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1. RAPPEL DES OBJECTIFS

Au cours de ces derniéres années, différentes méthodologies d’évaluation de I'écotoxicité des
sédiments ont été proposées avec des objectifs de natures diverses :

= Pour caractériser les matériaux de dragage et orienter le scénario de gestion a terre de ces
derniers (e.g. étude CETMEF/VNF/CEMAGREF/ENTPE),

= Pour évaluer le danger des matériaux dragués au sens de la réglementation déchets
dangereux (e.g. groupe de travail MEEDDAT « Dangerosité des sédiments » relatif a
I'application de la propriété de danger H14),

= Pour caractériser de fagon exhaustive I'écotoxicité des sédiments en place (e.g. ANR
PRECODD DIESE).

Depuis ces travaux, de nouveaux outils de caractérisation des dangers des sédiments ont été
normalisés a I'ISO ou sont en passe de I'étre. C’est le cas des essais sur :

= Nématodes : détermination de l'effet toxique d'échantillons de sédiment et de sol sur la
croissance, la fertilité et la reproduction de Caenorhabditis elegans (NF ISO 10872 :2010) ;

= Ostracodes : détermination de la toxicité des sédiments d'eau douce envers Heterocypris
incongruens (NF ISO 14371:2012) ;

= Bactéries : détermination de l'inhibition de I'activité déshydrogénase d'Arthrobacter globiformis
— essai de contact sur solide avec le colorant redox résazurine (ISO/CD 18187) ;

= Macrophytes : détermination de [l'effet toxique des sédiments sur la croissance de
Myriophyllum aquaticum (NF 1ISO 16191:2014).

Le présent projet se propose ainsi d’évaluer I'applicabilité effective de ces protocoles d’essai pour la
caractérisation de I'écotoxicité des sédiments en place. Les résultats de ce travail permettront d’autre
part, de juger de la pertinence et de la sensibilité de ces organismes par rapport aux essais plus
classiquement réalisés, tels que les essais sur hyalélles ou larves de chironomes. Le travail devra
finalement permettre d’établir des recommandations pour I'intégration de ces nouveaux outils dans les
batteries d’essais pour la caractérisation de I'écotoxicité des sédiments potentiellement contaminés.
Récemment, des approches similaires considérant certains de ces nouveaux protocoles d’essai ont
été abordées (Hoss et al. 2010 ; Feiler et al. 2013). Les résultats publiés par ces auteurs donnent un
premier apercu de l'intérét et de I'applicabilité de ces essais (robustesse, critéres et seuils de toxicite)
et confirment la pertinence de ce type d’approche pour la caractérisation de I'écotoxicité des
sédiments en place.

Au cours de I'année 2013, les travaux ont porté sur I'appropriation de deux des protocoles d’essai
proposeés : I'essai d’inhibition de la croissance et de la reproduction des nématodes (Caenorhabditis
elegans) et I'essai de mortalité et d’inhibition de la croissance des ostracodes (Heterocypris
incongruens), avec comme objectifs :

- de mettre en place des protocoles pour chacun des deux essais ;

- de définir le ou les substrats artificiels a utiliser en tant que référence dans les études et de
disposer d’'information en ce qui concerne les différents critéres d’effets mesurés ;

- de renseigner sur la sensibilité des deux organismes utilisés au regard de différentes
substances chimiques de référence ;

- de caractériser I'écotoxicité de sédiments naturels a I'aide de ces deux essais.
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2. PRESENTATION DES ORGANISMES ET DES PROTOCOLES D’ESSAI

2.1. ESSAI D’INHIBITION DE LA CROISSANCE ET DE LA REPRODUCTION DE
CAENORHABDITIS ELEGANS

2.1.1. Description et élevage de ['organisme

Les nématodes font partie des organismes métazoaires. lls sont abondants, riches en espéces et
présents de facon ubiquitaire dans des environnements trés diversifiés tels que les eaux douces ou
les eaux saumatres mais aussi dans les sédiments et les sols (Yeats, 1981 ; Traunspurger et al.,
2002). Les espéces non parasites jouent un role fondamental dans les écosystéemes puisqu'ils
interviennent dans la décomposition de la matiere organique et de la litiere (Sohlenius, 1980 ;
Freckmann et al., 1990). D’autre part, certains nématodes se nourrissent de bactéries et interviennent,
par conséquent, dans la régulation des activités microbiennes.

Parmi les nématodes, Caenorhabditis elegans est un organisme trés utilisé en biologie. Il fait partie de
la famille des Rhabditidae, de la classe Secernentea. C’est un ver non segmenté dont les adultes font
environ 1 a 1,5 mm de long. Dans la nature, cet invertébré vit dans 'eau interstitielle des sols et
sédiments et se retrouve sur tous les continents (Kiontke & Sudhaus, 2006).

