode adulte sexuellement mature (Figure D2). Cela se produit 

dans un délai d’environ deux à trois semaines à 20 °C.  

 

 

    

    
 

Figure D-2 Stades de développement d’Acartia tonsa, illustrant : (a) nauplius de stade II, (b) 

nauplius de stade III, (c) nauplius de stade V, (d) nauplius de stade VI, (e) copépodite 

(stade inconnu) et (f) adulte. (Photos : L. Haché et P. Jackman) 

 

Les nauplius de stade N1 ont une longueur d’environ 150 µm (figure D-3c). Les œufs d’A. tonsa ont un 

diamètre de 70 à 80 µm; ils ont une forme sphérique, sont légèrement opaques (figure D-3a) et sont couverts 

d’épines courtes (visibles seulement avec un fort grossissement). Une fois éclos, les œufs sont plus 

translucides (c.-à-d. qu’ils présentent un changement de couleur), et souvent, il est possible de voir la 

perforation de l’œuf à l’endroit où le nauplius est sorti (figure D-3b). La qualité optique du microscope 

utilisé pour faire des observations à la fin de l’essai peut influer sur la capacité à détecter les mouvements 

(c.àd. les mouvements des appendices ou des antennes) ainsi que sur la capacité à discerner les 

caractéristiques qui distinguent un œuf éclos d’un œuf non éclos (voir section 4.5). L’utilisation d’un 

équipement de moindre qualité ou de grossissements plus faibles seulement pourrait entraîner le risque que 

des artefacts soient confondus avec des œufs d’A. tonsa (figure D-3d).  

 

a) b) c) 

d) e) f) 
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Figure D-3 Illustrations l’espèce Acartia tonsa : (a) œuf non éclos (uniformément rond et quelque peu 

opaque), (b) œuf éclos (plus translucide et visiblement rompu/déformé), (c) nauplius (âgé 

d’environ 24 heures), et (d) œuf éclos dans un puits d’essai (cercle rouge), la paroi de la 

microplaque étant visible sous forme de zone claire au bas de l’image. Notez que sans 

grossissement adéquat, les imperfections de l’équipement (cercle bleu) visibles dans le 

coin supérieur droit peuvent être confondues avec un œuf d’A. tonsa. (Photos : L. Haché et 

P. Jackman)  

 

A. tonsa se reproduit par gamogenèse : le mâle dépose des spermatophores sur l’urosome de la femelle. 

Après l’accouplement, la femelle peut conserver le sperme pour la fécondation des œufs pendant un certain 

temps. A. tonsa libère des gamètes au hasard et ne possède pas de sac à œufs ni de poche incubatrice. Les 

œufs sont libérés individuellement et continuellement dans l’eau et, comme ils sont légèrement plus lourds 

que l’eau de mer, ils coulent. À 20 °C, les œufs éclosent après environ 24 heures. En laboratoire, dans des 

conditions adéquates, une femelle peut produire de 18 à 50 œufs par jour à 15 °C, et de 10 à 60 œufs par jour 

à 20 °C. Au cours de l’étude interlaboratoire concernant cette méthode, on a indiqué que les œufs qui étaient 

opaques et de taille moyenne (c.-à-d. ni trop petits, ni trop gros) avaient de meilleurs résultats à l’éclosion, et 

il a donc été proposé d’utiliser ces caractéristiques dans les essais définitifs et sur la santé des élevages. De 

plus, des groupes entiers d’œufs se sont parfois révélés « collants ». On ne connaît pas la raison de la 

présence d’œufs « collants », mais on a évité de les utiliser dans les essais, car ils se sont avérés plus 

difficiles à manipuler et n’ont souvent pas donné de bons résultats lors de l’éclosion des œufs. 

