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Résumeé

En Suisse, le recours a des tests écotoxicologiques (bioessais) pour I'évaluation des at-
teintes a la qualité des eaux ou des sédiments ne sont pas prescrits par la Iégislation, que ce soit
pour la protection des eaux de surface ou dans le cadre de l'investigation des sites pollués. Pour
ces derniers, selon 'ordonnance sur I'assainissement des sites pollués (OSites), I'évaluation du
danger des substances polluantes est réalisée a I'aide d’analyses chimiques pour chaque pol-
luant individuel. Les concentrations mesurées sont comparées a des valeurs limites établies sur
la base de données de toxicologie humaine. Dans le cadre de I'estimation des atteintes aux éco-
systémes, les tests écotoxicologiques peuvent toutefois constituer une méthode complémentaire
pertinente. Ces derniers avaient été proposés dans une aide a I'exécution, désormais plus en
vigueur, pour I'évaluation des lixiviats de sites pollués (par ex. sites contaminés et décharges).
Cette aide a I'exécution recommandait I'utilisation d'une série de tests écotoxicologiques (sur des
bactéries luminescentes, des algues et des crustacés) et, dans certains cas, des études complé-
mentaires de génotoxicité ou de toxicité chronique. Malgré le retrait de I'aide a I'exécution, des
tests écotoxicologiques ont continué et continuent d’étre appliqués régulierement dans des pro-
jets mandatés par des autorités cantonales ou communales. Les bioessais peuvent se montrer
trés intéressants, puisqu’ils tiennent compte de la mobilité, du mélange et de la biodisponibilité
des substances chimiques et renseignent sur la dangerosité de ces derniéres sur les organismes
aquatiques. Les bioessais avec les sédiments peuvent aussi se révéler pertinents dans le
contexte des sites pollués dans les eaux de surface. Le présent rapport constitue une vue d’en-
semble des méthodes écotoxicologiques qui peuvent étre utilisées pour évaluer des sites conta-
minés afin de déterminer si et comment elles peuvent étre envisagées pour une nouvelle aide a
I'exécution relative a I'OSites.
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1 Introduction

A ce jour, la Suisse compte environ 38'000 sites pollués, dont environ 4'000 sites contami-
nés, c’est-a-dire des sites risquant de représenter un danger pour ’lhomme et I'environnement,
et qui, de ce fait, nécessitent un assainissement a plus ou moins long terme. Les sites pollués
comprennent notamment les décharges, les sites d’exploitation, les installations de tir ou les lieux
d’accident. Parmi ces 38'000 sites, environ 8’000 se situent a proximité immédiate d’'une eau de
surface (OFEV 2020). Il s’agit de sites pollués au-dessus (env. 1'200 décharges), a c6té (env.
6'400 sites) ou en dessous d’'un cours d’eau (env. 400 sites). Ces sites pollués peuvent porter
atteinte aux écosystemes aquatiques, que ce soit via I'eau de surface et/ou les sédiments. Les
sites pollués peuvent présenter des mélanges de polluants trés hétérogénes, rendant l'interpré-
tation des analyses chimiques parfois complexe, alors que les analyses se limitent & un nombre
limité de substances individuelles. Malgré la constante amélioration des méthodes chimiques et
le recours possible a des analyses semi-quantitatives par screening, la biodisponibilité et les ef-
fets de mélange (effets additifs, antagonistes ou synergétiques) ne peuvent étre évalués que de
maniére limitée par ces approches. De plus, des substances non analysées peuvent étre a I'ori-
gine d’effets sur 'environnement liés a un site pollué. Enfin, les valeurs d’assainissement (valeurs
de concentration) et d’évaluation du danger disponibles dans I'ordonnance sur I'assainissement
des sites pollués (Ordonnance sur les sites contaminés, OSites, RS 814.680) reposent sur la
toxicologie humaine et ne permettent pas d’évaluer le risque des atteintes sur I'environnement.

Les tests écotoxicologiques ou bioessais sont des méthodes utilisant des cellules, des or-
ganismes ou des communautés vivants pour évaluer les effets et la dangerosité des substances
chimiques auxquelles ils sont exposeés seules ou en mélange, telles qu'elles sont présentes dans
les échantillons environnementaux. lls font partie de ce que I'on appelle les « méthodes basées
sur les effets » (« effect-based methods ou EBMs ») qui regroupent les bioessais, les biomar-
queurs et les bioindicateurs (Connon et al. 2012, Wernersson et al. 2014). Les bioessais sont
classés en fonction du niveau d’organisation biologique (des molécules a I'écosysteme), de la
durée (a court terme pour la toxicité dite aigué ou a long terme pour la toxicité dite chronique) et
du mode d’exposition (en laboratoire ou sur le terrain — in situ). Le recours a ces méthodes bio-
logiques peut se montrer trés intéressant, puisqu’elles tiennent compte de la mobilité et la biodis-
ponibilité des substances chimiques et renseignent sur la dangerosité de ces derniéres sur les
organismes aquatiques et benthiques. En Suisse, aucun bioessai n’est prescrit dans la législa-
tion, mais les tests et/ou valeurs seuils écotoxicologiques sont mentionnés dans I'OSites ! et dans
les aides a I'exécution « Cahier des charges pour l'investigation technique des sites pollués »2
(OFEFP 2000), « Exigences applicables au déversement du lixiviat de décharge »3 (Hermanns-
Stengele & Moser 2012) et « Sites pollués et eaux de surface »* (OFEV 2020).

L'ordonnance sur les sites contaminés vise a garantir dans le sens de la loi sur la protection
de I'environnement (LPE, RS 814.01) que « les sites pollués seront assainis s’ils causent des
atteintes nuisibles ou incommodantes a I'environnement, ou s’il existe un danger concret que de
telles atteintes apparaissent ». Selon l'ordonnance sur la protection des eaux (OEaux, RS
814.201 ; art. 1), les eaux superficielles et souterraines doivent étre protégées contre les atteintes
nuisibles et une utilisation durable des eaux doit étre rendue possible. Parmi les objectifs écolo-
giques définis a I'annexe 1 (art. 1(3)), il est notamment stipulé que « la qualité de I'eau doit étre
telle que [...] d’autres substances pouvant polluer les eaux et y aboutir par suite de I'activité hu-
maine [...] n‘ait pas d'effet néfaste sur les biocénoses, ni sur l'utilisation des eaux ». Une aide a

" Dans 'annexe 1 de I'OSites, al. 5 : « Il est possible de renoncer a une analyse du lixiviat selon l'al. 2 lorsque I'on peut
constater, sur la base d’autres indications telles que [...] les analyses écotoxicologiques [...] que la valeur de concentration
a été dépassée ou non ».

2 p. 21 dans le « Programme d’analyse ».

3 p. 20-21 « Procéder a I'examen écotoxicologique du lixiviat déversé et, si le résultat I'exige, durcir ou compléter les
exigences. On pourra renoncer a cet examen si la nature de la décharge et du lixiviat permettent d’exclure la présence
de substances organiques nocives au plan écotoxicologique. »

4 Concernant les sites pollués dans une eau, p. 55 « Outre les investigations sur les déchets et sur les sédiments pollués,
les investigations servant a estimer la mise en danger (par ex. investigations écotoxicologiques) peuvent elles aussi
bénéficier d’'une indemnisation pour autant qu’elles soient nécessaires. »




'exécution publiée en 1999 par I'Office fédéral de I'environnement, des foréts et du paysage
(OFEFP, aujourd’hui Office fédéral de I'environnement OFEV) (« Application de tests écotoxico-
logiques a des lixiviats de sites pollués », OFEFP 1999), a été utilisée par certains cantons dans
les années 2000 afin d’évaluer le potentiel écotoxicologique des sites pollués, notamment des
décharges, via la qualité des eaux de percolation, souterraines ou de surface. Ce document dé-
finissait les modalités d’intégration de I'approche écotoxicologique dans le processus général fixé
par I'OSites a chaque étape des investigations, de la surveillance et de I'assainissement des sites
pollués. Aujourd’hui cette aide a I'exécution n’est plus en vigueur mais I'intérét d’utiliser des ap-
proches écotoxicologiques dans I'évaluation des atteintes a I'environnement des sites pollués
subsiste et s’est accentué ces derniéres années.

Plus récemment, en 2020, I'OFEV a publié une aide a I'exécution consacrée aux sites pol-
lués a proximité des eaux de surface (« Sites pollués et eaux de surface », OFEV 2020). Cette
publication aide a déterminer concrétement quels emplacements pollués se trouvant dans, au-
dessus, ou a proximité d’'une eau de surface constituent des sites pollués au sens de I'OSites et
lesquels n'ont pas besoin d’étre évalués ni assainis en vertu de ladite ordonnance. A cette fin,
elle classe les sites pollués a proximité d’eaux de surface en trois catégories : (i) sites pollués au
bord d’'une eau, (ii) sites pollués au-dessus d'une eau et (iii) sites pollués dans une eau. Pour
chacune de ces catégories, I'aide a I'exécution indique si et comment les sites doivent étre exa-
minés, évalués et éventuellement assainis conformément aux dispositions de I'OSites.

Les eaux de surface intégrant I'eau et les sédiments, ces derniers peuvent aussi contribuer
au danger que représente un site contaminé proche des eaux de surface. Ainsi, les investigations
destinées a établir si un site pollué peut causer des atteintes nuisibles ou incommodantes a I'eau
de surface pourront inclure a la fois les phases aqueuses - par ex. les lixiviats5, les eaux de
percolation®, ou les eaux superficielles - et les sédiments. Alors que l'aide a I'exécution « Sites
pollués et eaux de surface » reconnait la nécessité d'évaluations écotoxicologiques, aucune dis-
position détaillée ne précise si I'évaluation basée sur une approche chimique (et la comparaison
avec les critéres de qualité environnementale basées sur les effets écotoxicologiques) est suffi-
sante ou si des outils supplémentaires, tels que des bioessais, sont nécessaires pour réduire
l'incertitude de I'évaluation et de la prise de décision, que ce soit pour les contaminants dissous
dans les phases aqueuses ou pour les sédiments contaminés.

Le but du présent rapport est ainsi de donner un apergu et une mise a jour des outils
écotoxicologiques disponibles dans le cadre de I'évaluation des atteintes a I'environnement des
sites pollués en lien avec la qualité des eaux de surface. L'objectif principal est de déterminer, si
et quels tests écotoxicologiques peuvent étre utiles pour :

i.  évaluer la toxicité d’un site pollué et le danger qu’il représente pour les écosystémes,

ii. évaluer le besoin d'assainissement d'un site pollué,

iii. surveiller I'évolution dans le temps des effets toxiques d’'une pollution sur un écosystéme,

iv. déterminer le niveau de toxicité en aval d’un site pollué par rapport a 'amont, et si la
différence est pertinente pour la prise de mesures sur le site pollué,

v. définir les buts d’assainissement, et

vi. évaluer l'efficacité des mesures d’assainissement.

Afin d’atteindre cet objectif une revue de la littérature et des méthodes appliquées par d’autres
pays a été réalisée. La synthése de cette revue devrait permettre d’identifier les cas ou il serait
pertinent de faire des tests écotoxicologiques, et a quelle(s) étape(s) des investigations.

En raison des ressources limitées consacrées au projet, I'analyse de la littérature s'est
concentrée sur les approches et cadres réglementaires nationaux et internationaux, tandis que
la littérature scientifique n'a pas fait I'objet d'un examen exhaustif et que seuls quelques exemples

5 « Echantillon liquide résultant d'un passage de I'eau au travers de matériaux présents sur le site au moyen d'un essai
de lixiviation sur colonne effectué au laboratoire » (OFEFP 1999).

