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Résumé

Contexte : Au cours des derniéres décennies, un net recul du rendement de la péche, en parti-
culier de |l a truite, a ®tcdntantbeGenewe @moadarslaplepart cour s d o
des autres régions de la Suisse. Dans le ruisseau des Marais, un déclin des populations de truites
fario (Salmo trutta) et de vairons (Phoxinus phoxinus) a ®t ® mi s en ®vidence | or
®1 ect r i dfineecantbral de l&edl en octobre 2022. Les raisons potentielles du déclin pour-
raient étre notamment liées a diverses sources de pollution. En comparaison, la population de

truites fario dans la Drize est stable, bien que faisant également face a divers facteurs de stress

dans ce cours dobobeau (pollutions ponctuelles, s cher
Objectif et méthodes: Af i n d' ®val uer | a pollution et dbéexplorer
des truites dans le Marais, différents tests écotoxicologiques ont été réalis® s ~ partir doé®cha

lons d'eau et de sédiments prélevés a trois sites : le ruisseau des Marais, la Drize, et un site en

aval de leur confluence. Le choix des tests devait permettre de déterminer une éventuelle toxicité

pour les poissons (vertébrés), mais aussi pour leurs sources de nourriture, les invertébrés (ma-

crozoobenthos) et le périphyton. La toxicité pour les organismes du périphyton a été étudiée a

I'aide du test de toxicité des bactéries luminescentes et du test combiné des algues a partir des

échantill ons dbéeau. Afin d' ®valuer |l es effets n®gatif
test de contact des sédiments avec des ostracodes et un test de contact des sédiments avec des

chironomes ont été utilisés. De plus, un test de reprotoxicité,deneur ot oxi ci t ® et de t aux
tation a ®t ® effectu® sur des gammares ~ partir des
d'oligoch tes des s®di ments a ®t ® ®val u®e par | 6app!
ner, entre autres, leur qualité écologique. Les effets toxiques de I'eau sur les vertébrés ont été

déterminés par un panel de différents systemes de test CALUX®, le test des cellules branchiales

de truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) (RTgilkwWl) et | a mesure dobéune cent a
queurs dans une lignée cellulaire de foie de truite arc-en-c i e | expos®e aux ®chantil
Enfin, ces mémes biomarqueurs ont été mesurés chez des truites de riviere juvéniles prélevées

dans la Drize et dans le ruisseau des Marais.



Résultats et discussion

Périphyton : Le test combiné sur les algues a montré une qualité bonne dans le ruisseau des
Marais et dans le site Confluence a tres bonne dans la Drize amontc oncer nant | 6inhi biti
photosynth se, ainsi quodune dpuMataisab®nnen(Brize e0o@mn-e dans | €
fluence) concernant | 6inhibition de | a croissance. Pour
les plus élevées au ruisseau des Marais, suivi de la Confluence et de la Drize. Le test de toxicité

avec les bactéries luminescentes indique une qualité bonne aux trois sites.

Macroozoobenthos : Lébexposition des ostracodes aux s®di ment
bonne pour les sites Drize et Confluence, avec de fortes mortalités (82 et 70 %, respectivement).

Les s®di ments du ruisseau des Marais néont pas indu
biteur de | a croissance qui néa pas pu °tre ®valu®
observée. Concernant les chironomes, ce sont les sédiments du ruisseau des Marais qui ont eu

Il e plus dbéeffet avec une mortalit® i mportante et un
doeffet. Les r®sultats des oligoch tes ont montr ® u

dans la Drize, un fonctionnement moyennement altéré dans le ruisseau des Marais et un fonc-

tionnement altéré du site Confluence. Les ®chantillons déeau nbdont pas
I 6 al i meainndut te neunotoxicité chez les gammares exposés en laboratoire. Cependant,
la survie des gammares femelles a ®t ® I mpact ®e par |

Vertébrés : Les tests CALUX® montrent une détection de xénobiotiques (PXR- CALUX®) supé-
rieure au seui l doéef f et essoxydathli &ait precise dssedila wuslePe pl us,
sites avec un dépassement pour les sites DrizeetConf |l uence. Aucun ®chantill ol

cytotoxicité et les activités T s t r o g ®anfi-apdragénique et de type HAP étaient inférieures

aux seuitespéefifd. L6exposition de -eo-edduggéres de br a
des effets subl ®t aux induits par | 6®chantillon dobea
|l es cellules de foie indiguent queprésgondesgenes.s si t es s

La comparaison des sites entre eux montre une diff(
mai s une tendance claire quant aux effets et 7 |l a ¢
péche électrique confirme les résultats obtenuspar | 6 OCEau en 2022 avec une p
dans la Drize et trés peu de truites dans le ruisseau des Marais. De plus, nous avons observé la
présence de maladie rénale proliférative chez les trois truitelles 0+ prélevées dans le ruisseau
des Marais, ce qui contribue trés probablement au déclin de la population. L6 ex pr essi on de d
genes était significativement différente entre les truites du ruisseau des Marais et de la Drize.
Plusieurs biomarqueurs impliqués dans la croissance, le systtme hormonal thyroidien et le mé-
tabolisme des lipides étaient plus exprimés chez les truites du ruisseau des Marais. De plus, une
induction de | d6expression des enzymes de pe®&t oxi ficat
suggérer une moinsbonnequ al i t ® d e e rlissena des Maeais.d es lbiomarqueurs ap-
puient une qualité moindre du ruisseau des Marais, bien que les facteurs confondants et la petite

taille dé®chantillon | imitent encore | e pouvoir doi



®t u d e s atior dé kit$ « Elggs ® Fry » combinée a la mesure de biomarqueurs serait promet-
teuse pour une évaluation contrdlée de la reproduction et de la santé des poissons dans leur

environnement naturel.
Analyses chimiques :

Les sédiments du Ruisseau des Marais étaientde qual i t ® moyenne pour | e Cu
phénanthréne et de qualité médiocre pour les HAP anthracéne et benzo(a)anthracene. Les sédi-

ments de la confluence étaient de qualité moyenne pour le Zn, le benzo(a)anthracene et de qua-

lité médiocrepourld ant hrac ne alors que | es sas@tdguetes@®PSs de | a D
pour l'anthracéne. Les limites de quantification (LOQs) de plusieurs composés chimiques analy-

sés dans les sédiments étaient supérieures aux CQS correspondants.

L6®valuation des risques bas®e sur | danalyse chimigqgi
pour les trois sites et les trois groupes taxonomiques (périphyton, macrozoobenthos, vertébrés).
Outre | dabsences de pol |l uant stesdeachoix deb substancesnet ent r at i o
les limites de quantification (LOQs) supérieures aux criteres de qualité environnementale (CQE)

respectifs ont pu jouer un rdle a cet égard.
Conclusions :

Enrésumé,| 6 ®val uati on I|dée ddes ségliments du RRissdae des Marais, de la
Drize, et de leur confluence a été réalisée al 6 ai d e dieessdis écatokicmlogiques et de
| danal yse de bi omar gqueur struittaro-en-cieleteles brgages @druitese | | ul ai r e
de riviére. Cette étude a fourni des informations importantes sur la qualité de ces sites. Les don-
nées recueillies visent a comprendre les causes de la diminution des populations de poissons

dans le Ruisseau des Marais et complétent ainsi les analyses chimiques effectuées.
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1 Introduction

Depuis le début des années 1980, on a observé en Suisse un recul de la péche pouvant atteindre
60 %. Un recul supposé des populations de poissons a été confirmé dans la plupart des cantons,
les régions densément peuplées du Plateau et du nord-ouest de la Suisse étant particulierement
touchées (Burkhardt-Holm et al., 2002; Escher et Vonlanthen, 2016; Meili et al., 2004). Durant la
méme période, la pollution des eaux par des substances toxiques pour les poissons, telles que
'ammonium et les nitrates, a nettement diminué grace au développement généralisé des stations
d'épuration des eaux usées (STEP). Actuellement, les cours d'eau restent cependant parfois for-
tement pollués par des micropolluants qui ne sont pas suffisamment éliminés par les STEP con-
ventionnelles ou par | 6 a gdus dercontaminahts (produits phytosanitaires, chantiers, déver-
soirs dobéorage, r o | (Brauwn et als 200.5¢ Boppteroenal.,2020) nOritse le recul
observé des populations de poissons, une augmentation des maladies a également été consta-
tée, notamment chez les truites de riviere (Meili et al., 2004; Rubin et al., 2019). Dans les cours
d'eau du canton de Genéve, on a également observé au cours des dernieres décennies un net

recul des captures, notamment de truites (Figure 1).