Le cycle biologique de C. elegans au laboratoire (Figure 1) a une durée approximative de 72 heures
de l'ceuf a I'adulte fécond, lorsque ceux-ci sont maintenus a une température de 20 + 1°C. Ce cycle
biologique est composé de cing stades a partir de I'ceuf : quatre stades larvaires (appelés stades L1,
L2, L3 et L4) séparés par des mues et un stade adulte fécond permettant aux individus
hermaphrodites de se reproduire. Il est ainsi possible de disposer d’'une nouvelle génération de
nématodes tous les trois jours. Sous certaines conditions de stress, tel que le manque de nourriture,
les larves de stade L1 peuvent évoluer vers un stade L2 intermédiaire appelé stade « Dauer». Sous
cette forme, les larves ont la possibilité de survivre durant plusieurs semaines. Un nouvel apport
nutritif permet de poursuivre le développement vers les stades supérieurs. Pour des raisons pratiques,
les nématodes sont maintenus en élevage au stade « Dauer ». Ceci permet de réduire la fréguence
de repiquage des organismes et de disposer d’individus synchrones pour la réalisation des essais.

La variété N2 (Bristol) de type sauvage est recommandée par la norme ISO 10812 (2010). Au
laboratoire, cette souche est conservée sur boite de pétri gélosée contenant un milieu de croissance
pour les nématodes (NGM: Nematode Growth Medium) et recouverte d'un tapis bactérien
(Escherichia Coli OP50).
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Figure 1 : lllustration de Caenorhabditis elegans (A) et de son cycle de vie au laboratoire (B). (a.)
juvénile stade L1 ; (b.) ceufs ; (c.) adulte hermaphrodite gravide.
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2.1.2. Principe de l'essai

Cet essai permet de déterminer le pourcentage de mortalité, d’inhibition de la croissance et/ou de la
reproduction du nématode C. elegans exposé a des sédiments bruts ou a un milieu aqueux (sans
substrat).

Des larves au stade de développement L1 (10 organismes par réplicat / 4 réplicats par condition) sont
exposées par contact direct, pendant 96 heures et a 20°C, a un échantillon de sédiment ou a un
échantillon aqueux a analyser. Durant cette période, les individus accomplissent un cycle complet de
reproduction. Le nombre d’adultes récupéré et la taille de ces adultes constituent les criteres de
mortalité et de croissance. Le dénombrement des juvéniles produits pendant I'essai permet d’évaluer
le parameétre de reproduction.

Le protocole pour la réalisation de cet essai a fait I'objet d’'une normalisation a I'lSO : « Détermination
de I'effet toxique d'échantillons de sédiment et de sol sur la croissance, la fertilité et la reproduction de
Caenorhabditis elegans. » (NF 1SO 10872 :2010).

2.1.3. Déroulement de l'essai

Le schéma général du déroulement de I'essai est présenté sur la figure 2.
= Synchronisation et exposition des organismes

Trois jours avant la réalisation des essais, une partie des organismes maintenus au stade de
développement « Dauer » est placée sur une nouvelle gélose contenant un tapis bactérien (E. coli
OP50) fraichement préparé, puis mis a incuber a 20°C. A lissue de ces trois jours, la filtration & 5 pm
des organismes « Dauer » ainsi conditionnés permet de disposer de juvéniles synchrones au premier
stade de développement (L1).

L’exposition des organismes est ensuite réalisée a l'aide de plaques multipuits (12 puits) dans
lesquelles sont introduits : 500 mg de sédiment a tester, 0.5 ml de milieu nutritif (M9 + bactéries) ainsi
gue 10 organismes synchrones au premier stade larvaire (L1). Les plaques multipuits sont mises a
incuber a 20°C pendant 96 heures et a I'obscurité.

= Extraction et lecture de I'essai

A lissue de la période d’exposition, un volume de 0.5 mL d’une solution de rose Bengale (0.3 g/L) est
ajouté dans chacun des puits. Les plaques subissent un traitement thermique (15 minutes a 80°C) qui
permet de tuer les organismes et de les colorer. L’extraction des adultes et des juvéniles de la matrice
solide est réalisée par une méthode de flottation, a I'aide d’'une solution de silice colloidale (LUDOX
TM50a1.13 g/cm3) et de centrifugations successives pour éliminer la phase solide.

Les organismes sont ensuite récupérés dans la solution de LUDOX puis transférés dans une roue de
Ward. Les adultes sont dénombrés, puis mesurés (critere de mortalité et de croissance). La présence
d’ceufs a l'intérieur des organismes est consignée (critére de fertilité). Les jeunes produits pendant la
phase d’exposition sont finalement dénombrés (critére de reproduction). L’ensemble de ces
opérations sont réalisées sous loupe binoculaire.

= Critéres de validité de I'essai
Les criteres de validité suivant sont définis par la norme NF ISO 10872 :

- le taux de récupération moyen des organismes contrdles doit étre supérieur ou égale a 80% et
inférieur ou égal a 120% ;

- le pourcentage moyen de méles dans les contrdles doit étre inférieur ou égal & 10% ;
- lafertilité moyenne des organismes contrdles doit étre supérieure ou égal a 80% ;

- la reproduction moyenne des organismes contrbles doit étre supérieure ou égale a 30
juvéniles par organisme expose.
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J-3 jours JO J+4 jours

Repiquage et synchronisation des organismes »( Récupération et exposition des juvéniles L1 > Lecture
= Repiquage sur gélose des organismes = Ringage des boites de gélose et filtration a ® Fixation au rose Bengale
maintenus au stade « Dauer » ; 5um pour la récupération des L1 ; =" Passage a 80°C pendant 15
= Incubation 20°C, pendant 3 jours = Ajout des organismes 10 org./puits (plaques minutes
12 puits) = Extraction des organismes
= Incubation : 20°C / obscurité (centrifugation en présence de
Ludox)