6 « Eaux s'étant chargées de polluants en percolant au travers d'un site pollué, peuvent étre assimilées aux lixiviats »
(OFEFP 1999).




sont fournis. Néanmoins, il constitue une base de connaissances qui permettra par la suite de
traiter plus en détail des limites, des avantages et des désavantages des différents tests, et de
proposer un cadre d'interprétation au regard des critéres de qualité de I'eau et des sédiments et
des valeurs OSites. Le but étant d’envisager les tests écotoxicologiques comme une aide a la
décision en complément de I'approche développée dans I'OSites basée sur des analyses chi-
miques.

En fonction des pratiques actuelles et des documents d'orientation disponibles, le présent
rapport est organisé comme suit : dans une premiére partie, des approches écotoxicologiques
concernant des lixiviats et des phases aqueuses de sites pollués et des déchets sont expliquées,
ainsi que les outils disponibles issus de la biosurveillance. Dans une deuxieéme partie, I'étude de
la qualité des sédiments en Suisse est présentée, suivie par des concepts de gestion des sédi-
ments contaminés en Amérique du Nord et en Europe. Enfin, les conclusions proposent des ap-
proches et des tests écotoxicologiques a mettre en ceuvre lors des différentes phases du traite-
ment des sites pollués, ainsi que des travaux futurs a envisager.



2 Evaluation écotoxicologique des lixiviats et des matrices
aqueuses

Au sens de I'OSites, différents types d’échantillons aqueux peuvent étre prélevés sur un
site pollué. On distingue les émissions - c’est-a-dire les eaux de percolation, les lixiviats, les écou-
lements de surface ou les eaux d'accumulation provenant d'un site pollué et parvenant a I'envi-
ronnement - et les immissions, c’est-a-dire des échantillons reflétant les atteintes aux biens a
protéger. Dans ce dernier cas, il s’agit d’évaluer la qualité des eaux de surface recevant des
émissions de sites contaminés.

2.1 Aide a I'exécution pour I'application de tests écotoxicologiques sur
lixiviats en Suisse

Publié en 1999, un an apreés I'entrée en vigueur de I'ordonnance sur les sites contaminés
(OSites), une aide a I'exécution intitulée « Application de tests écotoxicologiques a des lixiviats
de sites pollués » avait pour but d’aider a I'estimation de la mise en danger des écosystémes
aquatiques liée aux sites contaminés (OFEFP 1999). L’aide a I'exécution fut rédigé par Kristen
Becker van Slooten, Dominique Rossel et Joseph Tarradellas, chercheurs dans le groupe Ges-
tion des écosystémes — écotoxicologie a I'Institut de 'aménagement des terres et des eaux de
I'EPF Lausanne, avec I'accompagnement des cantons de Berne, Fribourg, Genéve, Jura, Tessin,
Valais et Vaud, de 'OFEFP et de bureaux d’études. La production de ce document avait été
supportée par 'OFEFP et la « Commission intercantonale romande pour le traitement des dé-
chets » (CIRTD).

L’objectif était de recommander des outils pour une « application aisée, objective et équi-
table de I'ordonnance sur les sites contamines (OSites) » afin d’évaluer les atteintes a I'environ-
nement et la mise en danger. L’approche proposée et le choix des bioessais s’étaient basés sur
des expériences passées sur plusieurs sites pollués en Suisse (Arrizabalaga 1997) ainsi que
d’études de pays limitrophes (Scheibel et al. 1991, Clément 1994, Clément et al. 1996, Clément
et al. 1997). L’écotoxicologie est alors mise en avant pour plusieurs points positifs par rapport
aux analyses chimiques seules, a savoir la complémentarité aux analyses chimiques : effets des
mélanges de plusieurs substances, substances inconnues, analyses colteuses et/ou complexes,
et 'intégration de la biodisponibilité, mobilité et comportement des substances. L’optimisation des
colts était également mise en avant dans le cadre de I'assainissement des sites contaminés.
Selon l'aide a I'exécution, le recours a des tests écotoxicologiques promettrait d’obtenir un niveau
de protection adéquat, en évitant toute dépense non justifiée. Une nouvelle étude, plus approfon-
die, sur les colts des approches s’avererait cependant nécessaire, du fait de I'évolution rapide
des techniques (bio-)analytiques.

La batterie de tests écotoxicologiques in vivo proposée dans I'aide a I'exécution comprenait
un test d’inhibition de la bioluminescence d’une bactérie (Aliivibrio fischeri) (ISO 2007a), un test
d’inhibition de la croissance d’une algue verte (Raphidocelis subcapitata) (ISO 2012a), et un test
de mortalité sur un crustacé (Daphnia magna) (ISO 2012b). Ces tests sont aujourd’hui tous stan-
dardisés et encore utilisés. La recommandation de cette batterie était accompagnée d’'une sug-
gestion de recourir a d’autres tests, en particulier si aucun effet n’était observé alors qu’ils étaient
attendus (substances toxiques présentes). « Une certaine liberté est laissée pour le choix des
tests ». Selon les résultats des tests, les échantillons étaient classés en « non toxique »,
« moyennement toxique » ou « fortement toxique » (OFEFP 1999).

L’examen écotoxicologique reste recommandé aujourd’hui dans le cas de déversement de
lixiviats de décharge dans I'aide a I'exécution « Exigences applicables au déversement du lixiviat
de décharge » publié par TOFEV en 2012 (Hermanns-Stengele & Moser 2012). Il y est constaté
que I'examen écotoxicologique « a pour but de montrer si I'état du cours d’eau requiert une adap-
tation des exigences relatives au déversement de lixiviats de décharge ». Aucun bioessai ni pro-
cédure concréte n’est cependant proposé, car « la mise au point des procédures de test n’est de




loin pas achevée ». Il est ainsi consigné de faire appel a des spécialistes au fait des derniers
développements, comme le Centre Ecotox. Aussi, il est précisé que « lorsqu’on constate qu’un
lixiviat de décharge exerce des effets écotoxicologiques négatifs, il faut tacher de déterminer les
substances en cause. » (Hermanns-Stengele & Moser 2012).

2.2 Quelques exemples d'études d'évaluation écotoxicologique des lixi-

viats en Suisse

Depuis la publication de l'aide a I'exécution en 1999, plusieurs études écotoxicologiques

sur les lixiviats ont été menées en Suisse, incluant ces tests et des tests supplémentaires, qui ont
été ajoutés selon 'avancement des développements dans le domaine (toxicité chronique, modes
d’action spécifiques). Quelques exemples sont listés ci-dessous :

En 2001 et 2003, la qualité des eaux percolant a travers d’'une décharge du canton de Vaud
a été étudiée du point de vue physico-chimique et écotoxicologique (Santiago 2004). La bat-
terie des trois tests écotoxicologiques de l'aide a I'exécution été appliquée sur les lixiviats
(amont et aval de la décharge) et sur des échantillons d’eau souterraine prélevés dans des
piézomeétres situés sous la décharge et dans l'aquifére. Une toxicité chronique importante
des eaux souterraines avait été décelée selon le test sur les algues vertes. Selon le systéme
de classification de I'aide a I'exécution, les eaux de I'aquifére local étaient donc considérées
comme fortement toxiques, ce qui corroboraient globalement bien avec les informations four-
nies par les analyses chimiques, notamment au regard des concentrations en zinc et compo-
sés organiques halogénés adsorbables (AOX). Le potentiel écotoxicologique des eaux de
'aquifére, équivalent au taux de dilution qui serait nécessaire aprés immission afin de res-
pecter les seuils limites dans le milieu récepteur, avait été le plus élevé au regard des bioes-
sais. A notre connaissance, aucune étude écotoxicologique n’avait ét¢ menée dans le ruis-
seau en aval de la décharge, bien que cela aurait pu renseigner sur I'impact écologique du
site pollué sur les eaux de surface en aval.

En 2009, un rapport du Centre Ecotox, avec Soluval Santiago, présentait une évaluation éco-
toxicologique des eaux de lixiviat d’'une décharge avec une batterie nouvelle : un test de toxi-
cité dit « combiné » avec l'algue verte R. subcapitata (inhibition de la photosynthése et de la
croissance, en cours de normalisation), un test de toxicité aigué avec un amphipode (Gam-
marus fossarum) ainsi qu’un test chronique d’inhibition de la reproduction avec une autre
espece de daphnie (Ceriodaphnia dubia) (ISO 2008a) (Kienle et al. 2009). Aucun effet toxique
n'avait été observé, démontrant qu'aucune atteinte sur I'écosystéme aquatique n’était atten-
due.

En 2010 le potentiel écotoxicologique des lixiviats de plusieurs décharges a été évalué selon
les trois tests de I'aide a I'exécution avec les bactéries luminescentes, les algues et les daph-
nies (résultats non publiés). Les résultats des tests écotoxicologiques ont montré une toxicité
dans les échantillons non dilués, mais celle-ci n'était déja plus mesurable a de faibles dilu-
tions. L'une des conclusions était que ces résultats devaient toutefois étre interprétés en
termes d'exposition chronique. Il était recommandé d’appliquer des bioessais spécifiques et
chroniques, mais que ceux-ci seraient appréhendés uniguement comme résultats complé-
mentaires aux analyses chimiques.

En 2015, le potentiel écotoxicologique des lixiviats de trois décharges a été évalué selon le
test d’inhibition de la bioluminescence sur la bactérie A. fischeri, le test algue combiné, le test
daphnie, et des tests a mécanismes d’action spécifiques : la mesure d’activité oestrogénique
dans le « Yeast Estrogen Screen » (YES) (ISO 2018a), d’activité androgénique dans le
« Yeast Androgen Screen » (YAS) et de mutagénicité dans le test de fluctuation d’Ames (ISO
2005a). Le Centre Ecotox avait réalisé le test algue combiné qui avait montré I'absence d’effet
écotoxicologique.

En 2023 une étude menée par le bureau d’experts bafob GmbH et le Centre Ecotox, manda-
tée par 'OFEV s’est penchée sur les perturbateurs endocriniens présents dans les plastiques



liquides utilisés dans les produits de construction et qui finissent par se retrouver dans les
décharges (Dilmi et al. 2023). Plusieurs bioessais utilisant des bactéries luminescentes, des
algues et des daphnies ont été utilisés pour I'évaluation écotoxicologique, en plus de tests in
vitro spécifiques tels que le test de génotoxicité umu (ISO 2000a) et I'activité cestrogénique
(ERa-CALUX®7) (ISO 2018b, OECD 2021). L'évaluation a montré une forte toxicité des lixi-
viats et des résultats préoccupants en ce qui concerne I'élimination des déchets de construc-
tion contenant des résines époxy dans les décharges de type B.

e En cours au Centre Ecotox, un projet sur les eaux claires et mixtes d’'une décharge teste de
nouvelles méthodes. En effet, un panel de huit tests in vitro CALUX® a été mis en place pour
évaluer la toxicité cellulaire, le métabolisme des polluants, le stress oxydatif, I'activité cestro-
génique et anti-androgénique, la génotoxicité et la présence de substances per- et polyfluo-
roalkylées (PFAS) (modification du métabolisme thyroidien) ou d’hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP) (se liant spécifiquement au récepteur d'aryl hydrocarbone, AhR), sur des
cellules humaines (van der Burg et al. 2013). De plus, un test sur embryons de poisson (dé-
veloppement et survie) (OECD 2013) a été ajouté.

En résumé, la batterie de tests écotoxicologiques recommandée dans I'aide a I'exécution de
1999 a peu a peu été remplacée ou complétée par des tests de toxicité chronique permettant
d’étudier les effets a plus long terme d’'une contamination (par ex. test de reproduction avec C.
dubia), et de plus en plus par des tests a mécanismes d’action spécifiques (par ex. le test de
génotoxicité umu). Ces tests supplémentaires étaient cependant déja listés dans '’Annexe 3 de
l'aide a I'exécution de 1999. En outre, les bioessais in vitro mentionnés ci-dessus, tels que les
tests CALUX® pour la détection de différents effets spécifiques et le test de 'embryon de poisson,
permettent de détecter d'autres groupes de substances et effets importants.