100 µm 

200 µm 

1 000 µm 

a) b) 

c) d) 
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Il existe une relation positive entre les concentrations d’algues et la production d’œufs, ce qui confirme que 

la quantité de nourriture peut limiter la fécondité d’A. tonsa. La densité de la culture peut également influer 

sur le développement des copépodes et la production d’œufs. Toutefois, le succès de l’éclosion des œufs ne 

dépend pas des densités de la culture ou de la quantité d’aliments utilisés. À des densités de culture très 

élevées (p. ex. 2 000 individus/L), on a constaté que le développement était retardé et que la production 

d’œufs était faible par rapport aux densités de culture plus faibles (p. ex. 500 et 100 individus/L). Dans une 

étude, on a montré que la production d’œufs n’était pas très différente dans les élevages d’A. tonsa de 100 à 

600 adultes/L, avec une moyenne de 22,5 ± 8,8 œufs/femelle/jour dans toutes les densités. De plus, aucune 

différence importante n’a été observée dans la viabilité des œufs pour toutes les densités de peuplement 

(84,7 ± 4,8 % en moyenne). Dans des conditions de laboratoire contrôlées, les œufs peuvent être conservés 

au froid (p. ex. 3 ± 1 °C) pendant de longues périodes (3 à 11 mois), bien que le succès de l’éclosion diminue 

à mesure que la durée de conservation augmente. L’entreposage au froid des œufs d’A. tonsa pourrait assurer 

des quantités suffisantes pour les essais à des périodes de l’année où les adultes ne sont pas facilement 

disponibles. 
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Annexe E  

Procédure de préparation des aliments à base d’algues (Rhodomonas salina) 

pour les élevages d’Acartia tonsa 

Contexte 

L’espèce Rhodomonas salina (anciennement connue sous le nom de Pyrenomonas salina, Chroomonas 

salina ou Cryptomonas salina) est une algue rouge marine mobile qui est utilisée comme source alimentaire 

pour le copépode marin Acartia tonsa. On peut se procurer les algues comme petite culture de « démarrage » 

auprès du Canadian Phycological Culture Centre (CCCP) de l’Université de Waterloo, au Canadian Center 

for the Culture of Microorganisms (CCCM) de l’Université de la Colombie-Britannique ou encore auprès du 

Provasoli-Guillard National Center for Marine Algae and Microbiota (NCMA) du Bigelow Laboratory for 

Ocean Sciences, dans l’État du Maine, aux États-Unis. Une série de petites cultures « souches » peut être 

préparée et ensuite utilisée pour inoculer de plus grandes cultures « alimentaires » à utiliser pour nourrir 

A. tonsa. De nombreuses souches de R. salina sont disponibles; cependant, deux souches (CPCC 714 et 

CPCC 715) ont été étudiées pour être utilisées dans cette méthode et sont décrites ici. La souche CPCC 714 

de Rhodomonas salina a été obtenue, au départ, auprès du CCCM sous le nom CCCM 427 de Pyrenomonas 

salina et elle présente une contamination bactérienne. La souche CPCC 715 Rhodomonas salina a été 

obtenue, au départ, auprès du NCMA sous le nom CCMP 1319 de Rhodomonas salina et elle est axénique. Il 

existe un certain nombre de méthodes de culture éprouvées décrites pour R. salina (Marcus et Wilcox, 2007; 

ISO, 2014; AquaTox, 2018). Les procédures et conditions décrites ci-dessous ne constituent qu’un seul 

ensemble de lignes directrices, ce qui permet une certaine souplesse dans l’approche adoptée par un 

laboratoire donné pour cultiver R. salina.  

Préparation du milieu de culture d’algues (milieu F/2) à partir du concentré F/2 acheté  

1. On peut se procurer du concentré du milieu F/2 stérile (ci-après appelé concentré F/2) auprès du CPCC 

de l’Université de Waterloo. Le concentré F/2 stérile peut être utilisé pour préparer le milieu F/2. Il peut 

également être utilisé en tant que supplément d’éléments nutritifs pouvant être ajouté à la fois dans les 

cultures « souches » et « alimentaires » hebdomadaires. Il doit être conservé stérile et entreposé à 

4 ± 2 °C. 