TR VSN

w
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= Mesure de la croissance
J-1jours » Comptage des J1

Mise en culture des bactéries (E.coli) Ajout 0.5 ml de suspension de
bactérie E. coli

= Pré-culture Escherichia coli : milieu LB
= Incubation : 37°C ; sous agitation
= Durée : 17h00

Figure 2 : Schéma général du déroulement de I'essai d’inhibition de la croissance et de la reproduction du nématode
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2.2. ESSAI DE MORTALITE ET D’INHIBITION DE LA CROISSANCE DE HETEROCYPRIS
INCONGRUENS

2.2.1. Description et élevage de l'organisme

Les ostracodes font partie des organismes épibenthiques de la méiofaune. lls appartiennent a
'embranchement des Arthropodes et au phylum des Crustacés. On les retrouve dans une grande
variété de substrats et de milieux aquatiques. lls présentent une carapace bivalve et possédent un
appendice leur permettant de générer un courant d’eau favorisant les échanges gazeux. Parmi les
ostracodes, Heterocypris incongruens (figure 3) est une espece omnivore d’eau douce appartenant a
la famille des Cyprididae. Commune en Europe et en Amériqgue, sa reproduction est
parthénogénétique et conduit a la production d’ceufs de résistance (kystes). La taille de la larve
(nauplius), varie entre 150 et 250 ym. La croissance des nauplii s’effectue par mues jusqu’a I'age
adulte ou leur taille peut atteindre 1500 um.

630.79 um

Figure 3 : lllustration de l'ostracode Heterocypris incongruens

Les essais ont été réalisés a partir d’organismes provenant de kystes de résistance fournis par
Microbiotest Inc.

2.2.2. Principe de l'essai

Cet essai permet de déterminer le pourcentage de mortalité et/ou d’inhibition de la croissance sur
I'ostracode d’eau douce Heterocypris incongruens exposé a des sédiments bruts.

Des larves fraichement écloses (10 nauplii par réplicat / 3 a 6 réplicats par condition) sont exposées
par contact direct a un échantillon de sédiment a analyser. Le pourcentage de mortalité des
organismes d’essai est déterminé aprés 6 jours d’exposition. L'inhibition de la croissance des
organismes dans I'échantillon de sédiment (par mesure de la longueur des individus en fin d’essai) est
déterminée par rapport a celle obtenue avec le sédiment témoin, comme critére d’effet sublétal. Le
protocole pour la réalisation de cet essai a récemment fait I'objet d’'une normalisation a I'lSO :
« Détermination de la toxicité des sédiments d'eau douce envers Heterocypris incongruens. » (NF ISO
14371:2012).

2.2.3. Déroulement de l'essai

Le schéma général du déroulement de 'essai est présenté sur la figure 4.

= Eclosion des kystes et nourrissage des nauplii
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Les kystes d’Heterocypris incongruens sont conservés a 4 + 2°C a l'obscurité. L’éclosion est réalisée
52 h avant le début de I'essai. Une quantité suffisante de kystes est ajoutée dans une boite de pétri en
présence d’'un volume de 8 mL de milieu d’essai. Les boites sont ensuite placées dans une enceinte
thermostatée a 25+1°C sous une illumination constante de 3000 a 4 000 Lux. Une premiere
alimentation des nauplii a lieu au bout de 48 h d’incubation en ajoutant 1 mL de suspension de
spiruline (Spirulina platensis) dans la boite de pétri. Celle-ci est ensuite remise en incubation pendant

4 heures dans les mémes conditions de luminosité et de température que précédemment.

= Exposition des organismes

L’exposition des organismes est réalisée a I'aide de plaques multipuits (6 puits). Chaque puits contient
un volume de 2 mL de suspension algale de Desmodesmus subspicatus a une concentration de
1,5.10" cellules.mL™, un volume de 2 mL de milieu d’essai et un volume de 1 mL de sédiment. Dix
nauplii, prélevés de facon aléatoire, sont ensuite introduits dans chacun des puits. Les plaques sont
incubées pendant une période de six jours a 25 + 1 °C et a I'obscurité. Pour chaque condition d’essai,
6 réplicats (6 puits) sont réalisés.

= Récupération et mesure des critéres d’effet
A lissue de la phase d’exposition les organismes vivants sont récupérés par tamisage puis

dénombrés. lls sont ensuite fixés et colorés a l'aide de quelques gouttes de Lugol avant d’étre
mesurés sous loupe binoculaire en utilisant un logiciel d’analyse d’image.