Un déclin des populations de truites fario (Salmo trutta) et de vairons (Phoxinus phoxinus) a été
mis en évidence a la suite dne péche ®| ectri gque de | 60ffice cantonal d
tobre 2022 dans le ruisseau des Marais (Copin et al., 2024). En effet, seule une truite fario a été
observée malgré un rempoissonnement au printemps 2022 ainsi que des espéces qui ne de-
vraientpassetrouver dans c¢ce cours doébeau (tanches, perche s

fario et 14 vairons avaient été péchés en 2016. Les raisons potentielles du déclin sont multiples

et comprennent | 6i mpact de d®versoirspréénccerdages en a
d®chets inertes, | bdapplication de pesticides dans d:¢
du cours dbdeau, |l 6entretien d®f ectueux du d®canteur
ddédorigine inconnue. L eles MaraismpEsentedun colmiatage ichportantuce s s e a u

qui limite les habitats piscicoles (Copin et al., 2024). Une analyse du risque écotoxicologique a
partir de | 6analyse chimique (station Marsillon dans:c
ri sque ®l ev® pour | es vert ®br ®avril),le gharmaceutigdeiazi-s ect i ci d e
thromycine (juin), le cuivre (mai a novembre), le zinc (juillet-aodt) ou le nitrate (juin-novembre).
En comparaison, la population de truites fario dans la Drize est stable, bien que faisant également
face " divers facteurs de stress dans ce weurs dbdeau
En 2022 et 2023 notamment, les débits extrémement faibles ont amené le canton a ajouter de

| 6eau dans | a Drize pour maintenir |l a faune.

Afin de pouvoir estimer la pollution des eaux et, le cas échéant, d'en spécifier les sources, le
Centre Ecotox a réalisé avec plusieurs partenaires des bioessais sur des échantillons d'eau et de
sédiments prélevés dans le ruisseau des Marais, dans la Drize et dans la Drize en aval de leur
confluence. Des truites de riviére juvéniles ont été échantillonnées aux différents sites pour la
mesure doébun panel de g nes bi oma rétpiers derdétermineres obj ect

une éventuelle toxicité pour les poissons (vertébrés), mais aussi pour leurs sources de nourriture.
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Les systémes de bioessais choisis couvrent donc le périphyton (test combiné sur les algues, test

sur des bactéries luminescentes), le macrozoobenthos (test de contact des sédiments avec des

ostracodes, test de contact des sédimentsavec des chironomes, test doal
toxicité et de reprotoxicité sur les gammares) et les vertébrés (test avec des cellules branchiales

de poissons, tests CALUX®, mesure de biomarqueurs sur lignée cellulaire de foie de truite arc-

en-ciel (Oncorhynchus mykiss), mesure de biomarqueurs dans le cerveau et le foie de truites de

riviere juvéniles prélevées sur le terrain). Enfin, le Centre Ecotox a réalisé une analyse in situ de

la communauté d'oligochétes dont les résultats sont mis a disposition dans un rapport séparé

(Vivien et Ferrari, 2023).
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2 Matériel et méthodes

2.1 Sites

Les sites ®tudi ®s sont | e r ulb.56868,%6.0442228,daDkze erai s ( i MAR
amont de Troinex (i DRI 0, c o o r &114884) 6t erlaSaPde & confluence du ruisseau des

Marais et de | a Drize (iCONHgore?2). Camone th populaton de6 8 4 4, 6.1
truites fario est stable dans la Drize, contrairement au ruisseau des Marais, ce site a été choisi

comme siteofirée@Peprdant, en amont de Troinex, | a Driz
par les activités humaines( zones agricol es, rout es, industries) e
toxicologique soit impacté. Le site en aval de la confluence a été choisi en supposant que le

ruisseau des Marais impacteraitl a qual i t ® de aprés aaanfluehee. llazdté Ega-i z e

lement choisi pour des raisons pratiques liées au prélévement de truites pour la mesure de bio-

marqueurs. En effet, le secteur de la péche de I'OCEau avait mentionné, lors de l'organisation

des prélévements, que le nombre de poissons serait tres faible dans le ruisseau des Marais. Pour

obtenir un nombre satisfaisant de poissons pour I'étude des biomarqueurs, la péche électrique

devait débuter a la confluence et continuer dans le Marais. Le nombre de truites prélevées a

chaqgue site aisexs,latatjeset. sbnbdétgiles danis kes résultats (3.4.1) ainsi que

dans | 698B8RB.8.ex e

Le ruisseau des Marais prend sa source au pied du Saléve, en Franceet s 6 ®c okmlee sur 3
Suisse avant la confluence avec la Drize. Plus de 1,3 km de sa partie amont est entierement

canalisée etenterréeet re-o0oit une partir des eaux proyvenant de
aprés retenue des éléments grossiers par un piege a cailloux et des hydrocarbures par un dé-

canteur. La partie non enterrée du ruisseau des Marais traverse des zones agricoles (Copin et

al., 2024). 1 | y a ®gal ement des installations autonomes d
ddédeau.
La Drize prend sa source en France en aval de Croix-de-Ro z o n . Son bassin versant

24 km?, dont 9 km? (10 km a ciel ouvert) dans le canton de Genéve. 62 % du bassin versant est

caractérisé par des activités agricoles variées. Quat re d®versoirs dbéorage se tr
dans le bassin versant de la Drize, ainsi que des installationsaut onomes ddas(@mhni ssemen
et al., 2024).
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2.2 Echantillonnage et analyses physicochimiques

221 Eau

Des®c hant i | lont atéprétevés aatnois sites (Tableau1l)” | 6ai de doé®chantill onn
matisés (ISCO, Teldyne, US) du 13 septembre au 2 octobre 2 0 2 3 Q@ffece carltodald e | 6 e au

et conservés a 4 °C dans des bouteilles en verre préalablement nettoyées au solvant. Au terme

de | a p®riode dé®chantillonnage, | es ®chantillons or
posite de 23 litres par site dans un récipient en plastique PE (préalablement nettoyé avec du

liquide vaisselleetrincéav e c de | 6)eCartainsgaurs deiprélév@reent ont été écartés en

cas de malfonctionnements des ISCO (les mémes jours pour les trois échantillons, voir Annexe

chapitre 9.1.1), dés lors les échantillons finaux correspondaient au mélange de 12 jours de pré-

levement. Les échantillons d 6 e antété conservés a 4 °C et répartis selon les analyses :

1 3,4 litres dans des bouteilles en verre préparées par le Centre Ecotox. Dans une quatrieme
bouteille, un blanc de terrain a été pr ® par ® av e c -@ manipuEe deda maémd | i
mani re que | es ®chantillons td®edu.an€psertg@atiasdg
Centre Ecotox (Dubendorf) par Anne-Sophie Voisin et Cornelia Kienle le 3 octobre 2023.

o De ces 3,4 litres, 2 x 200 mL ont été transférés dans des bouteilles en verre de 500 mL
fournies par aQuaTox-Solutions et conservés a-20AC j ulsgedposi tion des i
cellulaires de truite arc-en-cie. Le bl anc de terrain nbéa -pas ®t® ¢
Solutions.

0 Les trois échantillons d'eau ont ensuite été préparés au Centre Ecotox au moyen d'une

extraction en phase solide (échantillons concentrés) (voir annexe chapitre 9.1.1).

1 17 litres dans des fGts en polyéthyléne pour tests sur gammares (Biomae) transportés

jusquobdau s i paePietreeJedhiCapimbe d octobre 2023.

1 1 litre conservé pour les analyses chimiques (différents paramétres abiotiques, des métaux

ainsi que 254 compos®s chimiques anal ys®s par |0860

2.2.2 Sédiment

Des échantillons de sédiment ont été collectés aux trois sites par un partenaire de projet externe

(Biol'Eau Sarl) le 2 octobre 2023. Les méthodes de préléevement et de stockage des échantillons

de sédiments ont suivi la stratégie publiée par le Centre Ecotox en 2021 (Casado et al., 2021).