2.3 Surveillance de la qualité des eaux en Suisse

En Suisse, les approches écotoxicologiques sur les échantillons liquides de l'aide a I'exécu-
tion de 1999 ont également été appliquées sur des échantillons environnementaux dés le début
des années 2000, notamment au sein d’'un groupe de travail de la Commission internationale de
protection des eaux du Léman qui a publié un guide en 2002 (Santiago et al. 2002). Plus tard,
dans la convention OSPAR (OSPAR 1992), dont la Suisse fait partie, le WEA pour « whole ef-
fluent assessment » ou évaluation globale des effluents a été développé (OSPAR 2007).

En 2015 une vue d'ensemble des bioessais aquatiques disponibles pour évaluer la qualité
de I'eau a été élaborée au Centre Ecotox et publiée dans un rapport d’experts (Kienle et al. 2015a)
avec I'objectif d’'intégrer I'écotoxicologie dans le systéme modulaire gradué (https://modul-stufen-
konzept.ch/fr/modul-stufen-konzept/). Afin de sélectionner des bioessais appropriés, une re-
cherche bibliographique, une enquéte auprés d'experts et un atelier d'experts ont été menés.
L'objectif de ces travaux était d'identifier les mécanismes d'action biologiques les plus pertinents
des polluants environnementaux et les bioessais permettant de mesurer ces effets. Pour I'éva-
luation des bioessais, plusieurs critéres ont été définis, comme : (i) I'applicabilité aux échantillons
environnementaux, (ii) la sensibilité, (iii) la robustesse, (iv) le degré de validation / standardisation,
(v) la rentabilité et bonne applicabilité de routine, (vi) I'applicabilité dans les laboratoires de pro-
tection des eaux et les laboratoires privés. En outre, il a été tenu compte de l'interprétabilité (par
ex., le test peut-il trancher entre des conditions acceptables et inacceptables d'une maniére scien-
tifique et juridiquement valable ?), la pertinence (par ex., peut-on établir un lien avec des effets
négatifs a d'autres niveaux d'organisation biologique ?) et les propriétés de prédiction (par ex., le
test permet-il de tirer des conclusions sur les effets avant I'apparition de Iésions graves (systéme
d'alerte précoce) ?). Par la suite, une évaluation sommaire de la qualité de I'eau dans les cours
d'eau pollués par des effluents d'épuration a I'aide de bioessais écotoxicologiques incluant, dans

7 Les tests CALUX pour « Chemically Activated Luciferase gene eXpression » sont des tests écotoxicologiques basés sur
la bioluminescence qui reposent sur des cellules modifiées pour exprimer un gene de luciférase lorsqu’une substance
chimique spécifique se lie a un récepteur spécifique, par exemple les récepteurs intracellulaires des cestrogenes pour le
test ER-Calux®.
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un premier temps, le test algues combiné et un test pour I'évaluation des substances d’activité
cestrogénique a été proposée (Kienle et al. 2015b, Kienle et al. 2015c). Les méthodes considé-
rées comme appropriés pour I'évaluation de la qualité des eaux usées et de la qualité des eaux
superficielles conviennent en principe aussi a I'évaluation des lixiviats de décharges.

Ci-dessous, plusieurs exemples de projets, menés par ou impliquant le Centre Ecotox, abor-

dant I'utilisation des tests écotoxicologiques dans différents contextes, tels que le suivi de I'impact
des stations d’épuration, la biosurveillance ou la qualité des eaux karstiques sont cités :

Les premiers travaux concernaient I'évaluation de la qualité des eaux usées et des traite-
ments avancées avec plusieurs études ces quinze derniéres années (Abegglen et al. 2009,
Stalter et al. 2010, Bundschuh et al. 2011, Kienle et al. 2011, Margot et al. 2013, Schindler
Wildhaber et al. 2015, Volker et al. 2019, Kienle et al. 2022). Des tests écotoxicologiques ont
notamment été réalisés pour quantifier les changements dans la qualité de I'eau aprés ozo-
nation et/ou traitement avec charbon actif. Il s'agissait de bioessais in vitro pour la détection
des effets endocriniens, génotoxiques et mutagénes, ainsi que de la toxicité pour les algues
vertes et les bactéries, et des bioessais in vivo utilisant des invertébrés, comme les oligo-
chétes, les daphnies, les gammares, et les premiers stades de la vie de la truite arc-en-ciel.
Les résultats des essais biologiques ont montré que les traitements avancés peuvent éliminer
un large spectre de micropolluants et des effets associés a plus de 80 %. Afin de réduire le
risque d'introduction de produits de transformation toxiques et biodégradables dans la masse
d'eau, l'ozonation devrait toujours étre suivie d'une étape avec une activité biologique, par
exemple un filtre a sable ou un traitement avec charbon actif (Kienle et al. 2015b, Kienle et
al. 2022). Sur la base de ces études, la méthode de test de I'ozone du VSA a été développée
a 'Eawag (Schindler Wildhaber et al. 2015, Wunderlin et al. 2015). Cette procédure de test
permet d'évaluer si une eau usée est adaptée a I'ozonation. Cette procédure doit aujourd'hui
étre utilisée par tous les exploitants de stations d'épuration qui envisagent d'appliquer cette
méthode d'épuration plus poussée a leurs eaux usées (Grelot et al. 2020). Dans le cadre de
cette évaluation, les bioessais fournissent donc des informations importantes pour décider
de la mise en place d'une ozonation ou non.

Toujours dans le domaine des eaux usées, dans le cadre du projet « Ecoimpact » de 'Eawag,
les tests écotoxicologiques ont été appliqués afin d’évaluer la qualité de 'eau en amont et en
aval de stations d’épuration dans cours d’eau de taille petite a moyenne (Kienle et al. 2015c,
Kienle et al. 2019). En 2024, un projet mandaté par le canton de Soleure a démarré dans le
but de contrdler I'efficacité de la station d’épuration de Falkenstein avant et aprés son exten-
sion selon des tests écotoxicologiques réalisés avec des échantillons d’eau de la Dinnern
(Kienle et al. 2024).

Récemment, une surveillance automatisée de la qualité des eaux urbaines et industrielles a
été testée en utilisant des organismes aquatiques : I'algue Chlorella vulgaris (Algae Toxime-
ter, http://www.bbe-moldaenke.de), D. magna (DaphTox Il, www.bbe-moldaenke.de) et 'am-
phipode Gammarus pulex (Sensaguard, www.remondis-aqua.com/). Ces systémes de tests
pourraient étre utilisés comme signaux d’alarme précoce de changement de la composition
des eaux usées, si possible aussi en paralléle avec I'analyse chimique (instantanée ou en
échantillons composites) (Kizgin et al. 2023, Kizgin et al. 2024).

Publié en 2017, le projet « Kartox » visait a évaluer I'écotoxicité d’échantillons ponctuels
d’eau issus de six exutoires karstiques a 'aide de tests écotoxicologiques in vitro (six tests
CALUX®), et in vivo (A. fischeri, D. magna, C. dubia, R. subcapitata, la lentille d’'eau Lemna
minor (ISO 2005b) et le rotifere Brachionus calyciflorus (ISO 2008b)) (Ferrari et al. 2017). |l
visait également a fournir des recommandations quant a I'utilisation possible des bioessais
en complément aux approches de caractérisation physico-chimique pour I'évaluation des
sites pollués par des déchets se trouvant en milieu karstique.

Les tests écotoxicologiques ont également été appliqués dans plusieurs projets de sur-
veillance de la qualité de petits cours d’eau. En 2021, une batterie de 15 tests in vitro et in
vivo, pour la plupart standardisés, a été appliquée sur 15 échantillons d’eau de surface pré-
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levés sur des sites a exploitation extensive, agricole ou agricole et urbaine. Les bioessais qui
présentaient la plupart des dépassements de seuils basés sur les effets étaient plusieurs
tests avec géne rapporteur CALUX®, de méme que le test algues combiné (paramétre inhi-
bition de la croissance) et les tests de toxicité aigué avec des embryons et une lignée cellu-
laire de poisson (Kienle et al. 2023a, Kienle et al. 2023b). Des biomarqueurs ont également
été analysés dans des truites de riviéres capturées sur le terrain (Voisin et al. 2023). A la
suite de ce projet pilote, deux projets dans les cantons de Genéve (Ruisseau des Marais) et
de Berne (La Suze) ont été menés dans des rivieres qui subissent une diminution des popu-
lations de poissons.

En résumé, les différents projets cités ci-dessous ont montré une complémentarité des tests
écotoxicologiques avec les analyses chimiques, en améliorant notamment la détection de sites
présentant une atteinte de I'écosystéme aquatique, ou en agissant comme signal précoce
d’alerte. Pour constituer une batterie, le choix des bioessais est & adapter a I'objectif de I'étude.
De fagon générale, cependant, on tachera de vérifier la présence d’au moins trois niveaux tro-
phiques différents, un producteur primaire, un consommateur primaire et un consommateur se-
condaire, ainsi que des effets spécifiques adaptés a la pollution attendue sur les sites. A ce jour
en Suisse, une utilisation réguliere des bioessais aquatiques est observée dans le cadre de la
mise en place de systémes d’ozonation dans les stations d’épuration, mais aussi de plus en plus
dans les campagnes de surveillance de la qualité des eaux de surface des cantons.

2.4 Apercu de I'application des bioessais aquatiques en Europe

En Europe, I'évaluation écotoxicologique des lixiviats est effectuée selon des batteries de
bioessais similaires a celles recommandées dans I'aide a I'exécution de 1999 en Suisse. Par
exemple, dans le cadre de la directive européenne 2008/98/CE relative aux déchets (CE 2008),
quinze critéres HP (pour « Hazardous Property ») sont appliqués afin de décider qu’un déchet
est dangereux ou non dangereux. Le critere HP14 (écotoxique) désigne les « déchets qui pré-
sentent ou peuvent présenter des risques immédiats ou différés pour une ou plusieurs compo-
santes de I'environnement » et implique la conduite de tests écotoxicologiques sur les lixiviats,
avec le test de bioluminescence sur les bactéries, le test de toxicité aiglie sur les daphnies, le
test d’inhibition de la croissance des algues et le test chronique de reproduction sur la cériodaph-
nie ou le rotifére. Une seule réponse toxique suffit a classer le déchet comme écotoxique (UBA
2013).

En Allemagne, par exemple, cette directive a été transposée dans la |égislation en 2002 (UBA
2013). Une grande recherche bibliographique avait permis de sélectionner des tests écotoxicolo-
giques et dériver des seuils de toxicité (LUBW 2004a, b). Un essai circulaire international a éga-
lement été effectué (Becker et al. 2007). Toujours en Allemagne, I'application de tests écotoxico-
logiques aux eaux souterraines dans le cadre du suivi de sites pollués de type décharge a été
discutée dans plusieurs états fédéraux et dans différents groupes de travail, comme par exemple
en Hesse (HLUG 2014). Le guide issu de ces travaux pourra se montrer utile dans certains cas,
mais au moment de la publication il n’était pas prévu que les tests écotoxicologiques soient inté-
grés dans la procédure de gestion des sites contaminés.

Aux Pays-Bas les recommandations pour les batteries de tests, in vivo mais de fagon nova-
trice aussi in vitro, s’étendent en plus des lixiviats et des eaux souterraines aux eaux de surface
(Fig. 1). Des informations détaillées sont disponibles avec des fiches d’informations sur le site
internet de la STOWA, fondation pour la recherche appliquée en gestion de l'eau
(www.sleutelfactortoxiciteit.nl/verdieping/werken-met-het-bioassayspoor/aan-de-slag-met-stan-
daard-bioassays-gevoelig-en-algemeen) (Pronk et al. 2021). Aucun bioessai n’est cependant im-
plémenté dans la réglementation, mais les discussions continuent au sein du projet « Effect Ba-
sed Monitoring » (EBM) du « Global Water Research Coalition » (GWRC).
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Figure 1 : Mécanismes recommandés par le GWRC a surveiller au moyen de bioessais pour
les eaux usées (« wastewater »), les eaux de surface (« recycled water ») et I'eau potable («
drinking water »), et un ensemble supplémentaire de bioessais (« all ») (Pronk et al. 2021).