2. Pour préparer 1 L de milieu F/2, ajouter 10 mL de concentré F/2 à 990 mL d’eau de mer artificielle 

(p. ex. Instant Ocean ou ESAW) ou filtrée (0,45 µm) et bien mélanger. 23 Ajuster le pH à 8,0 ± 0,1, en 

utilisant 1 N NaOH ou HCl, au besoin  

3. Répartir le milieu dans des flacons de verre propres ou des bouteilles réutilisables, puis stériliser en 

autoclave (p. ex. 121 °C pendant 15 minutes ou plus; 30 à 60 minutes pour de plus grands volumes). Le 

milieu peut former un précipité lorsqu’il est retiré de l’autoclave, mais il se dissoudra probablement de 

nouveau lorsqu’il sera refroidi.24 

4. Entreposer le milieu stérile pendant au moins un jour avant l’utilisation pour permettre aux fractions 

chimiques et au pH de s’équilibrer. Le milieu F/2 stérile peut être conservé indéfiniment au réfrigérateur 

 
23 Pour préparer de plus grands volumes du milieu F/2, les volumes décrits peuvent être doublés ou triplés. 

24 Si la formation de précipité pose problème, elle peut être minimisée par l’ajout de 0,12 g de NaHCO3 et de 1,44 mL 

de 1 N HCl avant l’autoclavage. Un procédé de stérilisation par filtration du milieu à l’aide d’un filtre de 0,22 µm peut 

également être utilisé pour éliminer la formation de précipité. 
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(p. ex. 4 °C) ou pendant une période plus courte à des températures plus chaudes (p. ex. 16 ± 1 °C 

jusqu’à trois mois ou à température ambiante). 

Préparation du milieu de culture d’algues (milieu F/2) à partir de solutions mères 

1. Préparer cinq solutions mères à base d’éléments nutritifs à l’aide de produits chimiques de qualité 

« réactif », tel qu’il est décrit au tableau E1. 

2. Pour préparer 1 L de milieu F/2, ajouter 1 mL de chacune des solutions mères 1, 2, 3 et 4, et 0,5 mL de 

solution mère 5 à 900 mL d’eau de mer artificielle ou d’eau de mer naturelle filtrée (0,45 µm). Bien 

mélanger après l’ajout de chaque solution. Diluer à 1 L, bien mélanger et ajuster le pH à 8,0 ± 0,1, en 

utilisant 1 N NaOH ou HCl, au besoin. La concentration finale des composés dans le milieu de culture 

est indiquée au tableau E1. 

3. Répartir le milieu dans des flacons de verre propres ou des bouteilles réutilisables, puis stériliser en 

autoclave (p. ex. 121 °C pendant 15 minutes ou plus; 30 à 60 minutes pour de plus grands volumes). Le 

milieu peut former un précipité lorsqu’il est retiré de l’autoclave, mais il se dissoudra probablement de 

nouveau lorsqu’il sera refroidi.24 

4. Entreposer le milieu stérile pendant au moins un jour avant l’utilisation pour permettre au pH de 

s’équilibrer. Le milieu F/2 stérile peut être conservé indéfiniment au réfrigérateur (p. ex. 4 °C) ou 

pendant une période plus courte à des températures plus chaudes (p. ex. 16 ± 1 °C jusqu’à trois mois ou à 

température ambiante). 

5. Pour préparer le concentré F/2, ajouter 10 mL de solutions mères F/2 1, 2, 3 et 4, et 5 mL de solution 

mère F/2 5 pour 100 mL. Fermer et congeler jusqu’à utilisation. Le concentré du milieu F/2 peut être 

conservé à l’abri de la lumière entre -20 et -25 °C pendant une période allant jusqu’à un an et être 

décongelé juste avant l’utilisation. 