= Criteres de validité de I'essai
Selon la norme NF ISO 14371, I'essai est jugé valide si les conditions suivantes sont remplies :
- le pourcentage de mortalité dans le sédiment de contrble n’excéde pas 20 %;

- laugmentation moyenne de la longueur des ostracodes dans le sédiment de contrble est
au minimum de 1,5 fois par rapport a la longueur moyenne des organismes au début de
I'essai.
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J-52h J-4h JO J+6 jours
Alimentation des
Eclosion des kystes d’ostracodes > nauplii Exposition des nauplii > Lecture
» Durée: 48 h = Durée : 4h » Plaque multipuits (6 puits) - 10 = Mortalité
» Milieu EPA/25°C/3a4 = Spirulina org./puits = Mesure de croissance
KLux platensis = 3 a 6 puits par condition apres fixation au Lugol

= Nourriture : microalgues (D.
subspicatus)

Figure 4 : Schéma général du déroulement de I'essai de mortalité et d’inhibition de la croissance des ostracodes
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3. SUBSTRATS DE REFERENCE

Plusieurs substrats artificiels peuvent étre utilisés en tant que sédiment témoin pour la réalisation des
essais. Ainsi, le protocole normalisé pour la réalisation de I'essai sur ostracodes recommande
I'utilisation d’un sable relativement grossier d’un diamétre moyen de 2 mm (dit « sable de riviére »). Le
protocole normalisé pour la réalisation de I'essai sur nématode propose quant a lui un sédiment
artificiel de composition plus complexe.

Dans le cadre de ces travaux, différentes matrices artificielles incluant des sables de granulométries
différentes, ainsi que des sédiments artificiels déja préconisés pour d’autres essais d’écotoxicité
sédimentaire ont été testés. L'objectif était d’identifier le ou les substrats les plus appropriés pour la
réalisation des essais ostracodes et nématodes et éventuellement de définir un substrat commun pour
ces deux essais. Le tableau 1 présente les substrats testés.

Tableau 1 : Substrats de référence testés

Identification/référence

Substrat de référence Caractéristiques/composition

normative
« Sable de riviére » Sable quartzique : @=2mm
Sables HN31 Sable quartzique : @=0.2 2 0.5 mm

HN38 Sable quartzique : @=0.05 a 0.25 mm
Tourbe & sphaigne : 5%
Kaolin : 20%

OCDE 218 Sable quartzique (0.05 & 0.2 mm) : 75%
CaCoOs : 0.1%
Tourbe brune : 6.5%
Kaolin : 33.25%

Sédiments artificiels NF T90-338-1 Sable quartzique (0.8 a2 mm) : 60%

CaCoOs : 0.1%
Tourbe : 4%
CaCoOs: 1%
Dolomite : 0.5%

NF ISO 10872 Fe,0, - 4.5%
ALO; : 20%
Sable siliceux (0.1 2 0.4 mm) : 70%

4. SUBSTANCES CHIMIQUES DE REFERENCE

La sensibilité des organismes a été évaluée a l'aide de substances chimiques de référence parmi
celles généralement préconisées pour les essais d’écotoxicité :

= Le chlorure d'hexadécylbenzyldiméthylammonium monohydrate (BAC-16)
= Le sulfate de cuivre pentahydraté (CuSQO,, 5H,0)
= L’acide borique (H3BOs3)

= Le 3,5 dichlorophénol (3,5 DCP)
Il est a noter que pour les ostracodes, le sulfate de cuivre pentahydraté est actuellement la substance
chimique recommandée par la norme NF ISO 14371 (2012) en tant que substance de référence ; le

BAC-16 étant la substance de référence préconisée par la norme NF ISO 10872 (2010) pour la
validation de I'essai nématodes.
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5. SEDIMENTS NATURELS

Dix sédiments naturels provenant de sites potentiellement contaminés ou non ont été testés au cours
de I'année 2013 (tableau 2). Une premiére série de prélévements a été réalisée en mai 2013. Les
sédiments prélevés lors de cette série proviennent de différents sites soumis a une pression miniére.
Une seconde série de préléevements a été réalisée en octobre 2013. Les sédiments prélevés lors de
cette série proviennent de deux cours d’eau soumis a une pression industrielle impliquant des résidus
issus d’industries de production de matiéres premiéres pharmaceutiques (site Bolbec (76)) et de
production d’intermédiaires de synthése destinés principalement a l'industrie pharmaceutique et de
guelgues médicaments (site de Beuvry-la-forét (59)). Les sédiments du site «Bolbec » ont été
prélevés a proximité de la source potentielle de rejet (Bolbec Usine) et en aval (environ 1.5 km) du site
(Bolbec Piscine). Les sédiments du site de Beuvry-la-forét ont été prélevés en amont de la source
potentielle de rejet et en aval de cette source. Le sédiment d’'un site « référence » (Cressonniére
d’Houdancourt (60)), non soumis a une pression anthropique importante, a également été prélevé.

Traitement préalable a la réalisation des essais d’écotoxicité :

Les sédiments prélevés ont été conservés a -20°C pendant moins de 3 mois avant la réalisation des
essais. La décongélation a été effectuée a température ambiante. Une fois décongelés, les sédiments
ont été homogénéisés, puis 'eau de ressuage a été éliminée. lls ont ensuite été débarrassés des
éléments grossiers (cailloux, débris végétaux, invertébrés), puis tamisés a 4 mm.