Concernant la surveillance des eaux de surface dans le cadre de la directive cadre sur I'eau
(DCE) (CE 2000), le recours a des bioessais a été discuté a plusieurs reprises et a fait I'objet de
plusieurs rapports techniques a I'échelle de I'Europe (Carere et al. 2021) ou dans les pays
membres (ex. en France (Manier et al. 2023)). Le document européen a mis en évidence le po-
tentiel des méthodes basées sur les effets dans le cadre du contrble de surveillance pour établir
un ordre de priorité des masses d'eau a étudier plus en profondeur, ou comme systémes d'alerte
précoce pour des sites situés loin des sources locales et en principe considérés comme ne pré-
sentant pas de risque. lls peuvent également étre utilisées dans le cadre du contrdle d'investiga-
tion pour tenir compte des mélanges ou des produits chimiques inconnus et, en général, pour
apporter un soutien supplémentaire a I'évaluation de la qualité de I'eau (et des sédiments) (Carere
et al. 2021).

En France, un inventaire et une évaluation détaillés des méthodes écotoxicologiques ont été
récemment publiés dans un but d’utilisation dans le cadre de la directive sur 'eau (Manier et al.
2023). Douze pages listent plus de 60 bioessais aquatiques (toxicité générale ou spécifique) et
13 tests in situ (par ex. avec I'encagement d’'amphipodes G. fossarum (AFNOR 2023)) ou de
biosurveillance en continu (par ex. ToxMate Lab, www.toxmate.fr/). Le rapport de synthése du
Centre Ecotox publié en 2015 (Kienle et al. 2015a) et cité plus haut s’est montré étre une base
solide de connaissances pour cet inventaire mais aussi pour I'évaluation et le classement des
tests selon des critéres similaires. Dans le détail, les critéres retenus pour le classement des tests
comprenaient neuf critéres scientifiques (par ex., spécificité de la réponse, normalisation, appli-
cabilité, pertinence écologique, recul sur l'interprétation, etc.) et sept critéres technico-écono-
miques (obtention de I'organisme d’essai, colt, compétences requises, etc.). Le classement des
bioessais a été établi pour deux scénarios d’utilisation en lien avec les objectifs DCE : (i) « Eva-
luation de la qualité des effluents aqueux, impact des rejets sur le milieu récepteur » et (ii) «
Surveillance générale de la qualité des eaux de surface ».

Concernant le scénario i., le rapport recommande une approche graduée pour la réalisation
de bioessais pour la toxicité générale et I'activité endocrinienne. Ainsi, pour I'écotoxicité générale,
il est proposé de travailler en deux phases :

- Phase 1 : la prise en compte a minima des bioessais qui renseignent sur I'écotoxicité aigle
de la matrice a tester pour au moins 2 compartiments trophiques (par ex., producteur pri-
maire L. minor et consommateur primaire D. magna).
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- Phase 2 : en fonction de I'écotoxicité observée, la réalisation d’essais permettant de rensei-
gner sur I'écotoxicité chronique pour au moins 2 compartiments trophiques (par ex., test
croissance algue verte et toxicité chronique sur le rotifére B. calyciflorus).

Concernant le scénario ii., illustré par la figure ci-dessous, le rapport recommande de recourir
a des bioessais de toxicité générale chronique, couplé a des bioessais renseignant sur une toxi-
cité spécifique d’'un mode d’action (Fig. 2). Contrairement a I'évaluation des rejets, il n’y aici pas
de tests de toxicité aigiie. Le choix des bioessais spécifiques doit étre adapté au cas par cas et
selon I'avancement du développement et de la standardisation de nouvelles méthodes.

Bioessais renseignant sur I'écotoxicité générale

— — Exemples de

E ‘ Niveau trophigue 1
%
&

- Détermination de |'effet toxique des constituants de 'eau et
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- Détermination de la toxidté 3 long terme vis-3-vis de D.

magna Straus [I50 10706:2000 / OCDE 211]

Bioessais renseignant sur une écotoxicité spécifique d'un mode d’action

— Exemples de méthodes pertinentes
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Figure 2 : Structure de la batterie de bioessais et exemples de tests possibles, applicables
au scénario ii. « Surveillance générale de la qualité des eaux de surface » (Manier et al. 2023).

Preuve de l'intérét et du besoin de méthodes basées sur les effets, une proposition de modi-
fication de la directive-cadre sur I'eau, la directive sur les eaux souterraines et la directive sur les
normes de qualité environnementale, actuellement en projet au sein de la Commission Euro-
péenne, prévoit des critéres de qualité de I'eau réduits pour les cestrogénes stéroidiens tels que
le 17B-estradiol et mentionne également I'utilisation de bioessais in vitro pour mesurer I'activité
de ces composés (CE 2022).




Dans le cadre de la réglementation sur les déchets, bien que I'évaluation écotoxicologique
des déchets soit une obligation légale en Europe via le critére HP14, les méthodes n'ont pas
encore été validées. Un récent article a cependant été publié par des chercheurs italiens démon-
trant I'utilité d'intégrer I'évaluation écotoxicologique des lixiviats de déchets (batterie de test bac-
térie, algue, daphnie) avant leur mise en décharge et proposant des systémes de classification
nécessaires afin d’intégrer les résultats des tests écotoxicologiques (Alias et al. 2024).

Les tests écotoxicologiques pour les échantillons aqueux ont été regroupés dans le tableau
suivant (Tab. 1) On y retrouve la plupart des tests cités précédemment et d’autres tests standar-
disés ou en cours de standardisation.

1"



Tableau 1 : Liste non exhaustive de tests écotoxicologiques disponibles pour les échantillons aqueux. Les cellules colorées en vert indiquent les tests
intégrés dans des réglementations selon le rapport de Kienle et al. (2015a).

Groupe taxonomique

Méthode et espéce

Effets / Mécanismes

Standard / Référence

Producteurs pri-

Test d'inhibition de croissance aigué/chronique avec des algues (Raphidocelis subca-
pitata)

Inhibition de la croissance

1ISO 8692 (ISO 2012a)

Test combiné sur les algues

Inhibition de la photosynthése et de la croissance

En cours de normalisation ISO

maires (R. subcapitata)
Essai d'inhibition de la croissance des lentilles d'eau I . 1ISO 20079 (ISO 2005b)
Inhibition de la croissance
(Lemna minor, Spirodela polyrhiza) 1ISO 20227 (1ISO 2017b)
Essai de bactéries luminescentes aigués Inhibition de la luminescence ISO 11348 (ISO 2007a)
(Aliivibrio fischeri)
Bactéries

Essai d'inhibition de la croissance des bactéries (chronique)
(Pseudomonas putida, Photobacterium phosphoreum)

Inhibition de la croissance

ISO 10712 (ISO 1995)
DIN 38412-L37 (Deutsches Institut fur
Normung 1999)

Macroinvertébrés
(Consommateurs pri-
maires, broyeurs,
etc.)

Détermination de l'inhibition de la mobilité de Daphnia magna — Essai de toxicité ai-
gué

Inhibition de la mobilité

1ISO 6341 (1ISO 2012b)

Détermination de la toxicité chronique vis-a-vis des puces d'eau
(D. magna, Ceriodaphnia dubia)

Inhibition de la reproduction et mortalité

1ISO 10706 (ISO 2000b)
ISO 20665 (ISO 2008a)

Mesures moléculaires, physiologiques et comportementales chez le gammare (crus-
tacé amphipode), Partie 1 : Dosage de I'activité enzymatique acétylcholinestérase
(AChE)

Effets neurotoxiques (activité enzymatique acétylcho-
linestérase)

AFNOR XP T 90-722-1 (AFNOR 2020a)

Mesures moléculaires, physiologiques et comportementales chez le gammare (crus-
tacé amphipode), Partie 2 : Mesure de marqueurs de reproduction

Inhibition de la reproduction

AFNOR XP T 90-722-2 (AFNOR 2020b)

Mesures moléculaires, physiologiques et comportementales chez le gammare (crus-
tacé amphipode), Partie 3 : Mesure du taux d’alimentation

Effets sur le taux d'alimentation

AFNOR XP T 90-722-3 (AFNOR 2020c)

Encagement in situ de gammares pour la mesure de la bioaccumulation de sub-
stances chimiques

Bioaccumulation

AFNOR NFT90-721 (AFNOR 2023), En
cours de normalisation ISO

Vertébrés (poissons)
(consommateurs se-
condaires)

Détermination de la toxicité aigué des eaux résiduaires vis-a-vis des oeufs de pois-
son-zébre (Danio rerio)

Effets sur la survie des embryons de poissons

ISO 15088:2007 (1ISO 2007b)

Essai de toxicité aigué au stade embryonnaire de poissons (FET)

Effets sur le développement (effets sublétaux) et la
survie des embryons et des larves de poissons

OECD 236 (OECD 2013)

Essai de toxicité aigué pour les poissons

Mortalité

OECD 203 (OECD 1992)

Biomarqueurs moléculaires dans lignées cellulaires de foie de truite arc-en-ciel

Biomarqueurs dans le foie et le cerveau de truites de riviéres prélevées sur le terrain

Effets sublétaux, expression de génes : biotransfor-
mation, stress oxydant, systéme endocrinien, sys-
teme immunitaire, métabolisme, réponse au stress,
réponse aux métaux

par ex. Voisin et al. 2023
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Tableau 1 (suite).

Groupe taxonomique

Méthode et espéce

Effets /| Mécanismes

Standard / Référence

Cytotoxicité

Cytotox-CALUX® (lignées cellules humaines)

Dommages aux composants cellulaires tels que les
membranes, les noyaux cellulaires et les lysosomes

van der Burg et al. 2013

Test sur lignée cellulaire de branchie de truite arc-en-ciel RTgill-W1

Activité métabolique, intégrité de la membrane cellu-
laire et intégrité des membranes lysosomiales

ISO 21115 (1ISO 2019)

PXR-CALUX® (Pregnane X Receptor)

Détection des xénobiotiques

Stress oxydatif

Nrf2-CALUX®

Réaction cellulaire au stress oxydatif

Métabolisme des pol-
luants

PAH-CALUX®

Activation de la réponse cellulaire aux hydrocarbures
aromatiques polycycliques

van der Burg et al. 2013

DR (Dioxin Receptor)-CALUX®

Activation de la réponse cellulaire aux dioxines ou aux
composés de type dioxine

van der Burg et al. 2013, en cours de
normalisation ISO

PFAS-CALUX®

Activation de la réponse cellulaire aux composés alky-
|és per- et polyfluorés (PFAS)

van der Burg et al. 2013

Perturbation endocri-
nienne

Détermination du potentiel oestrogéne de I'eau et des eaux résiduaires, Partie 1 : Es-
sai d'cestrogénicité sur levures (Saccharomyces cerevisiae)

Détermination du potentiel oestrogéne de I'eau et des eaux résiduaires, Partie 2 : Test
d'cestrogénicité (A-YES, Arxula adeninivorans)

Détermination du potentiel oestrogéne de I'eau et des eaux résiduaires, Partie 3 : Es-
sai in vitro sur cellules humaines avec géne rapporteur (p.ex. ER-CALUX®)

Activité cestrogénique

ISO 19040-1 (ISO 2018c)

ISO 19040-2 (ISO 2018a)

ISO 19040-3 (ISO 2018b), OECD 455
(OECD 2021)

Essai d'androgenicité sur levures (Saccharomyces cerevisiae) Anti-AR-CALUX®

Activité (anti-)androgénique

OECD 458 (OECD 2023b)

Génotoxicité et muta-
geénicité

Détermination de la génotoxicité des eaux et des eaux résiduaires a I'aide de I'essai
umu

Génotoxicité

ISO 13829 (ISO 2000a)

Evaluation de la génotoxicité des eaux résiduaires — Essai de Salmonella/microsome
(essai d'Ames-fluctuation)

Mutagénicité

ISO 11350 (ISO 2012c)
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3 Evaluation écotoxicologique des sédiments pollués

Les eaux de surface, lacs, étangs, riviéres et ruisseaux sont des biens a protéger selon
'OEaux. Des sites pollués a proximité immédiate peuvent menacer leur qualité. Les masses
d’eau de surface se composant de différents compartiments, I'eau et les sédiments, tous deux
peuvent étre affectés par un site contaminé a proximité des eaux de surface. De plus, les sédi-
ments peuvent eux-mémes constituer un site pollué sous I'eau. Une difficulté de I'investigation
de tels sites réside notamment de savoir si et quand des sédiments pollués constitueraient un
site pollué au sens de I'OSites. Afin d’engager des mesures pour assainir les sédiments du point
de vue de la législation sur les sites contaminés, il faut montrer que les sédiments font partie d’'un
site pollué et que la contamination des sédiments (et indirectement celle du biote) affecte la qua-
lité des eaux superficielles ou souterraines et empéche leur utilisation (eau potable, péche, pro-
tection de la biocénose protégée...) (OFEV 2020). L’aide a I'exécution publiée en 2020 sur les
sites pollué et eaux de surface, selon la demande des cantons, a pour but de donner un cadre a
cette problématique (OFEV 2020).