Les échantillons ont été conservésa4°Cdans | 6 obscuri t ®:(l)testdewcdntact! eur anal
des sédiments avec des ostracodes (Soluval Santiago), (2) test de contact des sédiments avec

des chironomes( Centre Ecotox) et (3) Icarbogeromanigue o@®@tt r i e, | 6 a

|l 6anal yse chdessougjue (voir ci

En complément, une analyse in situ de la communauté d'oligochétes (I 6 a p p dese tralisdonc-
tionnels) des sédiments a été réalisée par le Centre Ecotox (Vivien et Ferrari, 2023). A cet effet,

I'échantillonnage a été effectué selon Vivien et al. (2019).




Granulométrie

Les mesures granulométriques des sédiments ont été effectuées par diffraction laser (Coulter LS-

100), par le département F.-A. Foreldess ci ences de | édenvironnement et de

de Geneéve suivant la méthode décrite par Loizeau et al. (1994).

Carbone organique total (COT)

Le carbone organique est considéré comme le facteur clé qui détermine la biodisponibilité des

contaminants. Le COT a été dosé au Laboratoire CentralEn vi r onnement al de | 6EPFL.

Analyses chimiques
Avant les analyses, les échantillons ont été lyophilisés, broyés et homogénéisés. Les analyses

des éléments traces (sauf Hg) ont été effectuées par ICP-MS (Agilent 7000) aprées digestion des

sédiments par aqua regia (HNOz-HCI) par le département F.-A . Forel des sciences de
nement et de | 6eau de | 6Uni v enersuret(Hy) odtété e¥fectuéey e . Les m
par spectrométrie d'absorption en vapeur froide (CVAAS), avec unDMAIII-Ev o, aussi “ 1 d6Uni

sité de Geneve. Les analyses des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP, 16 indicateurs
EPA), des biphényles polychlorés (PCB, congénéres #28, #52, #101, #138, #153 et #180) (EPA
8270) (US EPA, 1996), acide perfluorooctanesulfonique (PFOS) (DIN 38407-42) (Deutsches
Insitut fir Normung, 2011) et hexachlorobutadiene (HCBD) (EPA 5021A modifiée) (US EPA,
2014) ont été confiées a Eurofins SCITEC SA Lausanne. Enfin, 50 pesticides ont été mesurés
par Eurofins SOFIA GmbH.

2.2.3 Truites
Des truites de riviére (Salmo trutta) juvéniles ont été échantillonnées par péche électrique par le
secteur de | a p°che de | ¢JoddEais Defaliafsret OtivieoGuokjean)Re y mo n d

le 3 octobre 2023. Les truites ont été euthanasiées par une surdose de méthanesulfonate de

tricapne (MS222) suivie dbébune coupe des branchies.

mesurés, puis le foie et le cerveau ont été disséqués et immédiatement congelés dans de la glace
s che jusquobau st oci8@°g.de facteur deacbrlitioa ded-ultore(FC) a été
calculé comme le rapport entre le poids et la longueur du poisson. Il donne une indication géné-

rale de | 6®t at de sant® des poissons, not amment de

2.2.4 Prétraitement des échantillonsd 6 e a u
Pour I'analyse des échantillons d'eau avec le test combiné des algues et test de toxicité avec les
bactéries luminescentes, les trois échantillons et le blanc de terrain ont été concentrés par ex-

traction en phase solide (SPE) (Ecotox Centre, 2014; Simon et al., 2019) (voir Annexe 9.1.1). Les

1 Acénaphténe, acénaphtyléne, anthracéne, benzo(a)anthracéne, benzo(a)pyréne, benzo(b)fluoranthéne,
benzo(g.h.i)perylene, benzo(k)fluoranthene, chrysene, dibenzo(a.h)anthracene, fluoranthene, fluoréne,
indéno(1.2.3-cd)pyréne, naphthaléne, phénanthrene et pyrene.




échantillons ont ainsi été concentrés d'un facteur 1000 et stockés a -20 °C jusqu'a I'analyse. Un

aliquot de 1 mL a été envoyé a Biodetection Systems pour le panel CALUX®.

2.3 Bioessais

231 Vue dbéensemble des anal yses

Pour évaluer le déclin de la population piscicole dans le ruisseau des Marais, les bioessais ont
été sélectionnés de maniére a fournir une vue d'ensemble des différents niveaux trophiques et
groupes d'organismes (Tableau 1) : des tests avec des représentants du périphyton (toxicité pour
la base alimentaire du macrozoobenthos MZB), des tests avec différents organismes du MZB
(toxicité pour la base alimentaire des poissons), et des tests avec des lignées cellulaires de dif-
férents vertébrés (toxicité pour les poissons). Cing des tests biologiques sélectionnés ont été
effectués sur des échantillons d'eau : algues et bactéries (échantillons concentrés), gammares et
lignes de cellules de poissons (échantillons natifs), lignées cellulaires de mammiféres (échantil-
lons concentrés) et deux sur des échantillons de sédiments : ostracodes et chironomes. En outre,
un indice d'oligochétes in situ (Vivien et al., 2019) a été établi a partir des échantillons de sédi-

ments.




Evaluation écotoxicologique du ruisseau des Marais, de la Drize et de leur confluence

Tableau 1 : Tests réalisés, effets mesurés, substances de référence (si disponibles) et valeurs seuils basées s u r

nibles (entre parentheses)).

| 6ef f et eetyganime deavaleutsidispos ®

(ostracodes)
(ISO 14371)

Groupe Méthode Effets Substance de référence | Valeur seuil basée sur |'effet
Périphyton Test combiné sur les algues Inhibition de la photosynthese, inhibition de Diuron 70 ng DEQI/L! (Inhibition photo-
la croissance systéme II)
130 ng DEQ/L! (Inhibition de la
croissance)
Test de toxicité avec les bacté- | Métabolisme énergétique Toxine de base 1264 ug Baseline-TEQ/L!
ries luminescentes
Macrozoobenthos Test de contact des sédiments Mortalité, croissance - >20 %? (Mortalité)

>35 %?2 (Inhibition de la crois-
sance)

Test de contact des sédiments
(chironomes)

(AFNOR T90-339-1; OECD
218)

Mortalité, émergence

>32%°(I nhi bition
gence)

Exposition de gammares
(AFNOR T90-722-1, -2, -3)

Test
cité

ddéal i me n tearepromx-,

branchie de truite arc-en-ciel
RTgill-W1 (1SO 21115 )

brane cellulaire et intégrité des membranes
lysosomiales

Communaut ®s d & O| Index Oligochétes (TRF) Pourcentages des taxons (%) - -

Vertebrés Cytotox CALUX® (U20S) Dommages aux structures cellulaires Acétate de tributylétain -
Nrf2 CALUX® (U20S) Stress oxydant Curcumine 10 pug CurEQ/L
PAH CALUX® Activation de la réponse cellulaire aux hydro- | Benzo(a)pyrene 62.1 (6.21 - 150) ng
(H4IIE) carbures aromatigues polycycligues BaPEQ/L>14
PXR CALUX® (U20S) Détection des xénobiotiques Nicardipine 5.4 (3 - 54) ug NicEQ/L5*1
ERUCALUX® (U20S) (ISO ActivittT st rog®ni que 1 7-&stradiol 0.4 (0.1 - 0.5) ng EEQ/L84
19040; OECD 455)
Anti-AR CALUX® (U20S) Activité anti-androgénique Flutamide 14.4 (14.4 - 25) ug FIUEQ/L4
(OECD 458)
Test sur lignée cellulaire de Activité métabolique, intégrité de la mem- 3,4-DCA -
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Biomarqueurs moléculaires Effets sublétaux, expression de génes : bio- | - -
dans lignée cellulaire de foie de | transformation, stress oxydant, systeme en-
truite arc-en-ciel docrinien, systéme immunitaire, métabo-

Biomarqueurs dans le foie et le lisme, réponse au stress, réponse aux mé- - -
cerveau de truites de rivieres taux

prélevées sur le terrain

1 (Escher et al., 2018), 2 (Casado-Martinez et al., 2016), 3 (Durand, 2012), 4 (van der Oost et al., 2017); 5 (De Baat et al., 2020); 6 (Brion et al., 2019)

Une vue d'ensemble des méthodes est présentée ci-dessous. Des détails supplémentaires sont disponibles en annexe (chapitre 9.2).