6. Les solutions mères 1, 2, 3 et 4 peuvent être conservées dans l’obscurité à 4 ± 2 °C pendant une période 

allant jusqu’à un an; la solution mère 5 peut être conservée dans l’obscurité entre -20 et -25 °C pendant 

une période allant jusqu’à un an et dégelée juste avant l’utilisation.25 

  

 
25 Les solutions mères peuvent être entreposées pendant plus d’un an; toutefois, si le rendement des algues diminue, la 

puissance des solutions mères peut être suspecte et la préparation de nouvelles solutions peut être nécessaire. 
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Tableau E1 Solutions mères à base d’éléments nutritifs pour le maintien des cultures 

d’algues souches 

Solution mère à 

base d’éléments 

nutritifsa 

Composé 
Concentration de la 

solution mère/diluée 

Volume du stock (mL) 

ajouté pour 1 L de milieu 

1 NaNO3 75 g/L 1 

2 NaH2PO4·H20 5 g/L 1 

3 Na2SiO3·9H20 30 g/L 1 

4b FeCl3·6H20 

Na2EDTA·2H20 

CuSO4·5H20 

Na2MoO4·2H20 

ZnSO4·7H20 

CoCl2·6H20 

MnCl2·4H20 

3,15 g/L 

4,36 g/L 

9,8 g/Lc 

6,3 g/Lc 

22 g/Lc 

10 g/Lc 

180,0 g/Lc 

1 

5d Vitamine B12 

Biotine 

Thiamine 

5 mg/5 mLe 

1 mg/10 mLf 

20 mg/100 mLg 

0,5 

a Les solutions mères et diluées sont préparées avec de l’eau distillée ou de l’eau Milli-Q®/Nanopure®. 
b Remuer et chauffer (au besoin) sur la plaque chauffante magnétique agitatrice jusqu’à ce que tous les réactifs soient 

dissous. Si la solution est chauffée, la faire refroidir et rajouter de l’eau distillée ou de l’eau Milli-Q®. 
c Concentration dans la solution diluée; ajouter 1 mL d’eau diluée à 1 L de solution mère à base d’éléments nutritifs 4. 
d La solution à base d’éléments nutritifs 5 peut être conservée en tant que petites aliquotes dans le congélateur (p. ex. 

1 mL dans des flacons cryogéniques de 2 mL ou des flacons à scintillation de 25 mL). 
e Concentration de la solution diluée à base de vitamine B12; ajouter 0,1 mL de la solution diluée à 100 mL de solution 

mère à base d’éléments nutritifs 5. 
f Concentration de la solution diluée à base de biotine; ajouter 1 mL de la solution diluée à 100 mL de solution mère à 

base d’éléments nutritifs 5. 
g Ajouter 20 mg de thiamine à 100 mL de solution mère à base d’éléments nutritifs 5.  
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Établissement et maintien des cultures d’algues « souches » 

1. Il est possible de démarrer de petites cultures « souches » à partir d’une culture de « départ » achetée 

(habituellement environ 30 mL ou plus) ou d’une culture souche plus ancienne (p. ex. habituellement la 

plus ancienne, mais vieille de trois semaines ou moins) déjà établie. Les cultures souches sont démarrées 

par transfert aseptique d’environ 1 à 5 mL ou plus dans plusieurs flacons pour culture de 250 mL 

contenant environ 100 mL de milieu de culture d’algues stérile (F/2; préparé d’après la description 

cidessus). Après l’inoculation du milieu de culture souche, la culture souche devrait avoir une couleur 

rose (pour la CPCC 715) ou beige (CPCC 714). Au moment de l’inoculation, on peut ajouter 1 mL 

supplémentaire de concentré F/2 à la culture pour un début de croissance rapide. La culture de départ 

achetée ne se conserve pas bien dans les tubes d’expédition et devrait donc être utilisée dans les quelques 

jours suivant sa réception, et toute portion inutilisée devrait être jetée. 

2. Les cultures souches peuvent être utilisées comme source d’algues pour démarrer des cultures 

« alimentaires » (voir la section suivante). Le volume de culture souche maintenu à un moment donné 

dépendra de la quantité de nourriture d’algues requise pour les élevages d’A. tonsa. Le volume de culture 

souche peut être rapidement « augmenté » à plusieurs litres, au besoin, en inoculant plus de flacons pour 

culture.  