3.1 Surveillance de la qualité des sédiments en Suisse

Les sédiments peuvent étre pollués par de nombreuses substances historiques ou ac-
tuelles et il peut en résulter un danger pour les organismes benthiques et sur I'’écosystéme entier.
La publication de la stratégie du Centre Ecotox pour la surveillance de la qualité des sédiments
en Suisse en 2021 (Casado et al. 2021) constitue une aide précieuse pour les gestionnaires pour
la réalisation d’'un échantillonnage selon des méthodes harmonisées et adaptées a I'objectif
d’étude. De plus, le Centre Ecotox, développe des critéres de qualité selon la méthode euro-
péenne pour une liste de substances. Contrairement a la colonne d’eau il n’est pas prévu d’inclure
ces criteres comme valeurs légales dans 'OEaux pour les sédiments. Ces valeurs peuvent ce-
pendant servir de déclencheurs d’investigations écotoxicologiques ou d’analyses chimiques sup-
plémentaires.

En Suisse, au Centre Ecotox, plusieurs projets ont ces derniéres années concerné la mise
en place de tests écotoxicologiques dans le contexte de surveillance de la qualité des eaux de
surface mais aussi dans le cadre d’investigation de sites pollués. Pour ces derniers, nous pou-
vons citer par exemple deux projets récents :

e En 2023, un projet a été mené sur I'impact d’'un site d’entrainement des pompiers sur la
qualité de deux riviéres en aval. Les analyses chimiques ont montré des concentrations en
PFAS importantes et le test écotoxicologique avec I'ostracode Heterocypris incongruens (ISO
2012d) a prouvé une atteinte sur les organismes benthiques (Beauvais et al. 2024).

e Actuellement en cours, un projet étudie la qualité écotoxicologique des sédiments d’'un canal
soumis a des rejets industriels a I'aide d’'une batterie de bioessais comprenant 'ostracode H.
incongruens, le chironome Chironomus riparius (AFNOR 2010) et le nématode Caenorhab-
ditis elegans (ISO 2020).

Pour la surveillance de la qualité des sédiments, nous pouvons citer quelques exemples de
I'application de batteries de tests écotoxicologiques, qui pourraient également étre utiles pour les
études d’atteintes des sites pollués :

e En 2019, pour évaluer la qualité des sédiments de trois canaux du Chablais valaisan, une
approche intégrée de type triade a été adoptée par le Centre Ecotox, mandaté par le canton
du Valais. Cette approche implique trois lignes d’investigations, les analyses chimiques (chi-
mie), les bioessais (écotoxicologie) et I'étude des communautés en place (écologie). Les
bioessais comprenaient le test sur le nématode C. elegans et sur I'ostracode H. incongruens
(Beauvais et al. 2020). La triade a permis de montrer des sites problématiques en termes de
contamination chimique mais aussi en termes d’effets toxiques sur les organismes ben-
thiques.




e En 2021, une campagne de mesure par des bioessais sur plusieurs cantons a permis de
montrer la complémentarité des trois bioessais effectuées sur des sédiments de petits cours
d’eau, le test sur H. incongruens, C. riparius et C. elegans (Casado-Martinez et al. 2023),
mais aussi la complémentarité des bioessais sur sédiments aux bioessais aquatiques (Kienle
et al. 2023a, Kienle et al. 2023b).

e En 2023, dans le cadre de deux projets mandatés par des offices cantonaux, les sédiments
de deux cours d’eau ont été prélevés a la suite de diminutions inexpliquées de populations
de poissons. Les sédiments de trois sites ont été testés avec les bioessais sur 'ostracode H.
incongruens et I'insecte C. riparius. Sur les mémes sites, des échantillons d’eau ont aussi été
testés et les communautés d'oligochétes? étudiées. Dans un de cours d’eau, I'émergence des
chironomes a notamment été réduite de 50 %, signifiant une contamination importante des
sédiments dont il faut encore déterminer la cause (Centre Ecotox, non publiés).

Les bioessais sur les sédiments permettent une complémentarité aux tests aquatiques dans
des études intégrées afin d’évaluer la qualité d’'un cours d’eau. Au cours des projets cités, le test
avec les ostracodes a montré la plus grande sensibilité pour la détection d’effets. Un canton teste
actuellement la mise en place de ce bioessai en routine pour la surveillance de ses cours d’eau
en complément des analyses chimiques. Dans le cadre des études citées ci-dessus et des projets
de développement au Centre Ecotox, le but est de contribuer dans le choix des tests (participation
a des essais circulaires et études aux sites pilotes) et de développer un cadre d’interprétation
pour la Suisse qui pourrait étre utilisé dans les cas de surveillance mais aussi, si envisagé, dans
l'investigation des sites pollués.

3.2 Apercgu des concepts de gestion des sédiments pollués en Amérique
du Nord et en Europe

Pour la gestion des sites pollués, nous pouvons nous référer aux premiers concepts déve-
loppés aux Etats-Unis, pionniers du développement et de I'utilisation des bioessais dans les
cadres d'évaluation de I'assainissement et de la surveillance des sédiments contaminés. En effet,
afin de faciliter I'identification des sites présentant des risques inacceptables pour I'environne-
ment, I'agence américaine de protection de I'environnement (USEPA) a élaboré des orientations
pour la réalisation d'évaluations des risques écologiques dans le cadre du programme Superfund
(Comprehensive Environmental Response, Compensation, and Liability Act of 1980) (USEPA
1997). L'évaluation des risques écologiques est utilisée pour identifier et caractériser les « dan-
gers actuels et potentiels » pour I'environnement résultant du rejet de substances dangereuses
et pour déterminer les niveaux d’assainissement qui protégeraient les ressources naturelles
contre des risques inacceptables. L'évaluation des risques écologiques intégre un large éventail
de bioessais et d'études afin de déterminer s'il existe ou non des risques écologiques inaccep-
tables sur un site, y compris des données des tests de toxicité (USEPA 1999). Dans une premiere
étape de I'évaluation, les concentrations de contaminants mesurées sont comparées a une valeur
de référence ou valeur seuil basée sur l'effet. Les seuils fournissent aux gestionnaires de sites
Superfund un outil destiné a étre utilisé a des fins de sélection uniquement, et ne constituent pas
des critéres réglementaires, des normes d’assainissement spécifiques a un site ou des objectifs
d’assainissement. Si la concentration dans les sédiments dépasse le seuil, une évaluation plus
poussée est justifiée, par exemple via des bioessais, en tant qu’indicateurs du potentiel d’impacts
négatifs sur le terrain et peuvent étre utilisés comme indicateurs d’effets probables sur les objec-
tifs de protection. Par exemple, des effets sur des especes d'invertébrés ou d'algues lors de tests
de toxicité en laboratoire peuvent étre utilisés comme indicateurs d’effets probables alors que
I'objectif de protection est la communauté aquatique dans son ensemble (y compris les poissons

8 La composition de la communauté varie donc en fonction du degré de contamination du milieu. L'Indice Oligocheétes de
Bioindication des Sédiments (IOBS), basé sur la composition de la communauté d'oligochétes des sédiments fins/sableux
des cours d'eau, donne une indication de la pollution de type toxique et vient ainsi compléter I'information écologique
fournie par les autres bioindicateurs, comme I'|BCH pour les macroinvertébrés et le DI-CH pour les diatomées. Pour plus
d’informations : https://www.centreecotox.ch/news-publications/actualites/nouvelle-etape-franchie-pour-lindice-oligochetes-
genetique-pour-les-sediments.
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de niveau trophique supérieur qui dépendent des niveaux trophiques inférieurs de la commu-
nauté). Dans ce concept, les bioessais sont aussi reconnus comme nécessaires pour déterminer
le degré de biodisponibilité d'un contaminant sur un site donné, notamment pour les substances
inorganiques.

Ainsi, aux Etats-Unis, les tests écotoxicologiques ont déja été impliqués dans de nom-
breux cas d’investigation, de surveillance et d’assainissement. Des exemples peuvent étre re-
trouvés sur le site https://www.usgs.gov/search?keywords=sediment+remediation, que ce soit
pour des métaux, y compris le Hg ou des polluants organiques comme les PCB. Par exemple,
des tests de toxicité de contact avec les sédiments avec I'amphipode Hyalella azteca (ISO 2013a)
et le moucheron Chironomus dilutus (ASTM 2020), ainsi que la bioaccumulation avec I'oligochéte
Lumbriculus variegatus, ont été réalisés dans le cadre d'une approche « weight of evidence » afin
d'évaluer les risques et d'établir des objectifs d'assainissement pour les sédiments sur le site
d'Anniston contenant des PCB (Ingersoll et al. 2013).

Toujours en Amérique du Nord, le « cadre décisionnel Canada-Ontario » est un guide
complet pour I'évaluation de la contamination des sédiments des Grands Lacs. Cette derniére
repose sur plusieurs questions, notamment, la présence d’un risque potentiel, la bioampilification,
si les communautés sont affectées, si le sédiment est toxique (Environnement_Canada 2008).
Les tests de toxicité des sédiments sont recommandés si les concentrations d'une ou plusieurs
substances sont supérieures aux seuils et statistiquement différentes des conditions de réfé-
rence, et aprés un jugement d'expert minutieux pour évaluer leur nécessité. Si nécessaires, en
regle générale les tests de toxicité des sédiments en laboratoire sont effectués sur trois ou quatre
especes normalisées, sensibles et appropriées, vivant dans les sédiments et/ou associés aux
sédiments (par ex. Hexagenia, Hyalella, chironomes, oligochétes) qui sont raisonnablement si-
milaires a ceux que l'on trouve (ou que l'on s'attend a trouver) sur le site (sur la base des données
disponibles) et combinent la survie, la croissance et la reproduction (c'est-a-dire les paramétres
aigus et chroniques et les traits biologiques pertinents pour suivre I'impact au niveau des popu-
lations). Une matrice de décision permet de conduire des investigations supplémentaires ou
d’étudier des sédiments plus profonds. Il s’agit donc d’une approche écosystémique pour évaluer
les sédiments et aider a la prise de décisions d’assainissement se basant en priorité sur les ré-
sultats des investigations biologiques.