Tableau 2 : Sédiments naturels testés

. Contamination Période de Obs. visuelle — texture/couleur/présence de matiére

Nom du site - N .
potentielle prélevement organique
Etang St-Pierre Sableuse/brun/quelque débris végétaux
Etang Noir . Sableuse/noire/débris végétaux importants
. T Mai . . b s . .
Madic Métallique 2013 Limoneuse/noire/débris végétaux importants
La Jonchére St-Maurice Argileuse/brun clair/quelque débris végétaux
Malessard Limoneuse/brun foncé/débris végétaux importants
Bolbec (Piscine) A(gllgusg/prun fqnce/mvertebres (gammare et sangsues) et
. débris végétaux importants
Bolb Usi Industrie Octobre Argil I lair/ | débris véaé
olbec ( sm?) pharmaceutique 2013 rgileuse/brun clair/quelques débris vegegaux

Beuvry-la-forét (amont) Argileuse/brun foncé/ quelque débris végétaux
Beuvry-la-forét (aval) Argileuse/noire/débris végétaux importants
Cressonniere Site « référence » Octobre Sableuse/brun clair/absence de débris organiques visibles
Houdancourt 2013

6. RESULTATS

6.1. SUBSTRATS DE REFERENCE

Les résultats obtenus pour les différents substrats de référence testés sont présentés dans les
tableaux 3 et 4, pour les essais menés sur les ostracodes et les nématodes, respectivement.

Concernant I'essai de mortalité et d’inhibition de la croissance des ostracodes, les résultats obtenus
montrent que, d’'une fagon générale, I'utilisation de sable en tant que substrat de référence n’est pas
appropriée, quelle que soit la granulométrie utilisée. En ce qui concerne le sable de riviére, seul deux
essais sur les 10 réalisés ont permis de valider le critére de mortalité (< 20% de mortalité a la fin de
I'essai), avec 8.3% et 10% de mortalité observée. Sur ces deux essais, les taux de croissance des
ostracodes étaient supérieurs a 1.5, et indiquent malgré tout, une bonne croissance des organismes
pendant I'essai. Parmi les dix essais menés, six essais ont entrainé une mortalité compléte des
organismes. Des résultats similaires ont été obtenus avec les autres sables considérés (HN31 et
HN38). Ainsi, aucun des sept essais menés sur le sable HN31 n’a permis d’obtenir moins de 20 % de
mortalité des ostracodes. La majorité des essais menés (6 sur 7) ont entrainé 100% de mortalité chez
les ostracodes.
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Les essais réalisés sur les sédiments artificiels ont, au contraire, permis de définir un sédiment dont la
composition permet de maintenir les organismes en vie et permet un taux de croissance supérieur a
1.5 pendant la durée de I'essai. Il s’agit du sédiment défini dans la ligne directrice OCDE 218 (proposé
pour la réalisation des essais sur chironomes). Sur les 13 essais menés avec ce sédiment, un seul n’a
pas rempli le critére de validité pour la mortalité (avec 36.7% de mortalité). Tous les autres essais
réalisés ont satisfait a ce critére et ont permis d’atteindre un taux de croissance des organismes
compris entre 1.6 et 4.4 (taux de croissance moyen = 2.9). Le coefficient de variation calculé pour ce
critere est de 30.5%. Les résultats obtenus sur les autres sédiments artificiels n'ont pas permis de
satisfaire aux critéres de validité de I'essai, a I'exception d’un seul essai mené sur le sédiment artificiel
proposé par la norme NF T90-338-1, pour la réalisation des essais sur les hyalélles. De la méme
fagon que pour les sables, ces sédiments artificiels ne peuvent étre retenus comme substrat de
référence pour la réalisation de I'essai de mortalité et d’inhibition de la croissance des ostracodes.

Compte tenu de ces résultats, les essais menés par la suite ont été réalisés en considérant le
sédiment artificiel défini par la ligne directrice OCDE 218.

Ces différents substrats ont également été utilisés pour I'essai sur les nématodes. Les résultats
observés (tableau 4) montrent que I'utilisation de sable d’une granulométrie moyenne et I'utilisation de
sable grossier ne permettent pas de satisfaire au bon développement des organismes dans ces
conditions. Une mortalité importante des organismes (>80 %) a été observée. D’autre part, la
croissance des organismes survivants a été quasiment nulle pour ces substrats. Le sable HN38 a,
quant a lui, permis de valider I'essai.

Les sédiments artificiels de référence ont, d’'une fagon générale, permis la survie, la croissance et la
reproduction des nématodes. D’autre part, les critéres de validité recommandés par la norme NF ISO
10872 ont été remplis pour chacune de ces matrices. Une légére différence en termes de croissance
et de reproduction a cependant été observée en fonction du sédiment artificiel considéré. En
comparaison avec le sédiment NF ISO 10872, la croissance et la reproduction des organismes sont
apparues légérement plus importantes dans le sédiment NF T90-338-1 et [égérement plus faible dans
le sédiment OCDE 218. Les croissances mesurées pour ces matrices restent néanmoins cohérentes
au regard des connaissances acquises chez cet organisme en milieu agueux (Milieu M9 ; croissance
moyenne comprise entre 914um et 1414um ; valeurs rapportées pour 32 essais indépendants) et
terrestre (sol LUFA ; croissance moyenne comprise entre 847um et 1261um ; valeurs rapportées pour
14 essais indépendants). Elles correspondent respectivement aux valeurs croissance limites haute et
basse que l'on peut rencontrer. La reproduction moyenne des organismes aprés exposition aux
sédiments artificiels NF T90-338-1 et OCDE 218 suivent la méme tendance que les résultats de
croissance observés et se situent dans les limites hautes et basses des valeurs de reproduction
moyenne auxquelles I'on peut s’attendre en milieu aqueux (milieu M9 ; reproduction moyenne
comprise entre 51 et 213 juvéniles/adulte introduit) et en milieu terrestre (sol LUFA ; reproduction
moyenne comprise entre 101 et 214 juvéniles/adulte introduit).