2.3.2 Périphyton

2.3.2.1 Test combiné sur les algues

Dans ce test des échantillons sont examinés pour déterminer les effets spécifiques sur la photo-
synthése (toxicité spécifique des herbicides au photosystéme Il) et les effets non spécifiques sur
la croissance de l'algue verte d'eau douce Raphidocelis subcapitata (Escher et al., 2008; Glauch
et Escher, 2020). Les deux parametres mesurés sont l'inhibition de I'activité photosynthétique et
I'inhibition du taux de croissance. L'inhibition de I'activité photosynthétique est un parametre glo-
bal pour tous les herbicides ayant ce mode d'action et couvre les effets du mélange. L'inhibition
de la PSII se produit trés rapidement (quelques minutes apres I'exposition des algues a un com-
posé actif) et le paramétre est mesuré 2 heures aprés le début de I'essai. Le test est effectué

dans des plaques de microtitration a 96 puits avec des échantillons concentrés.

2.3.2.2 Test de toxicité avec les bactéries luminescentes

Ce test permet de détecter une toxicité non spécifique sur la bactérie luminescente marine Aliivi-
brio fischeri (Escher et al., 2008; International Organization for Standardization, 2007b). Une per-
turbation du métabolisme énergétique de la bactérie due a I'exposition aux polluants est détectée
par l'inhibition de I'enzyme luciférase et, par conséquent, de l'activité luminescente de la bactérie.
Le test est effectué dans des plaques de microtitration & 96 puits avec des échantillons concen-

trés.

2.3.3 Macrozoobenthos

2.3.3.1 Test de contact des sédiments avec les ostracodes

Ce test de contact sub-chronique avec les sédiments sur 6 jours détermine l'effet sur la mortalité
et la croissance du crustacé ostracode Heterocypris incongruens (International Organization for
Standardization, 2012). H. incongruens est un organisme épibenthique cosmopolite qui réagit de

maniére sensible a la pollution des sédiments. Le test est effectué dans des plaques a 6 puits.

2.3.3.2 Test de contact des sédiments avec les chironomes

Ce test de contact chronique avec les sédiments examine I'effet sur la survie et la croissance sur
7 jours et I'émergence sur 28 jours d e | 61 n s e Chirmomds ripariusrGet organisme a
stade larvaire benthique est un consommateur primaire dominant et une proie importante dans
les communautés aquatiques. Le test est effectué en suivant des protocoles standardisés dans
des béchers (AFNOR, 2010; OECD, 2010).

2333 Test dbéalimentation, de xidadtéavectiesgammareas® et

Au vu de leur sensibilité envers les xénobiotiques et leur réle important dans le fonctionnement

des écosystemes aquatiques (recyclage des débris organiques notamment), les gammares sont

tr s utiles pour ®v(AFNOR 2020a;d; cokura etialt 20104 Band cé tesg u

11
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des gammares standardisés sont exposés de maniére semi-statique pendant 7 jours aux échan-

t i | | owmstifsqnbrecancentrésparSPE)pour | es mesures du taux dbéalim
cité et 19 jours pour évaluer la reprotoxicité. Les critéres suivantsontété évalués:1) | 6acti vi t® d
| 6enzyme ac®tyl chol i nest BFNDR,2020af 2 taEeproduatiancheat oxi ci t ®
des individus femelles vivants et calibr®s en taildl
bryons anor maux, nombr ennedeoovooytey) (AENOR2020hH) 3) letalxe moy e

déali mentation, soit |l a surface moyenne de disques ¢

(AFNOR, 2020c). Le test est effectué dans des béchers avec des échantillons natifs.

2.3.4 \Vertébrés

2.3.4.1 Panel CALUX®

Les systemes d'essai CALUX® (Chemically Activated LUciferase eXpression) sont basés sur |'uti-
lisation de lignées cellulaires de mammiféres modifiées de maniére a produire une réponse stan-
dardisée et quantifiable en cas d'exposition a des polluants exogénes. La liaison d'un polluant au
récepteur correspondant entraine l'activation d'un géne rapporteur pour la production de I'enzyme
luciférase, qui produit de la lumiére lors d'une réaction qu'elle catalyse. Ce signal lumineux est

proportionnel a la quantité de polluants biologiquement actifs présents dans I'échantillon. Dans la

pr®sente ®tude, 6 syst mes de test ont ®t® ut.i
cellulaires, le stress oxydatif, l'activation de la réponse cellulaire aux hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP) , | "activation de |l a reconnaissance

(International Organization for Standardization, 2018; OECD, 2021b) et l'activité anti-androgé-
nigue (OECD, 2023b). Ce test est effectué dans des plagues de microtitration & 96 puits avec

des échantillons concentrés.

2.3.4.2 Essai sur lalignée cellulaire de branchie de truite arc-en-ciel

Le test cellulaire RTgill-W1 permet de détecter la toxicité aigué de produits chimiques et d'échan-
tillons d'eau (OECD, 2021a). La toxicité est déterminée par la réaction des cellules a une combi-
naison de colorants indicateurs fluorescents, qui permettent de mettre en évidence trois para-
metres de toxicité : I'AlamarBlue, le CFDA-AM et le Neutral Red sont utilisés pour mesurer res-
pectivement l'activité métabolique, I'intégrité de la membrane cellulaire et l'intégrité des mem-
branes lysosomiales. Les résultats sont exprimés en pourcentage de viabilité cellulaire par rap-
port a un contr6le non traité. Si une diminution de la viabilité cellulaire en fonction de la dilution
est détectée avec les trois colorants indicateurs, I'échantillon est considéré comme présentant
une toxicité aigué. Une diminution des valeurs de fluorescence de seulement un ou deux colo-
rants indicateurs indique un effet sublétal. Le test est effectué dans des plaques de microtitration

a 24 puits avec des échantillons natifs.

s ®s

des



2.3.4.3 Mesure des biomarqueurs moléculaires dans la lignée cellulaire de foie de truite
arccen-ci el expos®e aux ®cdanestefoieletleocerseawddi e a u
truites de riviére échantillonnées sur le terrain

L

| 6ARN du f oi eetdescelldlias decfaer las @chantillons ont été normalisés a la méme
o}

(@)}

exposition de la |ign®e cell ud24.B. Ames dxgactionde
concentrat i omg/udpuk R Nervéal, AZb ng/uL pour le foie et les cellules de foie),
trait®s © | a DNAse, puis | 6ADN compl ®ment ai
96 biomarqueurs ont été préamplifiés par 14 cycles de PCR avant la PCR quantitative (qPCR)
microfluidique. Les 42 échantillons (17 x foie, 17 x cerveau, 8 x cellules de foie), ainsi que les
contrbles correspondants (1 x H20 « no-template », 1 x contr6le « no reverse transcriptase » par
type doé®c ha n interirdncatibratoit» p&mettant ga comparaison entre les différents
projets), avec un total de 48 échantillons, ont été chargés en duplicas techniques sur une plaque
microfluidique 96x96 et mesurés par gPCR avec le Biomark HD. Les 96 biomarqueurs mesurés
représentent différentes fonctions biologiques détaillées dans Voisin et al.(2023). L6 e x pr
des biomarqueurs a été calculée a partir des valeurs de Ct (cycle threshold ou cycle seuil) selon
la méthode décrite dans Taylor et al. (2019). Pour chaque biomarqueur, nous avons calculé le
|l og2 de | 6expression relative 7 |l a moyenne

de référence (arp, ubi, rpl7) pour le cerveau et le foie, et cinq génes de référence pour la lignée

cellulaire (arp, ubi, rpl7, eeflb, efla).

2.4 Evaluation de la qualité de I'eau et des sédiments selon les résultats
des bioessais

241 Seuils bas®s sur | 6effet pour | b6eau
Pour classer les effets mesurés, le concept de seuils basés s u r | (BBSY o ébétappliqué

(Escher et al., 2021). Les EBS pour les bioessais utilisés sont détaillés dans le Tableau 1.