Un autre exemple, dans le cadre du plan d’action St Laurent 2011-2026, deux tests éco-
toxicologiques sont cités H. azteca (survie, croissance) et C. riparius (survie, croissance) dans
un guide pour la caractérisation physico-chimique et toxicologique des sédiments. Ces tests
doivent étre effectués selon les normes canadiennes dans le cas de dép6t de sédiments dans la
riviere ou des projets de restauration (MELCCFP_Canada 2016).

En Europe, plusieurs revues bibliographiques ont soulevé les différents outils disponibles
et I'intérét que l'investigation des sédiments contaminés pouvait présenter dans I'évaluation de la
qualité de I'eau selon la directive cadre sur I'eau (CE 2010). Par exemple :

- “Contaminated sediment in European river basins” du réseau européen de recherche sur les
sédiments, SedNet (Salomons et al. 2004). Ce document décrit les principales sources, les
processus de transport et les impacts de sédiments contaminés ainsi que les principaux ou-
tils, chimiques, biologiques et études d’impacts, pour les évaluer et les gérer.

- “Integrated Risk Assessments for the Management of Contaminated Sediments in Estuaries
and Coastal Systems” (Apitz 2011). Cette revue a pour but de décrire différents aspects de
I'évaluation de la qualité des sédiments (chimie, écotoxicologie, bioaccumulation) selon dif-
férents objectifs de gestion (assainissement, draguage).

- “Integrated sediment management guidelines and good practices in the context of the Water
Framework Directive” (Ausili et al. 2022). Ce document vise a établir une compréhension
harmonisée du rble des sédiments dans la réalisation des objectifs de la directive-cadre sur
'eau et plus généralement sur la qualité des eaux de surface.



https://www.usgs.gov/search?keywords=sediment+remediation

De fagon volontaire, plusieurs pays européens ont publié des guides sur 'implémentation de
tests écotoxicologiques dans la gestion des sédiments contaminés ou pour la biosurveillance.
C’est le cas par exemple de la Suéde et de la Norvége, la Belgique (région Flandre), des Pays-
Bas, de I'Allemagne et de la France. Néanmoins, il n’est pas prévu d’'implémenter des bioessais
sur les sédiments dans la réglementation de ces pays.

3.3 Exemples de recommandations nationales sur les tests écotoxicolo-
giques sur les sédiments en Europe

3.3.1 Suéde

En Suéde, il n’y a pour 'heure aucun guide officiel pour évaluer le risque des sédiments
contaminés, malgré une volonté d’établir un cadre pour la protection des écosystémes aquatiques
(Severin et al. 2018). Les agences gouvernementales ont en effet été consultées afin d’identifier
les buts de I'évaluation des sédiments. Ainsi, développé par cing administrations et agences gou-
vernementales, un site internet, renasediment.se, regroupe des informations concernant les sé-
diments contaminés. Ces informations sont importantes afin d’identifier des sites a assainir en
priorité et de suivre I'évolution de la contamination.

Selon le rapport publié en 2008 par I'Agence suédoise pour la protection de I'environnement
« Stratégie d'évaluation des risques environnementaux liés aux sédiments contaminés »
(Sternbeck et al. 2008), I'évaluation du risque est basée sur les méthodes existantes pour les
sols mais également alignée sur 'approche américaine. L’approche est graduée (« tiered »). Les
bioessais de toxicité des sédiments font partie des méthodes qui peuvent étre utilisées pour I'éva-
luation des effets, dont les résultats sont ensuite intégrés aux résultats de I'évaluation de I'expo-
sition dans I'évaluation des risques. La sélection des bioessais doit étre adaptée a I'étude de cas,
par exemple, en fonction des substances préoccupantes et des récepteurs a risque.

3.3.2 Norvége

En Norvége, l'agence de I'environnement a publié en 2015 un guide technique pour I'évalua-
tion des risques environnementaux liés aux sédiments contaminés dans les fjords et les zones
cétiéres (Breedveld et al. 2015). Il a été préparé pour aider les fonctionnaires de I'administration,
des propriétaires de probléemes, des consultants et d'autres personnes, afin de les aider a évaluer
les zones de sédiments marins en vue d'éventuelles mesures. L'objectif est d’évaluer le risque
de dommages environnementaux ou d'atteintes a la santé que présentent les sédiments et juger
si le risque est acceptable ou non dans un contexte de gestion, partie de la procédure d’assainis-
sement des sédiments contaminés. L'évaluation du risque se développe comme une approche
graduelle a trois niveaux, avec une complexité et une exigence croissante et une demande de
données locales. Les bioessais sont inclus dans I'étape initiale, ot des tests de toxicité générale
réalisée avec I'eau interstitielle des sédiments (test avec I'algue verte Skeletonema costatum, des
crustacés benthiques (p.ex. le copépode Tisbe battaglia) et des larves d’invertébrés (p.ex. I'’huitre
Crassostrea gigas)) sont proposés pour tenir compte de la toxicité des mélanges et des sub-
stances chimiques non mesurées. Si la présence de dioxines ou de polluants de type dioxine est
suspectée dans les sédiments, il est recommandé d'effectuer un test réalisé sur un extrait orga-
nique du sédiment (DR CALUX®) pour la détection spécifique de ces substances dans cette étape
initiale. Dans une deuxiéme étape, le risque d'effets sur I'écosystéme est évalué sur la base des
concentrations calculées de polluants auxquelles les organismes sont exposés dans l'eau et les
sédiments, comparées aux valeurs seuils pertinentes, et le résultat d'un test de toxicité des sédi-
ments entiers (test avec le prolychaete Arenicola marina ou le crustacé amphipode Corophium
volutator). Enfin, dans une troisieme étape, une évaluation encore plus poussée peut étre
conduite, spécifique a la situation locale. Il peut s’agir d’études de bioaccumulation et de transfert
trophique par exemple. Le but est d’affiner I'évaluation du risque et de déterminer si des mesures
d’assainissement sont nécessaires.
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3.3.3 Belgique

En Belgique, dans la région Flandre, le développement d’utilisation de la triade (Chapman
1990) est arrivé assez tot aprés les Etats-Unis. Depuis 2000, pour les sédiments, le test de toxicité
aigué avec 'amphipode H. azteca mais aussi tests sur I'eau interstitielle des sédiments (crois-
sance d’algues vertes R. subcapitata, mortalité sur le crustacé Thamnocephalus platyrus (1ISO
2011) sont recommandés (de Deckere et al. 2000). Dans le rapport cité, une description détaillée
est également disponible pour 'examination des malformations morphologiques du mentum des
larves de chironomes de stade IV qui peuvent étre un biomarqueur d’exposition des chironomes
a des contaminants toxiques. Depuis 2002, un test a été ajouté a la batterie, le test de contact
avec H. incongruens (Chial & Persoone 2002). Ce qui ajoute un marqueur d’effet chronique (crois-
sance). Pour l'interprétation des données et une communication aisée, 4 classes de qualité sont
utilisées (bleu-non pollué, vert-légérement pollué, jaune-pollué et rouge-fortement pollué). Les
bioessais sont intégrés dans une triade (Tab. 2). Inspirée de la « Procédure d'évaluation des
risques écologiques spécifiques au site de la contamination des sols (approche TRIADE de la
qualité du sol) » (ISO 2017a), l'intégration des résultats permet des comparaisons simples
amont/aval ou avant/aprés assainissement et de prioriser les sites. L’utilisation principale de cette
triade reste cependant la biosurveillance. En effet, la Société flamande pour I'environnement
(VMM) utilise la méthode des trois faisceaux de preuve pour surveiller la qualité des sédiments.
Le réseau de surveillance comprend quelques 600 sites qui sont analysés tous les quatre ans
depuis 2000. En 2008, le nombre de sites par cycle a été réduit a 300 sites de surveillance.
Depuis 2016, un cycle de 6 ans a été maintenu. Les résultats des campagnes de mesure sont
accessibles sur une carte en ligne (https://www.geopunt.be). De plus, les matieres en suspension
sont aussi surveillées. Ce pays est donc en avance en Europe et peut servir de modéle pour le
développement d'un cadre pour la Suisse. Les données de suivi sont disponibles en ligne
https://www.vmm.be/data/waterkwaliteit.

Tableau 2 : Exemple de la triade appliquée depuis pres de 25 ans en Flandres pour la sur-
veillance de la qualité des sédiments par I'agence gouvernementale de I'environnement.

Composants Techniques utilisées Informent sur...

Type de sédiment (granulométrie, matiére
organique), type et degré de contamina-
tion (métaux, HAP, PCB...)

Caractérisation Analyse des propriétés intrinséques des sé-
physico-chimique diments

Bioessais en laboratoire :

- Phase solide : H. azteca et/ou H. incon- . .
Danger potentiel pour les organismes ben-

Ecotoxicologie gruens thiques (toxicité générale)
- Phase liquide : R. subcapitata et T. pla- q g
tyrus
. . Analyse de la composition et abondance de La qualité écologique des sédiments, habi-
Biologie e ) h )
communités épi- et endobenthiques tat pour les organismes benthiques.

Cété gestion, une publication récente présente le premier plan d’action (2022-2027) flamand
pour la gestion des sédiments pour le district hydrographique de I'Escaut et de la Meuse
(Codrdinatiecommissie_Integraal_Waterbeleid 2020). Le but cette fois est de programmer |'as-
sainissement de dix hotspots (cing ont déja commencé). L’évaluation de la qualité des sédiments
est alors basée sur des valeurs seuils qui déclenchent des investigations complémentaires afin
de décider si un assainissement est nécessaire.

Un « code de bonnes pratiques » avait déja été publié en 2022 par I'agence publique fla-
mande des déchets, OVAW, selon plusieurs objectifs de I'étude des sédiments (OVAM 2022) :
utilisation du sédiment dragué, identification de la qualité des sédiments, déterminer I'impact et
I'étendue de la contamination des sédiments. Actuellement, une revue de littérature récente (der-
niére dix années) sur les bioessais pour les sédiments est en préparation en Flandres sur mandat
de 'OVAM (Vito 2024). La motivation de ce rapport sur I'’écotoxicologie repose, comme c’est le
cas ici, sur le fait qu’aucune valeur légale n’existe pour 'assainissement des sédiments. Le rap-
port préliminaire propose des fiches détaillées pour orienter les gestionnaires dans le choix de
tests écotoxicologiques. On y retrouve notamment les tests déja utilisés couramment dans les
études du Centre Ecotox, par exemple le nématode C. elegans, le chironome C. riparius, 'ostra-
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code H. incongruens, mais aussi les amphipodes, les oligochétes, et les plantes (par ex. Myrio-
phyllum sp.). Le but est de compléter une batterie de tests initiale avec des tests chroniques de
contact avec les sédiments. Le rapport considére 2 scénarii, le cas d’'une forte contamination
chimique, pour cela deux tests de toxicité chronique sont proposés, C. elegans et H. incongruens.
Si les tests ressortent négatifs d’autres plus sensibles ou plus longs peuvent étre ajoutés. Ces
derniers sont aussi recommandés en plus des 2 premiers dans les cas d’'une contamination
moyenne (entre 2 valeurs seuils). Les critéres de choix pour évaluer les bioessais dans ce rapport
incluent notamment la pertinence écologique, le niveau de standardisation, I'applicabilité (expé-
rience), la disponibilité et la sensibilité de 'organisme, les conditions de tests et une estimation
du colt d'implémentation (Vito 2024). Cette partie appuiera le développement du pilier « risque
écotoxicologique » qui s’ajoute aux piliers « risque de dispersion » et « risque toxicologique ».

3.3.4 Pays-Bas

Un guide néerlandais propose des méthodes permettant de déterminer dans quelle mesure
la réalisation des objectifs de qualité de I'eau peut étre entravée par des sédiments contaminés.
Pour cela, différents modéles sont construits selon I'objectif de protection (par exemple, dépas-
sement des critéres de qualité EQS de I'eau ou du biote, détérioration de la qualité écologique...)
(Hin et al. 2010). Les bioessais ne sont cités que comme méthodes spécifiques complémentaires,
notamment dans les cas ou I'analyse des communautés de macroinvertébrés montre un score
insatisfaisant. Les bioessais se montrent cependant importants car si aucune toxicité n’est obser-
vée, I'évaluation finale de la qualité des sédiments peut étre surclassée de mauvaise a moyenne.