Compte tenu de ces résultats, le sable HN38 et les sédiments artificiels NF T90-338-1, OCDE 218 et
NF ISO 10872 pourraient étre considérés comme adéquats pour la réalisation de I'essai d’inhibition de
la croissance et de la reproduction des nématodes. La variabilité observée en termes de croissance et
de reproduction en fonction des sédiments testés devra cependant étre confirmée par la suite.
Notamment, il conviendra de confirmer les valeurs de croissance et de reproduction légerement plus
faible obtenues avec le sédiment OCDE 218, sédiment potentiellement utilisable en tant que substrat
de référence commun a I'essai ostracodes.
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Tableau 3 : Substrats de référence - résultats obtenus pour I'essai de mortalité et d’inhibition de la croissance des ostracodes

Mortalité (%)

Taux de croissance

Substrat de référence N?é‘iﬁzzsais Nbvgl’ﬁjsessais s max - i
Sable de riviere (@=2mm) 8.3 100.0 2.4 35
Sables HN31 (2=0.2 4 0.5 mm) 23.3 100.0 3.2%
HN38 (8=0.05 & 0.25 mm) 0.0 100.0 2.6%
OCDE 218 (Chironomes) 12 0.0 36.7 1.6 4.4
Sédiments artificiels NF T90-338-1 (Hyalélles) 10 100.0 2.8°
3 0 36.7 96.7 2.7 2.9

NF ISO 10872 (Nématodes)

a: une seule valeur

Tableau 4 : Substrats de référence — résultats obtenus pour I'essai de mortalité, d’inhibition de la croissance et de la reproduction des nématodes

Substrat de référence

Mortalité (%)

Croissance (um)

Reproduction®

moyenne Ec-type moyenne Ec-type moyenne Ec-type

Sable de riviere (@=2mm) 85.0 24.0

Sables HN31 (@=0.2 &4 0.5 mm) 98.0 5.0
HN38 (2=0.05 & 0.25 mm) 5.0 6.0 1133.0 18.0 94.0 16.0
sad . OCDE 218 (Chironomes) 3.0 5.0 1043.0 25.0 83.0 38.0

édiments

artificiels NF T90-338-1 (Hyalélles) 0.0 0.0 1388.0 31.0 143.0 26.0
3.0 5.0 1200.0 20.0 133.0 35.0

NF ISO 10872 (Nématodes)

a : nombre de juvéniles par organisme introduit ; les valeurs grisées sont présentées a titre informatif au regard du faible nombre d’organismes ayant survécu
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6.2. SUBSTANCES CHIMIQUES DE REFERENCE

Les résultats des essais menés sur les différentes substances chimiques de référence sont résumés
par les tableaux 5, 6 et 7.

Les essais ostracodes ont tous été réalisés en considérant le sédiment artificiel de 'OCDE 218
comme substrat d’essai. Les substances a tester ont été préparées dans le milieu constituant la phase
aqueuse du systéme d’essai.

Les valeurs de CEsgmoraite ONt é€té définies pour les quatre substances sélectionnées. Les résultats
obtenus sur le sulfate de cuivre sont apparus hétérogénes. Une valeur de CEsgmoraitc €gale a 4.27
mg/L avait été calculée lors du premier essai. Une absence de toxicité marquée vis-a-vis de ce critére
a été observée par la suite. Le 3,5 dichlorophénol est apparu comme étant la substance la plus
toxique vis-a-vis des ostracodes (CEspmoraite < 6 mg/L). Concernant le critére de croissance (résultats
non rapportés), pour les concentrations n’ayant pas entrainé de mortalité des ostracodes, la
croissance des organismes était similaire a la croissance observée dans le contrdle, quelle que soit la
substance testée.

Les essais nématodes ont été réalisés soit en 'absence de substrat artificiel (exposition a la phase
agueuse uniguement), soit en considérant le sédiment artificiel proposé par la norme NF ISO 10872
en tant que substrat d’essai. Dans le second cas, le sédiment artificiel a été dopé par chacune des
substances en considérant les recommandations de la norme NF ISO 10872. Les résultats obtenus
pour cet essai montrent un effet plus marqué lors des expositions par voie liquide en comparaison
avec les expositions aux sédiments dopés. Le 3,5 dichlorophénol est également apparu comme étant
la substance entrainant le plus d’effets inhibiteurs sur les critéres de croissance et de reproduction des
organismes, que ce soit lors des essais réalisés en colonne d’eau uniquement ou sur sédiment
artificiel dopé. L’acide borique n’a au contraire pas entrainé d’effets inhibiteurs significatifs. D’une
fagon générale, une plus grande sensibilité paramétre de reproduction en comparaison avec le
parametre de croissance des organismes a été observée. Cependant, au regard des valeurs de CExg
calculées, la gamme de sensibilité restent relativement similaire pour ces deux criteres d’effet.