Pour les bioessais in vitro sur des échantillons concentrés, ce concept permet d'évaluer le risque
environnemental a l'aide des résultats bioessais. On fixe une valeur seuil a laquelle on compare
la concentration totale des quotients d'équivalence biologique (BEQ) (International Organization
for Standardization, 2022) calculés pour les substances ayant le méme mécanisme d'action, afin
de calculer des quotients de risque basés sur I'effet (RQuio). Comparable a I'évaluation conven-
tionnelle des risques a l'aide de données d'analyse chimique et de critéres de qualité environne-
mentale (CQE) (RQchem), le dépassement des valeurs seuils par les BEQ indique un risque inac-
ceptable pour un mécanisme d'action spécifique. Des classes de qualité peuvent étre dérivées

sur la base des RQuio (voir chapitre 2.4.2).

Pour les bioessais in vivo sur des échantillons natifs, les résultats sont exprimés en pourcentage

déeffet, p.ex. i nhparbapportaocontdle, mortalité cOQeoréssltatasont ansi

et

e

re

es

de

et

est d ®t

a ®t ®

sion

t ous

comparés avec des seuils dieffetpour cal cul er un etdéetminermatqualitéd e f f et ( Q

des sédiments selon des classes de toxicité dérivées (voir chapitre 2.4.3).
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2.4.2 Eau

Afin de comparer les valeurs BEQ des différents bioessais et de classer les résultats, une éva-
luation des risques basée sur les effets a été réalisée. Pour cela, des quotients de risque basés
sur l'effet (RQuio) ont été calculés comme le rapport entre la valeur mesurée dans le bioessai
(BEQ) et la valeur seuil respective basée sur I'effet (Escher et al., 2021). En cas de trés bonne et
bonne qualité (RQ < 1), lecritere (s eui | b a s @pésifique alchaqué Hioessai) est consi-
déré comme respecté, dans tous les autres cas comme dépassé. Sur la base des RQbio, il serait
également possible d'effectuer une comparaison avec les données issues de l'analyse chimique
(RQchem). Les résultats des bioessais ont été classés selon les RQ et schéma de couleur suivants

(Tableau 2).

Tableau 2 : Classification de la qualité de I'eau, quotients de risque (RQ) correspondants et respect
de la valeur seuil

Qualité Quotient de risque Valeur seuil
Trés bonne RQ<0.1 Respectée
Bonne 0.1 O RQ < 1
Moyenne 1 O <RQ Dépassée
Médiocre 2 O RQ < 10
- Mauvaise RQ 010

2.4.3 Sédiment

L'utilisation de différents bioessais permet de déterminer la qualité des sédiments d'un site sur la
base de critéres prédéfinis (Casado-Martinez et al., 2023). Les résultats du test de contact des
sédiments avec les crustacés (ostracodes) et du test de toxicité chronique avec les chironomes

ont été évalués et classés selon les critéres suivants (Tableau 3, Tableau 4).

Tableau3:Cr it " res doé®valuation des bioessais sur s®di
Classe de toxicité (%)
Effet Effet Effet
Espece Groupe Effet faible modéré | sévere
Heterocypris Crustacs Mortalité 0-20 20-30 >30
incongruens Croissance (Inhibition) 0-35 35-70 >70
Chi E
. |rgnomus Insecte mgrggnce 0-32 32-64 >64
riparius (Inhibition)
Des quotients doéeffet (QE) ensuite ®t®

dans le bioessai ( pour c e nt aegle valdud sedil respective. Selon le nombre et le niveau

de dépassement des seuils de toxicité, les sédiments sont classés de qualité bonne a mauvaise

(Tableau 4).




Tableau4:Cl assi fication de |l a qualit® des s®di ment s
correspondants et respect de la valeur seuil

Qualité Ecotoxicité Valeur seuil
Bonne Tous les parametres biologiques sont sans effet significatif (QE < Respectée
1).

Moyenne | Au moins un parametre biologique avec effet modéré (1 < QE <2) | Dépassée
et aucun avec effet sévere (QE > 2%).

Médiocre | Les deux espéces montrent un effet modéré (1 < QE < 2) ou

un effet sévere (QE > 2) est observé chez une des deux especes.
Mauvaise | Au moins une espéce avec effet sévere (QE > 2) et au moins un
autre parametre biologique avec effet modéré (1 < QE < 2).

* pour |l a mortalit® des ostré@égcodes, | 6effet est

2.5 Evaluation de la qualité de I'eau et des sédiments selon les résultats
de | 6analyse chimique

Le risque chronique basé sur l'analyse chimique p o ur (QRcem alété calculé en divisant la
concentration mesurée (MEC) pour chaque substance par le critére de qualité environnementale
chronique (CQC) correspondant (Doppler et al., 2020; Junghans et al., 2013). Pour chaque subs-
tance, le risque global et le risque pour les différents groupes d'organismes ont été calculés, c'est-
a-dire pour les plantes (QRchem P), pour les invertébrés (QRchem 1) €t pour les vertébrés (QRchem v).
Pour le calcul du risque de mélange, les QRchem des différentes substances ont été additionnés

( x QMRm) (risque global et pour les différents groupes d'organismes).

Le risque bas® sur | 6analyse chimique pour

tration mesurée pour chaque substance par le critére de qualité pour les sédiments (CQS) cor-
respondants (Casado et al., 2021). Pour le Hg et le zinc (Zn), les CQS sont adaptés a la situation
locale en ajoutant la concentration de fond de 0,016 mg/kg pour le Hg et de 17,9 mg/kg pour le
Zn. Pour le Cu, on considére que la teneur en COT influence sa biodisponibilité et les concentra-
tions environnementales mesurées sont alors normalisées a 1 % COT avant comparaison avec

le CQS. Il en est de méme pour toutes les substances organiques.
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3 Reésultats
3.1 Périphyton

3.1.1 Test combiné sur les algues

Validité du test : Les contrdles négatifs de I'essai ont satisfait aux critéres de validité, aucune
inhibition de croissance ou inhibition du PSII n'a été détectée. Un contr6le positif (diuron) a été
évalué sur chaque plaque etlesvaleursdelac oncent r at i % (CEsg Sesifudieattdans 0
la plage de validité. En outre, ni le blanc ni le blanc de terrain n'ont montré d'inhibition du PSIl ou

de la croissance supérieure a 10 ou 20 % respectivement.
Résultats : La Figure 3 donne un apercu des résultats de I'essai combiné sur les algues.

Inhibition du PSII des algues : L'EBS pour l'inhibition du PSII (70 ng PSII-DEQ/L) n'a été dépas-
sée dans aucun échantillon. La valeur de la Drize (DRI) était inférieure a 7 ng PSII-DEQIL, ce qui
indigue une qualité d'eau trés bonne en ce qui concerne l'inhibition du PSII des algues. Les va-
leurs du ruisseau des Marais (MAR) et de la confluence (CONF) étaient un peu plus élevées (23
et 14 ng PSII-DEQ/L) et indiquaient une qualité bonne (Figure 3A).

Inhibition de la croissance des algues : L'EBS pour l'inhibition de la croissance a été dépassée
dans | do® MAR(D3B ng de croissance-DEQ/L), indiquant une qualité moyenne. Les ré-
sultats de DRI etlaCONF®t ai ent i nf ®r i e u ngsde CroistafcE-BERQ/L(ré&s@ec-et 101

tivement) et indiquaient une qualité bonne (Figure 3B).

A 80 B 150
_EBS < EBS
= N
N 607 5
— =
> S 100
= =
o 40 o
S <
w [a)
Q £ 507
(n/.) 201 g
O
LOQ ...............................
LOQO 0
DRI MAR CONF DRI MAR CONF

Figure 3 : Résultats du test combiné sur les algues (Raphidocelis subcapitata) : concentrations
équivalentes de diuron (DEQ, ng/L) pour l'inhibition du photosystéeme Il (PSIl) (A) et I'inhibition
de la croissance (B).