3.3.5 Allemagne

En Allemagne, les tests de contact sédiment sont recommandés pour évaluer les immissions
des sites pollués (HLUG 2014). Les tests cités sont le test nématode, un test sur les embryons
de poissons Danio rerio (ISO 2007b, Keiter et al. 2010), et le test de contact avec la bactérie
Arthrobacter globiformis (ISO 2024). Pour la manipulation de matériaux de dragage (sédiments)
contaminés dans les voies navigables fédérales (BfG 2017) les mémes tests que pour tester les
déchets sont proposés, c’est-a-dire sur les lixiviats de sédiments. Le concept allemand, testé par
les autorités portuaires, des autorités responsables de dragages ou de gestionnaires de bassins
versants (Ahlf et al. 2002), recommande d’utiliser une approche graduée dans laquelle les bioes-
sais sont prioritaires par rapport aux analyses chimiques. Il y a aussi un volet approche écolo-
gique, mais I'ensemble des outils ne doit pas étre appliqué systématiquement, cela dépend de
I'objectif de I'étude. Dans une premiére phase, une batterie est proposée comprenant un test
d’inhibition de la bioluminescence et un test de contact avec les sédiments bruts sur des bacté-
ries. Dans une troisieme phase, d’autres bioessais sont recommandés pour une évaluation plus
approfondie, tel que le test nématode, le test chironome ou le test sur les ceufs de poisson pour
tester les sédiments bruts, et les tests avec le macrophyte Lemna, ou les test modes d’action sur
les lixiviats ou extraits (mutagénicité, génotoxicité, cytotoxicité, potentiel endocrinien).

3.3.6 France

En France, un guide propose une démarche graduée afin d'évaluer le danger potentiel
relatif aux sites d'accumulation de sédiments d'eau douce, notamment en amont de travaux ou
d'opérations susceptibles d'impliquer un curage, un dragage ou une remise en mouvement de
sédiments potentiellement contaminés (Babut et al. 2016, Babut et al. 2019). Les tests com-
portent dans une premiére étape, la batterie de bioessais nématode, ostracode, bactérie, et chi-
ronomes, gammares, oligochétes, dans une deuxieme. Ces batteries de test peuvent également
étre adaptées au diagnostic des causes de déclassement en mauvais état d'un site lors de suivi
de qualité dans le contexte de la Directive Cadre sur I'Eau, et ainsi pourraient étre adaptés a
l'investigation des atteintes a I'environnement des sites contaminés liés aux eaux de surface. En
revanche, si les sédiments dragués doivent étre gérés a terre, ils sont considérés comme des
déchets qu’il faut gérer selon la directive européenne « déchet » (voir 2.4.). Pour les sédiments,
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si les concentrations en métaux, PCB, HAP et tributylétain dépassent des valeurs seuils, diffé-
rents tests écotoxicologiques sont a réaliser sur I'eau interstitielle des sédiments, les lixiviats et
la matrice solide (Mouvet 2013, Bataillard et al. 2017).

Les tests écotoxicologiques pour les échantillons de sédiment ont été regroupés dans le
tableau suivant. On y retrouve la plupart des tests cités précédemment et d’autres tests standar-
disés ou en cours de standardisation (Tab. 3).




Tableau 3 : Liste non exhaustive de tests écotoxicologiques disponibles pour les échantillons de sédiments. Les cellules colorées en vert indiquent les
tests cités dans le présent rapport. Adapté de (Vito 2024).

Groupe taxonomique

Organisme de test / Espéce

Effets

Standard / Référence

Producteurs primaires

Nitzshia palea (diatomées benthiques)

Inhibition de la croissance

Roig et al. 2015

Myriophyllum aquaticum (macrophytes)

Myriophyllum spicatum (macrophytes)

Inhibition de la croissance (biomasse, lon-
gueur)

ISO 16191 (ISO 2013b)

OECD 239 (OECD 2014)

Lemna gibba, Lemna minor (lentilles d’eau)

Inhibition de la croissance

OECD 221 (OECD 2006), ISO 20079 (ISO 2005b)

S. saccharatum, L sativum, S. alba (plantes terrest-
res)

Germination et croissance (Phytotox kit)

ISO 18763 (ISO 2016)

Bactéries

Arthrobacter globiformis

Activité déshydrogénase

ISO 18187 (ISO 2024)

Aliivibrio fisheri

Inhibition de luminescence

ISO 21338 (1ISO 2010)

Macroinvertébrés benthiques

Caenorhabditis elegans (nématodes)

Croissance et reproduction

ISO 10872 (ISO 2020)

Tubifex tubifex (oligochetes)

Survie, croissance, production de cocons

ASTM E1706 (ASTM 2020)

Lumbricus variegatus (oligochétes)

Croissance et reproduction

OECD 225 (OECD 2007)

Chironomus riparius (insectes diptéres)

C. tentans = C. dilutus (insectes diptéeres)

Survie, croissance, taux et temps d’émer-
gence, nombre de males et femelles

NF T 90-339-1 (AFNOR 2010), OECD 218 (OECD 2023a),

E1706 (ASTM 2020)

Chironomus sp.

Reproduction, temps de développement, ferti-
lité, taux d'éclosion, survie et émergence des

générations suivantes

OECD 233 (OECD 2010), EPA100.5 (USEPA 2000)

Ephoron virgo (Polymitarcydiae)

Survie et croissance

De Lange et al. 2005

Hexagenia spp. (Ephemeridae)

Croissance et mue

ASTM E1706 (ASTM 2020)
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Tableau 3 (suite).

Groupe taxonomique

Organisme de test / Espéce

Effets

Standard / Référence

Macroinvertébrés épibenthiques

Hyalella azteca (crustacés amphipodes)

Survie et croissance

ISO 16303 (ISO 2013a)

Survie et croissance, reproduction

Rapport RM/33 (Environnement_Canada 2017)

EPA 100.4 (USEPA 2000), ASTM E1706 (ASTM 2020)

Gammarus sp. (crustacés amphipodes)

Dosage de I'activité enzymatique acétylcholines-
térase (AChE)

AFNOR XP T 90-722-1 (AFNOR 2020a)

Mesure de marqueurs de reproduction

AFNOR XP T 90-722-2 (AFNOR 2020b)

Encagement in situ pour la mesure de la bioaccu-
mulation de substances chimiques

AFNOR XP T 90-722-3 (AFNOR 2020c)

Heterocypris incongruens (crustacés ostracodes)

Survie et croissance

ISO 14371 (1ISO 2012d)

Potamopyrgus antipodarum (mollusques)

Survie, reproduction (nombre d'embryons, utilisé
comme indicateur de perturbation endocrinienne)

OECD 242 (OECD 2016)

Vertébrés (poissons)

Brachydanio rerio (larve/embryon poisson zebre)

Survie, développement

DIN 38415-6 (Deutsches Institut 2003)




4 Conclusions sur le potentiel de I'application des tests éco-
toxicologiques

Selon la revue des guides et documents nationaux ci-dessus, nous avons vu que plusieurs
pays ont déja développé des concepts d’évaluation du risque écologique des sites pollués ou des
programmes de biosurveillance incluant des tests écotoxicologiques, que ce soit pour les lixiviats
et matrices aqueuses, ou pour les sédiments pollués.

- Dans la premiere partie, nous avons vu plusieurs études de cas qui ont mis en ceuvre les
recommandations de I'aide a I'exécution « Application de tests écotoxicologiques a des
lixiviats de sites pollués » (OFEFP 1999). Toutefois, le recours aux bioessais en Suisse
ne semble pas étendue et dépend de l'intérét des gestionnaires, régulateurs ou proprié-
taires. Il serait néanmoins intéressant de regrouper, avec l'aide des offices cantonaux,
des résultats d’études supplémentaires, et de faire un bilan de retours d’expériences.

- Au niveau international, nous avons vu par exemple que I'Allemagne et les Pays-Bas
proposent I'utilisation de bioessais pour les lixiviats (de déchets et décharges ou sédi-
ments dragués), les eaux souterraines ou de surface en lien avec les sites pollués. Seuls
les bioessais sur les déchets sont réglementés par la directive cadre européenne sur les
déchets (CE 2008).

- Pour les sédiments contaminés, les bioessais sont recommandés et utilisés depuis pres
de 20 ans en Amérique du Nord. Des exemples multiples peuvent étre trouvés pour les
Etats-Unis, que ce soit pour des problématiques liées aux substances organiques, PCB
ou PFAS, les métaux ou les munitions. Une recherche bibliographique plus poussée
pourrait se montrer intéressante, en incluant également le Canada.

- En Europe, la volonté de recourir a des tests écotoxicologiques pour la gestion des sédi-
ments contaminés est plus récente. Des travaux sont en cours dans les agences régle-
mentaires en Flandre belge et en Suéde par exemple, avec lesquelles le Centre Ecotox
échange par le biais de réseau d’experts et de groupes de travail (SedNet). Une implica-
tion des autorités suisses pourrait aider a 'avancement de ces travaux.

En raison des ressources limitées disponibles pour le projet, I'analyse de la littérature s'est
concentrée sur les approches et cadres réglementaires nationaux et internationaux, tandis que
la littérature scientifique n'a pas fait I'objet d'un examen exhaustif et que seuls quelques exemples
sont présentés. Les exemples incluent des études de cas démontrant le potentiel de I'application
des tests écotoxicologiques, le plus souvent dans une approche intégrée, combinant analyses
chimiques, bioessais et études écologiques, dans le contexte des sites pollués (Annexe). Les
bioessais y sont réalisés aussi bien pour évaluer le besoin d’assainissement (comparaison
amont/aval) ou la surveillance avant, pendant ou apres la prise de mesures.

Les différentes avancés récentes et motivées dans certains pays européens, ainsi que les
nombreux retours d’expérience, au sein du Centre Ecotox ou dans la littérature, soutiennent que
I'utilisation des tests écotoxicologiques pour évaluer les atteintes aux écosystémes aquatiques
des sites pollués est pertinente et prometteuse. En résumé, le tableau ci-dessous présente les
objectifs, avec des exemples de tests, du recours aux bioessais pour évaluer le potentiel écotoxi-
cologique des émissions et des immissions, mais aussi pour la surveillance et I'évaluation de
I'efficacité des mesures dans le cadre du traitement des sites pollués (Tab. 4).
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Tableau 4 : Objectifs et exemples de tests écotoxicologiques pour les différentes phases

du traitement

des sites pollués.