3. Les cultures souches peuvent être incubées jusqu’à ce qu’elles soient utilisées pour démarrer des cultures 

« alimentaires », ou peuvent être transférées de manière aseptique dans un nouveau milieu (p. ex. tous les 

sept à dix jours) pour maintenir les cultures « souches ». La température d’incubation dépend de la 

souche de R. salina. La souche CPCC 714 croît mieux lorsqu’elle est incubée à 16 ± 2 °C et la souche 

CPCC 715 à 20 ± 2 °C; toutefois, les deux souches peuvent être maintenues à 16 ± 2 °C ou 20 ± 2 °C. 

Les cultures souches peuvent être maintenues dans des chambres de simulation du milieu avec des 

cultures d’autres organismes si l’éclairage est adéquat. La photopériode peut être de 16 heures 

d’éclairage et 8 heures d’obscurité pour les deux souches, ou encore, de 12 heures d’éclairage et 

12 heures d’obscurité pour la souche CPCC 714, et un éclairage blanc froid ou à spectre complet (DEL26 

ou fluorescent) avec une intensité de 3 500 à 4 000 lux pour la souche CPCC 714 et de 1 500 à 2 000 lux 

pour la souche CPCC 715. Plusieurs jours après l’inoculation, la solution devrait prendre une couleur 

rose/orange pour la souche CPCC 714 et une couleur rose/brun pour la souche CPCC 715, ce qui indique 

des cultures saines et des cellules d’algues en croissance active. 

4. Les cultures souches peuvent être mélangées quotidiennement à la main pour remettre les cellules en 

suspension. 

5. Si les cultures souches commencent à verdir en raison d’un manque d’éléments nutritifs, on peut ajouter 

1 mL de concentré F/2 comme supplément nutritif. Autrement, le concentré peut être ajouté aux cultures 

souches chaque semaine pour éviter que les cultures ne manquent d’éléments nutritifs et ne deviennent 

vertes.  

6. Les cultures souches peuvent être examinées au microscope lors du transfert pour s’assurer que les 

cellules de R. salina semblent toujours normales et mobiles et qu’elles n’ont pas été contaminées par 

d’autres organismes microscopiques, tels que d’autres types d’algues, des champignons ou des 

protozoaires. Les quantités de réserve des cultures peuvent être maintenues à la température décrite 

cidessus, soit un cycle de 12 heures d’éclairage et 12 heures d’obscurité entre 1 850 à 3 000 lux 

(blanc froid) pendant une période de 5 semaines sans transfert.27 

 
26 Le spectre complet, la lumière du jour, la croissance des plantes et les ampoules à éclairage blanc froid sont tous 

acceptables. Les DEL à spectre majoritairement bleu, et certaines longueurs d’onde à spectre rouge sont également 

acceptables. Les ampoules à spectre blanc chaud, blanc tendre et autres ampoules à spectre jaune ne sont généralement 

pas acceptables, car la plupart des algues sont incapables d’utiliser les longueurs d’onde jaunes. 
27 Les cultures ne resteront pas roses pendant toute la période de cinq semaines entre les transferts, mais elles devraient 

rester de couleur beige et en grande partie mobiles. 
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Établissement et maintien des cultures d’algues « alimentaires » 

1. Pour produire suffisamment d’algues pour nourrir Acartia tonsa, il faut de plus grandes cultures de 

Rhodomonas salina. Les cultures « alimentaires » peuvent être démarrées à partir de cultures « souches » 

déjà établies ou de cultures « de départ » achetées, de dix jours à trois semaines avant leur utilisation 

pour nourrir A. tonsa. Environ 500 à 900 mL de solution stérile F/2 sont inoculés avec environ 100 mL 

d’une culture d’algues « souche » (décrite dans la section précédente) plus ancienne (c.-à-d. de deux à 

trois semaines avec une couleur rouge foncé/brun/orange; voir la figure E-1a) ou 1 à 2 mL de la culture 

de départ. Il n’est pas nécessaire d’inoculer les grandes cultures dans des conditions stériles; toutefois, 

l’utilisation de techniques aseptiques est recommandée pour la préparation et le maintien des cultures, et 

il faudrait s’assurer d’éviter la contamination par d’autres microorganismes. 