La barre représente la moyenne de 2 réplicas biologiques. Les zones ombrées indiquent différents ni-
veaux de qualité de I'eau (bleu = trés bonne, vert = bonne, jaune = moyenne). Sites d'échantillonnage :
DRI = Drize, MAR = Ruisseau des Marais et CONF = aval de la Confluence entre la Drize et le Ruisseau
de Marais. LOQ = limite de quantification.




3.1.2 Test de toxicité avec les bactéries luminescentes
Dans le test de toxicité avec les bactéries luminescentes, seuls de faibles TEQ ont été mesurés
(0.38 - 0.42 mg TEQ/L), bien en dessous de I'EBS (Figure 4). Les différences entre les trois sites

étaient minimes.

Figure 4 : Résultats dtu test de toxicité

15 avec les bactéries luminescentes (Aliivi-

EBS brio fischeri) - inhibition de la biolumines-

cence aprés 30 minutes d'exposition aux

~ 1.0 différents échantillons (en équivalents
> toxicité (TEQ) (mg/L).

E La barre représente la moyenne de 3 réplicas

8 techniques. Les zones ombrées indiquent dif-

= 05 férentes classes de qualité (bleue = trés

bonne, vert = bonne, jaune = moyenne) (voir

Tableau 2). Sites d'échantillonnage : DRI =

00 : : : Drize, MAR = Ruisseau des Marais, CONF =

aval de la Confluence entre Drize et Ruisseau

DRI MAR  CONF des Marais.

3.2 Macrozoobenthos

3.2.1 Test de contact des sédiments avec les ostracodes

Validité du test : Le test effectué avec le sédiment contréle a satisfait aux critéres de validité
conformément a la norme ISO 14371 (International Organization for Standardization, 2012), c'est-
aadire que | e facteur de croissance dans | e

80%apr s 6 jour.s dbébexposition

Résultats : La survie des ostracodes a été affectée par deux échantillons de sédiments (DRI et
CONF) (Figure 5). Pour ces deux sites, le seuil de 20 % de mortalité a été dépassé (Casado-
Martinez et al., 2016). La mortalité était la plus élevée dans les sédiments DRI (82 %) suivi par
les sédiments CONF (70 %) et la plus faible dans les sédiments MAR (8 %). Ce site était le seul
a présenter une mortalité inférieure a 30 %, donc il était également possible de mesurer le critére

sublétal croissance. Une inhibition modérée de la croissance (42 %) a été observée.
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Figure 5 : Résultats du test de contact des sédiments avec les ostracodes (Heterocypris incon-
gruens) - mortalité et inhibition de la croissance (en % par rapport au contrdle) aprés 6 jours
d'exposition aux différents échantillons.

La barre représente la moyenne de 6 réplicas techniques de 10 organismes par site. Ligne orange : seuil
d&ffet modéré, ligne rouge : s e u ieffet sévére ; si la mortalité est supérieure a 30 %, l'inhibition de la
croissance n'est pas évaluée (symboles vides, Drize, Confluence). CO = Contréle, Sites d'échantillon-
nage : DRI = Drize, MAR = Ruisseau des Marais, CONF = aval de la Confluence entre Drize et Ruisseau
de Marais.

3.2.2 Test de contact des sédiments avec les chironomes

Validité du test : Lors du lancement du test le 13 octobre 2023 (11 jours aprés échantillonnage),
les larves agées de 2 jours mesuraient 0,12 + 0,01 cm avec une largeur de capsule céphalique
de 95 £ 12 uym, correspondant au premier stade larvaire. Le suivi de la qualité del 6 eau a
montré une concentration en oxygéne dissous constante de 8,4 + 0,3 mg/L en moyenne pour
tous | es traitements pour une t°“€nps@rntéaes dervaliditd

(taux do Gr2gjours®©n et sex-ratio entre 0,4 et 0,6 pour le contrdle) ont été atteints.

Résultats:En pl us de | 6 ®me volpesa&jours,ecus avahsisuivi la goissance
et |l a survie des larves, en arr°tant 3 r ®pli
(AFNOR, 2010). Alors que la survie moyenne des larves était de 83 %, 87 % et 93 % pour res-
pectivement CONF, DRI et le contréle,e | | e s 6 ®1 e v a57 % pour MAR, intiguameuneg
mortalité précoce et importante pour ce site. Au terme des 7 jours, les larves des sédiments DRI
et CONF étaient significativement plus grandes que celles du contréle (Figure 6). Cette observa-
tion est fréquente dans les tests avec des sédiments naturels qui peuvent étre plus riches en
éléments nutritifs que le sable utilisé pour le contréle. De méme, les chironomes exposés au
sédimentDRIontétélespr emi er s ° ®mer ger a p,lessréplicas pjesentants

des adultes volants) (Figure 7).
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La comparaison entre les trois sites montre une différence significatived u t au x d 6eBtrmer genc e
les sites (Kruskal-Wallis ANOVA p = 0,02). Le seuil de toxicité de 32% d 6 i n hTalideaul) on (
(cobeckitr € un taux dob®me%)petd atteint ponrfMAR uniguement ave® uh

taux do®nde56gdd% [Eigure 6). Pour les sédiments DRI et CONF,| es t aux dobé®mer -
gence étaient similaires entre eux et au contrdle (93 + 6 %, 94 + 3 % et 94 £ 9 %, pour respecti-

vement DRI, CONF et contréle).

0.9 5

0.8- —|_
o.?—_ T

0.6 -

0.5+

0.4 4

0.3 4

Taille des larves a 7 jours (cm)

0.2 4

0.1 4

0.0 T T T T
Cco DRI MAR CONF

Figure 6 : Résultats du test de contact des sédiments avec les chironomes (Chironomus ripa-
rius) - Tailledes larvesapr ~ s 7 j our s(mdyémeaipéoastitype).o n

La barre représente la moyenne de 3 réplicas techniques par site avec 20 organismes par réplica. CO =
controle, Sites d'échantillonnage : DRI = Drize, MAR = Ruisseau de Marais, CONF = aval de la Con-
fluence entre Drize et Ruisseau des Marais.
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Figure 7 : Résultats du test de contact des sédiments avec les chironomes (Chironomus ripa-
rius) & 28 jours - Emergence cumulée des adultes en fonction des jours de suivi.

* montre une di ff®rence significative du taux ¢
l ons, D u-hoc Rreskap\Vdatlis ANOVA, n =4, p < 0,05). CO = Contréle, Sites d'échantillonnage :
DRI = Drize, MAR = Ruisseau de Marais, CONF = aval de la Confluence entre Drize et Ruisseau des
Marais.

323 Test dbéal i ment aetdeoeprptoxiceé anee ks gammares
Lbexposition aux diff®rents ®chantillons dbéeau nobda |
bout de 7 jours (survie de 81 % pour DRI, 84 % pour MAR et 82 % pour CONF). Cependant, les

femell es expos ®e sR ont ptése@déld sumie la plds daible éitbe les trois sites

(DRI : 89 %, MAR : 64 %, CONF: 82 %), ce qui était en dessous de 70%, cr it re dodoappli c
de la norme AFNOR XT-T90-722-2 pour | e t e s(AFNOR, 2020bjne r_Ltea ttiaounx dodal i
mentation moyen (mm?/individu/jour) était de 14,4 + 3,6 pour MAR, 13,8 £ 2,1 pour DRIl et 14,1 +

2,7 pour CONF (moyenne + écart-type). Les r®sultatng adu oneqntdbodd alpiame me
doéi mp &0.967)dgs échantillons: | a surface de feuilles dbdéaulne co
déexposition nd®tait pas significativement diff ®r en
toxique, sur la fécondité oudetype pertur bati on endocrinienne nbda ®t®e

cette étude. Plus de détails sont disponibles en annexe (chapitre 9.3.2.2).
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Figure8: R®sul tats du test d-é&taériepnaxicied bveoles,gandnaren e ur
(Gammarus fossarum) - Indices de fécondité aprés exposition des gammares femelles aux
®chantill.ons dbéeau

La barre représente la moyenne + écart-type de 3 réplicas techniques. Sites d'échantillonnage : DRI =
Drize, MAR = Ruisseau des Marais, CONF = aval de la Confluence entre Drize et Ruisseau de Marais.