Phase de traite- Approches I?n.1|§5|ons : Immissions : In’m'_ussmns :
. ! . lixiviats, eaux de per- | eaux de sur- sédiments
ment écotoxicologiques .
colation face
Tests de toxicité aigiie Tests de toxi-
: . cité chro- .
et chronique : par ex. ) . Tests de toxi-
) . . o nique : par ex. o
. . Batterie de bioessais dans une | bactéries, algues, cité chro-
Détermination du P . test algues . .
L X approche intégrée (analyses daphnies, embryons de 2 nique : par ex.
potentiel écotoxi- H ) . : combinég,
o s— chimiques, bioaccumulation, poissons daphnies. am- ostracodes,
alq communauteés) + tests in vitro selon les p ’ chironomes,
phipodes, em- .
polluants (par ex. oes- b . nématodes
P ryons pois-
trogénicité)
sons
Evaluer le besoin Utilisation de valeurs seuils Investigations amont / aval
d'assainissement pour la prise de décision Détermination de ni- Eventuellement, ajout de tests in
d'un site pollué (seuils de toxicité), intégration | veaux de dilution vitro @ mode d’action spéci-
P a I'évaluation analytique fiques

Urgence et but
d’assainissement

Liés a I'objectif de protection mis en avant par I'évaluation écotoxicologique, pendant laquelle
idéalement la cause de I'atteinte a été trouvée

Surveillance : évo-
lution dans le

temps Batterie de bioessais dans une

A choisir en fonction des tests qui ont répondu lors de la
phase d’investigation

approche intégrée (analyses
chimiques, bioaccumulation,

Efficacité me- .
cacité des me communautés)

sures

Concernant la phase d’investigation, le potentiel écotoxicologique d’un site pollué combinant
des tests écotoxicologiques sur les émissions (matrices aqueuses) et sur les immissions (eaux
de surface, incluant les sédiments) pourrait aider a évaluer le besoin d’assainissement d’un site
pollué. Une batterie de bioessais comprenant des tests de toxicité aiglie (par ex. les tests bacté-
ries, embryons de poissons) et de toxicité chronique (par ex. la reproduction des daphnies), mais
aussi un ou plusieurs tests in vitro (par ex. perturbation endocrinienne) permettrait d’évaluer les
eaux de percolation ou les lixiviats. Pour les immissions, les tests recommandés reposent plutét
sur la toxicité chronique (effets a long terme), avec par ex. pour les sédiments la batterie de tests
ostracodes, chironomes, nématodes (Tab. 4). Les batteries de tests doivent étre appliqués en
amont et en aval des sites pollués afin d’évaluer le besoin d’assainissement. Nous recomman-
dons de les utiliser dans des approches intégrées combinant analyses chimiques (incluant par
ex. des mesures de bioaccumulation des polluants dans les organismes), études des commu-
nautés dans les eaux et sédiments. Si les tests écotoxicologiques indiquent une forte toxicité
(seuils a définir), le potentiel écotoxicologique du site est défini comme élevé, indiquant le besoin
et 'urgence d'un assainissement. Si les polluants ne manifestent pas d’écotoxicité et que le po-
tentiel est jugé faible, une analyse plus poussée pourrait étre envisagée pour confirmer le diag-
nostic (par ex. tests de toxicité chronique ou a mode d’action spécifique supplémentaires). Dans
le cas d’un potentiel écotoxicologique jugé moyen, les tests écotoxicologiques pourraient étre mis
en place pour la surveillance. Aprés la phase d’investigation de détail, le niveau de réponse d’'une
batterie de tests écotoxicologiques pourrait donc aider a prioriser les sites a assainir par la défi-
nition des délais d’assainissements.

Comme présenté dans l'aide a I'exécution sur les tests écotoxicologiques de 1999 (OFEFP
1999) puis en dans l'aide a I'exécution sur le déversement du lixiviat de décharges (Hermanns-
Stengele & Moser 2012), les bioessais s’effectueraient en complément des analyses chimiques.
Si les classements selon les analyses chimiques et selon les tests écotoxicologiques sont cohé-
rents, la démarche peut se poursuivre selon I'OSites. En revanche, en cas d’'incohérence, il faut
envisager des analyses chimiques et/ou écotoxicologiques supplémentaires. Dans certaines
phases de l'investigation ou de surveillance des sites pollués, il peut notamment étre intéressant
d’utiliser les résultats de tests écotoxicologiques comme systéme d’alerte ou de screening, afin
d’orienter vers des analyses chimiques plus poussées. Les analyses dites « dirigées par I'effet »
ou « effect-directed analysis » (EDA) pourraient également étre envisagées. Elles promettent




d’identifier les composés toxiques responsables des effets biologiques a I'aide d’'une démarche
analytique guidée par des fractionnements physico-chimiques et des bioessais (CE 2014).

Pour I'évaluation dans le temps des sites, I'écotoxicité d'un point d’échantillonnage peut aug-
menter lors de la surveillance d'un site pour les raisons suivantes : une augmentation de la mo-
bilité des polluants provoquée par un changement des caractéristiques physico-chimiques du site
ou l'arrivée d'un front de pollution. Les tests écotoxicologiques peuvent donc étre utilisés comme
signal d'alarme indiquant qu'il devient nécessaire ou méme urgent d'assainir le site. Dans ce cas,
il faudra choisir des bioessais qui s’étaient montrés sensibles lors de la phase d’investigation.

Lors d’'un assainissement, I'objectif est de rendre le site conforme aux criteres fixés par
I'OSites, c’est-a-dire d'empécher les risques d'atteintes a I'environnement. Cela peut notamment
étre obtenu en réduisant la présence ou la biodisponibilité des polluants. Pendant I'assainisse-
ment, les tests peuvent donc renseigner de la bonne trajectoire des mesures. Les tests pourraient
également se montrer utiles pour alerter d’'une nuisance liée aux travaux, pouvant induire une
pollution nouvelle, par exemple en alertant sur une biodisponibilité changée des substances pro-
blématiques lors de I'assainissement ou dans la surveillance dans le temps (voir exemples en
Annexe).

En conclusion, nous avons vu dans ce rapport, que, dans le cas des sites pollués (qu'ils
soient au bord, au-dessus ou dans une eau de surface) la valeur ajoutée des tests écotoxicolo-
giques sur des échantillons liquides (extraits, lixiviats, eau souterraine ou eau de surface) ou des
tests de contact direct sur sédiment seuls, ou en combinaison avec les approches chimiques et
biologiques semblent indéniable. Les revues sur les bioessais aquatiques du Centre Ecotox
(Kienle et al. 2015a) et du programme scientifique et technique AQUAREF (Manier et al. 2023),
ainsi que le rapport en préparation en Flandre belge avec une évaluation précise des tests in vivo
de contact pour les sédiments d’eau douce (Vito 2024) seront d’une grande aide pour supporter
le choix des tests a I'avenir. Ce choix doit se faire tout en continuant les campagnes de biosur-
veillance ou de sites pollués pilotes. Le choix des tests écotoxicologiques dépend de plusieurs
criteres : des connaissances initiales du site (contaminants et niveaux d’exposition et d’effets at-
tendus) mais aussi de I'objectif de I'étude. Chaque test peut cependant présenter des avantages
et inconvénients dans leur mise en place, complexité, colt et interprétation et apporter des ré-
ponses spécifiques (toxicité aiglie ou chronique, mode d’action, sensibilité a certains polluants...).

Nous recommandons, en cas d’intérét plus prononcé pour les approches écotoxicolo-
giques, d’établir un groupe de travail alliant experts en sites pollués, eaux de surface (aussi pro-
tection contre les crues et renaturation) et écotoxicologie pour approfondir les questions abordées
dans ce rapport. De plus, une enquéte auprés des offices cantonaux afin d’inventorier leurs don-
nées et retours d’expérience devrait étre envisagée. L’objectif a long terme serait de produire une
nouvelle aide a I'exécution sur I'évaluation écotoxicologique des sites pollués avec un cadre d’in-
terprétation solide, offrant une place aux bioessais et aux criteéres de qualité pour I'eau et les
sédiments aupres des valeurs OSites déja existantes. Nous recommanderions d’utiliser l'aide a
I'exécution de 1999 comme point de départ. Les logigrammes décisionnels pourraient étre adap-
tés, éventuellement simplifiés et étre complétés ou dupliqués pour I'évaluation des eaux et des
sédiments pollués. Pour cela, afin de tester des batteries de tests aquatiques et sur sédiments,
des études de cas sur des sites pollués « pilotes » sont recommandées.
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Annexe : Exemples d’études scientifiques sur I’assainissement et la surveillance des sédiments pollués.

Contexte

Tests écotoxicologiques

Conclusions

Références

Besoin d’assainissement / comparaison
amont-aval

Tannerie au Brésil forte pollution des sédi-
ments au chrome

Approche triade : test mortalité avec chi-
ronome Chironomus xanthus et repro-
duction daphnie Ceriodaphnia silvestrii,
communautés macrofaune benthique,
analyses chimiques

Les sédiments contaminés ont induit la mortalité des
chironomes et des déformations du mentum, prouvant
une mise en danger des organismes benthiques.

Alves & Rietzler 2015

Choix de I’'assainissement / efficacité
des mesures

Test de bioremédiation de sédiments d’eau
douce contaminés artificiellement au pé-
trole brut au Québec, Canada

Mortalité et inhibition de la croissance H.
incongruens

Mortalité et inhibition de la croissance H.
azteca

Le test ostracode s’est montré au moins aussi sensible
que le test amphipode. Outil efficace pour tester diffé-
rents traitements. La mortalité des organismes diminue
avec le temps post-traitement.

Chial et al. 2003

Efficacité des mesures
Remédiation microbienne de sédiments
contaminés aux métaux

Mortalité, inhibition de la croissance, de
la reproduction, apoptose de la lignée
germinale et bioaccumulation des mé-
taux chez C. elegans

Les bioessais, en accord avec I'évaluation du risque
écologique, ont montré une baisse de toxicité aprés as-
sainissement.

How et al. 2023

Choix de I’assainissement
Décontamination des sédiments du port in-
dustriel de Venise

Test bioluminescence Microtox® de
contact avec Vibrio fischeri and test sur
la survie et malformations des embryons
des huitres Crassostrea gigas (test sur
les élutriats)

Certaines des technologies testées n’ont pas réussi a di-
minuer significativement la toxicité des sédiments, lié
potentiellement a la mobilité, biodisponibilité de la pollu-
tion restante.

Libralato et al. 2018

Efficacité des mesures
Suivi du potentiel écotoxicologique aprés
arrét des émissions d’effluents industriels

Approche triade pour comparer des sites
avec des niveaux de contamination crois-
sants et site de référence : tests de mor-
talité et de bioaccumulation (laboratoire)
et richesse de la macrofaune benthique.

Malgré 'arrét des rejets, les sédiments restent contami-
nés 10 ans apres, induisant mortalité, bioaccumulation
en métaux et altération des communautés en place.

Lopes et al. 2014

Surveillance

Atteinte des sédiments par suite de pa-
naches d’eaux souterraines et de dé-
charges polluées

Test in situ de survie avec H. azteca et
C. riparius (cages immergées en partie
dans le sédiment)

Résultats prometteurs mais qui devraient étre complétés
par des tests en laboratoire et des analyses chimiques.

Roy & Grapentine 2024
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Annexe (suite).

Contexte Tests écotoxicologiques Conclusions Références

Surveillance aprés assainissement
Utilisation de la méthode TIE pour « toxi-
city identification evaluation » aprés I'as-
sainissement d’une riviére hautement pol-
luée

Combinaison d’analyses chimiques et
test in vivo. Ici, utilisation du test de toxi-
cité aigle avec H. azteca sur les sédi-
ments et I'eau interstitielle

L’approche a permis d’identifier les composés toxiques
restants apres I'assainissement, a savoir 'ammoniac, Wang et al. 2021
les métaux et les HAP dans les eaux interstitielles.

Besoin d’assainissement / efficacité des Des effets graves ont été observés chez les ostracodes,
mesures. Sédiments de voies navigables les chironomes et les vers, dont la survie, la croissance
pollués en métaux et HAP a Amsterdam,
NL ; alors que les sources de pollution ont
été traitées ou assainies, aucune améliora-

25 échantillons sédiments ont été testés
sur 4 organismes dans des tests de toxi-

s . été conclu que toute intervention pour remédier/oter le (OVAM 2022)
cité chronique

sédiment contaminé aura un effet bénéfice sur la vie

ou la reproduction ont été réduites de plus de 50 %. Il a Projet mené par Ecofide

tion nette en 10 ans benthique.
La premiere phase d'assainissement des sédiments a permis de réduire les concentrations de PCB
Aprés assainissement sur le site. Bien que les sédiments ne soient plus létaux, des effets sublétaux des contaminants pré-
Sédiments contaminés aux PCB sents dans les sédiments de ce site ont été observés sur les amphipodes lors d'expositions a long Kemble et al. 2000

terme (associées a des concentrations élevées de métaux, de PCB et de HAP).
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