2. Les cultures alimentaires devraient être maintenues à 16 ± 2 °C ou 20 ± 2 °C (selon la souche; voir la 

section précédente), dans des chambres de simulation du milieu avec les cultures d’algues souches ou 

d’autres organismes si l’éclairage est adéquat (voir la section précédente). 

3. Les cultures devraient être recouvertes et légèrement aérées (p. ex. deux à trois bulles par seconde) à 

l’aide d’une pipette stérile. Les cultures peuvent être agitées quotidiennement à la main pour remettre en 

suspension les cellules d’algues qui se sont déposées. Il faudrait faire preuve de prudence pour éviter que 

la température de culture n’augmente ou ne baisse de plus de quelques degrés, car cela peut influer sur la 

croissance ou entraîner la mortalité. 

4. Les cultures peuvent être enrichies de concentré F/2 (p. ex. 2 à 5 mL) au besoin (c.-à-d. si elles 

deviennent vertes en raison d’un manque d’éléments nutritifs) ou une fois par semaine pour éviter que 

les cultures ne manquent d’éléments nutritifs. 

5. Les cultures d’algues sont prêtes à être utilisées comme aliments lorsqu’elles sont opaques et de couleur 

foncée (généralement âgées de dix jours à trois semaines). La densité cellulaire est déterminée afin de 

calculer le volume à utiliser pour l’alimentation des copépodes et devrait être d’au moins 

4,0 × 105 cellules/mL (remarque : un nombre de cellules plus typique dans une culture saine serait 

d’environ 1,0 à 3,0 × 106 cellules/mL). Les élevages d’A. tonsa sont alimentés quotidiennement à raison 

de 6,0 × 106 cellules/L à 6,0 × 107 cellules/L d’eau d’élevage d’A. tonsa, selon l’âge et la densité des 

élevages d’A. tonsa (voir la section 2.2). Une fréquence d’alimentation à raison de trois fois par semaine 

avec une ration plus élevée en algues est également acceptable (voir la section 2.2). Si la culture d’algues 

est utilisée pendant plus d’une semaine, les cellules d’algues devraient être recomptées pour s’assurer 

que la densité cellulaire n’a pas changé ou pour réajuster le volume si c’est le cas. 

6. La santé des cellules d’algues et la densité cellulaire des cultures devraient être évaluées régulièrement. 

Une petite quantité de la culture d’algues est examinée au microscope (puissance 20-400×) pour 

s’assurer que les cellules semblent normales (c.-à-d. en mouvement actif, intactes et de taille/forme 

normale). La densité des cellules (cellules/mL) peut être mesurée à l’aide d’un compteur électronique de 

particules, d’un microscope et d’un hématimètre, d’un fluorimètre ou d’un spectrophotomètre, et peut 

être utilisée pour déterminer le volume nécessaire à l’alimentation. Un mélange 50/50 d’algues et d’une 

solution de glutéraldéhyde à 0,5 % (habituellement 1 mL de chacun) est préparé pour empêcher les 

algues de bouger avant d’effectuer le dénombrement cellulaire à l’aide d’un hématimètre. Par ailleurs, le 

fond de l’hématimètre contenant les cellules peut être chauffé brièvement pour ralentir ou arrêter le 

mouvement des algues. 

7. Les cultures d’algues (souches ou alimentaires) peuvent être renouvelées chaque semaine pour maintenir 

un approvisionnement en cultures saines et en croissance. 

8. Pendant la culture ou l’entreposage, l’apparence des algues peut changer. Les algues qui se sont déposées 

en grappes, qui sont devenues complètement vertes ou qui ont des grappes vertes au fond, ne devraient 

pas être utilisées pour nourrir les élevages d’A. tonsa (voir la figure E-1b). Si les algues ont changé de 

couleur ou ont une forte odeur, les cultures devraient être examinées au microscope pour déterminer s’il 

y a des cellules actives et si la culture a été contaminée ou non. 
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Figure E-1 Cultures saines (a) et contaminées (b) de Rhodomonas salina. (Photos : L. Haché et 

P. Jackman) 

a) b) 
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