3.3 Vertébrés

3.3.1 Panel CALUX®
Validité du test : L ' E-RALUX® est accrédité selon la norme ISO/IEC 17025 (RvA L401)
(International Organization for Standardization, 2017). Les composés de référence ont montré

les effets attendus et aucun effet n'a été mesuré dans les blancs.

Résultats : La Figure 9 donne un apercu des résultats pour le panel CALUX®. Aucune valeur

supérieure a la LOQ n'a été mesurée pour la cytotoxicité (Figure 9A). Les valeurs BEQpour | édac -
tivit® 1 s?tr bg@&n iapdiogénifue at Mactivité de type HAP (Figure 9B, C et F)

étaient supérieures alaLOQ maisndont j amali surd®pBBS®respectives. L6
stress oxydatif a été dépassée pour le site CONF (Figure9 D) et | 6 EBS pour | a d®t

xénobiotiques a été dépassée sur tous les sites (Figure 9 E).

Si Il " on compare |l es sites, | "activit® 1Tstrog®nique
étaient comparables dans les trois sites (Figure 9 B et E). L'activité anti-androgéne et l'activation

de la réponse cellulaire aux HAP étaient plus élevées dans les sites MAR et CONF que dans la

2Actuell ement, il existe ®gal ement desCAEdgalesemplenf ®ri eur s
0,1 ng/L (Escher et al., 2018). Un projet actuel de directive-cadre sur I'eau de I'UE (EC 2022) prévoit des
criteres de qualité del'eaur ®dui t s pour |l es 1T strog niesst rsatd®roolp d(i hetntsp sc:o/ nineer

ronment.ec.europa.eu/publications/proposal-amending-water-directives_en). Ces critéres plus bas rédui-
raient a leur tour un critére de qualité de I'eau basé sur les effets a environ 0,07 ng/L.
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Drize (Figure 9 C et F), et la réponse cellulaire au stress oxydatif était plus élevée dans le site
CONF que dans les sites DRI et MAR (Figure 9 D). Les résultats s ont d ®t a iadnéx®
9.3.3.3.
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Figure 9 : Résultats du panel CALUX® : A: cytotoxicité (cytotoxicité-CALUX®); B:1 " act i vi t
g®ni qu eCALBR®RUC: activité anti-androgénique (Anti-AR-CALUX®); D:stress oxydatif (Nrf2-
CALUX®); E: détection des xénobiotiques (PXR-CALUX®) et F: I'activité de type PAH (PAH-CA-
LUX®).

Histogramme : chaque barre représente le résultat d'un échantillon, et les places vides indiquent des valeurs
inférieures a la limite de détection (LOD) et/ou quantification (LOQ). EBS = valeur seuil basée sur l'effet
(effect-based trigger value), HAP = hydrocarbures aromatiques polycycliques. Sites d'échantillonnage : DRI
= Drize, MAR = Ruisseau de Marais, CONF = Confluence entre Drize et Ruisseau de Marais.

3.3.2 Test sur lalignée cellulaire de branchie de truite arc-en-ciel

Validité du test : Tous les critéres de validité selon la norme ISO 21115 étaient satisfaits : (1) La
variation de fluorescence entre les puits contrbles sans cellules ne doit pas dépasser 20 % pour
exclure une interférence de I'élément testé avec les mesures de fluorescence de I'essai de viabi-
lité. (2) Le contrble solvant ne doit pas étre plus de 10 % inférieur par rapport au contrble négatif,
afin d'exclure toute contamination par le solvant. (3) La valeur moyenne de la CEso du contrdle
positif (3,4-DCA), basée sur les concentrations nominales pour chaque colorant indicateur de
viabilité cellulaire, doit se situer dans un intervalle de 2,5 écarts-types par rapport aux valeurs de
CEso indiquées dans la ligne directrice. Ce critére a également été respecté (aQuaTox-Solutions,
2022; 2023a; b).

Résultats : Aucund es ®c hant i | | ¢oricté ambdeala viabititdicellulaird &ait 094 %
et > 96 % pour tous les paramétres, pour les sites MAR et CONF, respectivement. Des effets

sublétaux légers ont été observés pour le site DRI (viabilité cellulaire O90 % pour le marqueur

S
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fluorescent CFDA-AM pour les concentrations 100 %, 80 % et 60 %, suggérant une perte de
I'intégrité de la membrane cellulaire). Des effets de matrice ont été observés dans tous les échan-
tillons (crit re deb6ead %E0da c®ntralespositivie @an lsaigiaitsi pour

| 6 Al amar Bl ue) . Le r ampgnrexet(chapitteto2.4.1)] ® se trouve

3.3.3 Biomarqueurs moléculaires dans les cellules de foie de truite arc-en-ciel
expos®es aux ®chantillons do6eau

Sur les 96 génes mesurés, 75 génes dont les six génes de référence ont pu étre quantifiés dans
chaque échantillon et quatre se situaient en-dessous de la limite de détection. Sept biomarqueurs
ont pu étre quantifiés dans une partie des échantillons. Parmi les 69 biomarqueurs détectés dans
chacun des échantillons (75 moins les 6 génes de référence), six biomarqueurs montrent une
différenced 6 ex pr essi on s i g nkigure t0aANDWAe p <d)103) rdeux snird MAR
et CONF : c-myc (cycle cellulaire, apoptose), tripl3 (systéme immunitaire), trois entre DRI et
CONF : igf1 (croissance), nr3cl (récepteur aux glucocorticoides), bdnf (systeme nerveux) et deux

entre MAR et DRI : bdnf (systéme nerveux), pdia4 (stress oxydant). La forte variabilité entre ré-

plicas et |l a faibERspail resgpgo®shbdbhes|l dénn(haible

Expression
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

CP_25_c.myc- ¢ .1 . Mar-Conf, p=0.048 site
Dri
B9 Mar

E_66_nr3c1- N Dri-Conf, p=0.043 B Conf

E_55_igf1- 1 . Dri-Conf, p=0.047

Gene

|_91_trip13- I+ & Mar-Conf, p=0.019
N_18_bdnf~ + { Dri-Conf, p=0.012 / Mar-Dri, p=0.031

OX_69_pdiad - ' Mar-Dri, p=0.038

Figure 10: Biomarqueurs différentiellement exprimés entre au moins deux des trois sites.

Les barres repr®sentent | a moyenne et | es point
est représentée sur une échelle logarithmique : par exemple, une différence de 1 entre deux sites indique
quodil y a deux f oi s Sjies déchamtilonnage pDRe=s DrizeuMAB = Rugsseau des
Marais, CONF = Confluence entre Drize et Ruisseau des Marais.

3.4 Biomarqueurs moléculaires chez les truites de riviére

3.4.1 Echantillonnage et biométrie des truites de riviére

Seules 4 truites doéun an ( 1+puéte taptaréendars letuisagaut e s

des Marais, dont deux individus dans le ruisseau prés de la confluence avec la Drize, et cela

aprés environ deux heures de péche sur une distance de 300 métres a partir de la confluence et
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Evaluation écotoxicologique du ruisseau des Marais, de la Drize et de leur confluence

en remontant le ruisseau des Marais. En comparaison, les truites de la Drize ont pu étre capturées

au bout ddédune tr suntna distance dee30 nmitres uQing mdividus de chaque

cat ®g or ioet étél @ré@eyés pour avoirune t ai |l | e do6 ®c h anrtissdal desx s embl ab
Marais.Le nombre déindividus, | 6©ge, la tailsom et l e p
d®t ai | | &eexedd88.8. | 6

Les deux sites se sont clairement distingués par la présence de maladie rénale proliférative chez

les trois individus 0+ du ruisseau des Marais (hyperplasie des reins, altération du foie) alors que

l es truites 0+ de | a Drize no0 &igaed 18)nToutes iestwieed | e ment p
1+ semblaient saines.La | ongueur standard (museau jusqudé~™ | a I
était semblable entre les deux sites pour les 0+ (t-test, p = 0,8460) alors que les 1+ de la Drize

étaient significativement plus grandes que celles du ruisseau des Marais (p = 0,0007) (Ta-

bleau 5). De méme, la masse des truites 0+ était semblable entre les deux sites (p = 0,8109) et

significativement plus élevée chez les 1+ de DRI comparé aux 1+ MAR (p = 0.0037). Le facteur

de condition était significativement plus élevé a MAR pour les 0+ et 1+ (p = 0.0166 et 0.0436
respectivement).Chez | es 0+, cel adpegmesnd ex p loinegs@assohgaa mals se d
atteints de maladie rénale proliférative avec le gonflement des reins (hyperplasie) (Bruneaux et

al., 2017).