Tableau 5 : Mortalité des ostracodes exposés aux différentes substances de référence

substances substrat CEso en mg/l [ICgsu) CEio en mg/l [ICos0)
OCDE 218 Essai n°1 4.27 [3.9-5.4] 3.8[3.4-5.2]

Sulfate de cuivre OCDE 218 Essai n°2 >20 Non calculable
OCDE 218 Essai n°3 >20 Non calculable

BAC-16 OCDE 218 Essaf n°l >10 Non calculable
OCDE 218 Essai n°2 27.7 [22-36] 14.5 [8-25]

3,5 DCP OCDE 218 Essaf n°1 4.9 [4-6] 1.9 [2-3]
OCDE 218 Essai n°2 5.6 [5-6] 2.8[2.6-4]

. OCDE 218 Essai n°1 CEso entre 160 et 400 Non calculable

Ac. borique )

OCDE 218 Essai n°2 301 [275-334] 225 [182-303]
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Tableau 6 : Inhibition de la croissance des nématodes exposés aux différentes substances de

référence
substances substrat CEso mg/l [ICes9%)] CE10 mg/l [1Cas5]
Sulfate de cuivre milieu M9 Essai n°1 > 100 Non calculable
milieu M9 Essai n°1 16.1[15.9-16.3] 9.8[8.9-10.3]
BAC-16 milieu M9 Essai n°2 8.3 [8.1-8.5] 5.3[5.0-5.7]
milieu M9 Essain°3  10.8[10.6-11] 6.4[6.1-6.7]
3,5 DCP milieu M9 Essai n°1 >5 mg/L >5 mg/L
Ac. borique milieu M9 Essai n°1 > 1000 CE1g entre 400 et 1000
substances matrice artificielle CEso mg/kg [ICos%] CE10 mg/kg [ICosu%)
Sulfate de cuivre 1ISO 10872 Essai n°1 > 1000 312 [200-489]
BAC-16 1ISO 10872 Essai n°1 > 1000 > 1000
3,5 DCP 1ISO 10872 Essai n°1 35.4 [32.9-42.5] 26.4 [24.3-37]
Ac. borique ISO 10872 Essai n°1 > 1000 > 1000
Tableau 7 : Inhibition de la reproduction des nématodes exposés
aux différentes substances de référence
substances substrat CEso mg/l [1Cos%) CE10 mg/l [1Cos%)
Sulfate de cuivre milieu M9 Essain°l  Non calculable Non calculable
milieu M9 Essain°l  11.4[10.9-12.4] 9.8 [15-16.2]
BAC-16 milieu M9 Essai n°2 5.1[4.7-5.4] 3.4 [3-4.1]
milieu M9 Essain°3 6.6 [5.6-7.3] 4.9 [5.6-7.3]
3,5 DCP milieu M9 Essain°l  3.2[2.1-4.8] 0.6 [0.1-1.7]
Ac. borique milieu M9 Essain®°l  CEsp entre 400 et 1000 CE1o entre 400 et 1000
substances a?:i?itci:(e:ﬁe CEso mg/kg [ICosu) CE10 mg/kg [ICosu)
Sulfate de cuivre ISO 10872 Essain°l  >1000 411 [159-836]
BAC-16 1SO 10872 Essai n°1 881 [737-1142] 439 [234-883]
3,5DCP 1SO 10872 Essai n°1 29.2 [27.6-31.3] 24.2 [22.7-27.5]
Ac. borique 1SO 10872 Essai n°1 > 1000 > 1000
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6.3. SEDIMENTS NATURELS

Le tableau 8 présente les résultats obtenus pour les essais ostracodes et nématodes réalisés sur les
sédiments naturels. Deux séries d’essais ont été menés en 2013. La premiére série correspond aux
sédiments provenant de sites potentiellement contaminés en éléments métalliques. Pour cette série,
seul l'essai sur ostracodes a été réalisé. Les résultats obtenus indiquent une augmentation
significative de la mortalité des ostracodes (entre 53% et 100% de mortalité) pour trois des cing
sédiments testés. Pour les sédiments n’ayant pas induit de mortalité, aucun effet inhibiteur concernant
la croissance des organismes n’a cependant été observé. Au contraire, le taux de croissance des
organismes exposés a ces sédiments était systématiguement supérieur au taux de croissance
observé pour les organismes exposés au substrat de référence (OCDE 218). Il est en revanche du
méme ordre de grandeur en comparaison a celui des organismes exposés au sédiment provenant du
site de « référence » (Cressonniére Houdancourt).

Les essais menés sur les sédiments de la seconde série n‘ont pas permis de mettre en évidence
d’effet marqué sur la mortalité des ostracodes. D’autre part, de la méme fagon que pour la premiére
série, le taux de croissance des organismes en fin d’essai était plus important pour les sédiments
naturels, par rapport a celui observé dans le substrat artificiel (OCDE 218) et du méme ordre de
grandeur que celui des organismes exposés au sédiment provenant du site de « référence ».

Les résultats obtenus pour les essais nématodes montrent une augmentation de la mortalité et une
inhibition de la croissance et de la reproduction des organismes exposés au sédiment prélevé en aval
du rejet potentiel du site de Beuvry-la-forét. En revanche, aucun effet significatif n’a été observé pour
les essais menés sur le sédiment prélevé en amont de ce méme site. Concernant les autres
sédiments, nous n‘avons pas mis en évidence d’augmentation significative de la mortalité des
nématodes. D’autre part, la reproduction des organismes a été significativement plus importante en
comparaison avec les organismes exposés substrat artificiel (ISO 10872), avec en moyenne 160 a
166 juvéniles par organisme adulte pour les sédiments provenant des sites de Bolbec (usine et
piscine). Cependant, le nombre de juvéniles par adulte se trouve étre du méme ordre de grandeur en
comparaison avec les résultats obtenus pour le sédiment provenant du site de « référence »
(Cressonniere Houdancourt). Ce constat, similaire a ce qui avait été observé pour les ostracodes, met
en évidence les limites de l'utilisation de substrats artificiels témoins pour ces essais, et conduit
finalement a s’interroger sur le choix de la matrice « contr6le » a utiliser dans le cadre de I'étude de
I'écotoxicité des sédiments en place.
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Tableau 8 : Résultats obtenus pour les essais nématodes et ostracodes réalisés sur les sédiments naturels

Nématodes Ostracodes
Sédiments Mortalité (%) Croissance (um) Reproduction Mortalité (%) Taux de croiss.
Moyenne Ec-type Moyenne Ec-type %CV Moyenne Ec-type %CV Moyenne Ec-type Moyenne Ec-type %CV

Controle (série 1) - - - - - - - 3.3 5.2 1.93 0.09 4.5
Etang St-Pierre - - - - - - - 20.0 35.2 2.43* 0.24 9.8
Etang Noir - - - - - - - 53.3* 23.4

Madic - - - - - - - 100.0* 0.0

La Joncheére St-Maurice - - - - - - - 3.3 5.2 2.52* 0.16 6.5
Malessard - - - - - - - 73.3* 10.3

Controle (série 2) 25 5.0 1150.8 36.4 3.2 120.5 6.6 5.5 5.0 8.4 1.88 0.10 5.4
Bolbec (Piscine) 25 5.0 1166.5 67.2 5.8 160.1* 23.0 14.4 18.3* 16.0 3.15* 0.11 3.6
Bolbec (Usine) 5.0 10.0 1132.5 42.3 3.7 166.2* 31.8 19.2 0.0 0.0 2.77* 0.09 31
Beuvry-la-forét (amont) 10.0 14.1 1262.8 70.9 5.6 127.5 19.8 15.6 10.0 11.0 3.40* 0.10 2.9
Beuvry-la-forét (aval) 40.0 40.8 1009.9* 45.0 4.5 89.1 25.0 28.1 5.0 55 3.37* 0.13 3.9
Cress. Houdancourt (site de référence) 0.0 0.0 1291.0* 39.6 3.1 189.5* 8.2 4.3 5.0 5.5 3.84* 0.18 4.7

* différences significatives par rapport au contréle au risque de 5% (test de Mann et Whitney) ; nc : non calculable
les valeurs grisées sont présentées a titre informatives au regard du faible nombre d’organismes ayant survécu
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7. BILAN

Les travaux menés au cours de I'année 2013 ont permis la mise en place des protocoles pour la
réalisation de l'essai de mortalité et d’inhibition de la croissance des ostracodes et de I'essai
d’inhibition de la croissance et de la reproduction des nématodes, dans un contexte de caractérisation
de I'écotoxicité des sédiments en place.

Les résultats obtenus concernant les substrats artificiels ont montré que l'utilisation de sable n’était
pas une matrice appropriée pour la réalisation des essais ostracodes. Le sédiment artificiel proposé
par la ligne directrice OCDE 218 a permis, au contraire, d’obtenir des résultats valides et répétables en
comparaison avec les autres substrats testés. Il convient par conséquent de s’interroger quant a la
pertinence des informations indiquées dans le texte normatif actuel, notamment en ce qui concerne le
choix du substrat de référence a utiliser pour la réalisation de I'essai.

Concernant les essais sur nématodes, I'utilisation de sable grossier ou ayant granulométrie moyenne
n'ont pas permis de satisfaire aux criteres de validité. En revanche, le sable HN38, ainsi que
'ensemble des sédiments artificiels testés ont permis la survie, la croissance et la reproduction des
nématodes. L'utilisation du sédiment artificiel OCDE 218 en tant que sédiment commun aux essais
sera a confirmer par la suite.

Les premiéres séries d’essais menées sur les sédiments naturels ont permis de discriminer les
différents sédiments testés en termes d’écotoxicité (Beuvry-la-forét amont vs Beuvry-la-forét aval).
Néanmoins, l'utilisation d’'un substrat artificiel en tant que sédiments de controle s’est révélé étre
limitant au regard des résultats obtenus pour les paramétres de croissance des ostracodes, de
croissance et de reproduction des nématodes pour les organismes exposés aux sédiments naturels
potentiellement contaminés ou non. Il conviendrait par conséquent pour ce type d’approche, d’inclure
un sédiment naturel provenant d'un site de « référence », en complément des substrats artificiels
actuellement recommandes.

Les travaux obtenus sur ces deux essais seront poursuivis et complétés au cours de I'année 2014 par
la mise en place et la validation des essais sur les bactéries (Arthrobacter globiformis) et les végétaux
sédimentaires (Myriophyllum aquaticum).
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naturels
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lllustration de Caenorhabditis elegans (A) et de son cycle de vie au laboratoire (B). (a.)
juvénile stade L1 ; (b.) ceufs ; (c.) adulte hermaphrodite gravide.
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