Figure 11 : Truite atteinte de maladie rénale proliférative (A : hyperplasie des reins, MAR) et
truite saine (B, DRI)

Tableau 5 : Parameétres physico-c hi mi q u e s (ndesurel pénetaalle de la température, pH, con-
ductivité), nombre de truites capturées dans la Drize (DRI), dans le ruisseau des Marais (MAR), age,
sexe, biométrie et présence ou non de maladie rénale proliférative (MRP).

Site |[T°C pH |Cond. Age |Fe- Méles | Longueur Masse (g) Facteur de MRP
(uS/cm) melles standard condition
(cm)
DRI [16.7 8.1 [626 0+ - 5 92+1,3 12,21 £ 5,20 151+0,10(-
(12:50)
1+ 4 1 156+ 0,7| 56,91+ 8,09 1,48+0,12 |-
MAR |15.0 8.2 691 0+ - 3 90+14 13,09 £ 3,94 1,77 +£0,12|3
10:00
( ) 1+ 3 1 13,0+ 0,7 36,40 £ 5,70 1,65+ 0,05(-

3.4.2 Biomarqueurs
Sur les 96 biomarqueurs, 78 et 84 ont pu étre quantifiés dans tous les échantillons de foie et de
cerveau, respectivement, dont les six genes de référence. Quatre biomarqueurs n @nt pas pu étre

détectés dans le foie et un seul dans le cerveau. Quatorze et onze biomarqueurs ont été détectés
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dans une partie des échantillons dans le foie et le cerveau, respectivement. Par exemple, la plu-
part des biomarqueurs spécifiques au systéme nerveux ne sont pas ou peu exprimés dans le

foie.

Léanal yse des donn®es biomarqueurs dans | es tissus
site dé®valuer de possibles facteurs confondants, cc
la présencede MRP, et c. Nous avons pr ®c Gnfleenceplusieursdib-s er v® q U €
marqueurs (Voisinetal.,2023). Une sol ution est de gsémeienpeur | 6analy

l es diff ®r ent e sDeqlas; tBug tes 0+ @étant dkdrEates cela permetd 6 ®vunt e r

possible biais lié au sexe. Pour les 0+, les trois truites MAR étaient atteintes de MRP, il est donc

probable que les effets observés sur les biomarqueurs soientdus™ | a mal adi e plut!t qu
Pour déterminer les différences entre sites, il est plus pertinent de comparer les 1+ de MAR et

DRI dans chaque organe.
Foie

LaFigure 12mo n t r gressioh des biomarqueurs différentiellement exprimés entre DRI et MAR
(p-ajd <0.05) dans le foie des truites 0+ (A) et 1+ (B).

Chez Il es 0+, |l es biomarqueurs diff®rentiell ement ex
du systeme immunitaire et de | 6 i nf | a oclita $tat3p, fa répression du métabolisme des
lipides (srebfl) et des xénobiotiques (cypla), la répression du systéme hormonal thyroidien (dio2)
et I 6activation de girRchez lkesirdisidus MAR icanpayéd aDRI. kes trofs
individus MAR étant atteints de MRP, les effets observés sont probablement liés a la maladie. Le
biomarqueur ccl13 (systéme immunitaire) a précédemment montré une forte induction chez les
truites atteintes de MRP (Voisin et al., données non publiées). La présence de MRP peut indiquer

une qualitét del 6 e au rdans la miisseau des Marais qui pourrait favoriser la maladie.

Chez les 1+ (non atteints de MRP), les résultats suggérent que les deux sites pourraient se dis-
tinguer par la présence de métaux (zntl, mt2), une différence dans le métabolisme des lipides
(fasn, ppara), du systeme hormonal et de la croissance (igf2, dio2) et de la biotransformation

(arnt, gsr). Tous les biomarqueurs significatifs sont plus exprimés dans le ruisseau des Marais.

Uneinductionde | 6 e x p esemszgmeode détbxification des métaux et de biotransformation
indiquent une qualit® de | 06e hewgenmdid2oodepeurladeiodi-ui sseau c
nase 2, qui c othwodienne thyroxing Hdem smformeactive, T3 (triiodothyronine).

De nombreux composés chimiques, tels que les les PBDE, les PCBs, les dioxines, le bisphénol
A, le triclosan, et certains PFAS peuvent perturber le systeme hormonal thyroidien (Oliveira et
al., 2019). Une expression accrue de dio2 a été observée chez S. trutta échantillonnées dans des
lacs alpins. L'expression de dio2 était dans ce cas corrélée a la présence d'éthers diphényliques

polybromés (PBDE) dans le muscle des mémes individus (Jarque et al., 2014).
Cerveau

Chez | es 0+ et | es 1+, aucun biomarqueur ndé®tait dif

deux sites. Cela peut étre a la fois lié a une forte variabilité entre individus et une petite taille
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dé®chantillon (et donc faible pouvoir statistique).
tégé des stress environnementaux, notamment par la barriere hémato-e nc ® phal i que. Léexpl
sion de biomarqueurs dans le cerveau était également plus stable que le foie dans une étude de

biomonitoring précédente (Voisin et al., 2023).
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2 9 2 4 ;
|24 ccl13- — | . - —
E_83_srebf - .l . 1- .
E_30_dio2 - |"' . 'l‘ site
» .
® £+ DRI
() 0] - - -
CP_B5_stat3 - -| - 'I Fo] maR
L ] - L
B_47_gsr- . l. l
L] [ ] -
B_27_cypla- o | N . {.
B: Foie, 1+
Expression
2 g 0 1 2
N_14_aspa- - * . & . I,”
»|
N_10_app- . ) I‘ L3 . I. —
MT_96_znt1 - '.|, L .. | LM
MT_61_mt2- A + EIN P
o ML_71_ppara- :. I ., *e I . site
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E_56_igf2- + | =t * | -'
E_30_dio2 - . | ., :|:
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Figure 12 : Biomarqueurs différentiellement exprimés entre la Drize et le ruisseau des Marais (p-
ajd <0.05) dans le foie des truites 0+ (A) et 1+ (B).
Sites d'échantillonnage : DRI = Drize, MAR = Ruisseau des Marais.
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3.5 Analyse chimique des sédiments et évaluation du risque

3.5.1 Granulométrie et carbone organique total (COT)

Selon les parts de volume dans les différentes fractions, les sédiments DRI et CONF sont qualifiés
de « sable » alors que MAR est un « sable limoneux ». Malgré une part de sédiment fin (argiles
+ limons) supérieure pour MAR que pour les deux autres sites, la teneur en COT est la plus faible
pour ce méme site (Tableau 6). La part de sédiments fins ainsi que la teneur en COT peuvent
influencer la biodisponibilité des contaminants et de ce fait sont a considérerlorsde | 6i nt er pr ®t a

tion des résultats des bioessais.

Tableau 6 : Granulométrie et carbone organique total (COT) des sédiments

Diam_étre Argiles Limons Sables TOC
Site médian (>2 pum) | (2-50 um) | (> 50 pm)
pm % % % %
DRI 250 0,8 12,7 86,5 4,05
MAR 470 1,2 17,2 81,6 2,60
CONF 349 0,8 9,3 89,9 3,05

3.5.2 Analyses chimiques des sédiments et évaluation du risque
Le tableau ci-dessous (Tableau 7) donne les concentrations mesurées dans les sédiments et

| 6®valuation du risque selon | eGasadoetdl,2028)s de qual it

En général, les concentrations mesurées montrent une tendance a la hausse DRI < CONF <

MAR. Les s®di ments du Ruisseau des Marais sont de ql
phénanthréne et de qualité médiocre pour les HAP anthracene et benzo(a)anthracéne. Les sédi-
ments de la confluence sont de qualité moyenne pour le Zn, le benzo(a)anthracéne et de qualité
s®di ment s

m®di ocre pour | 6anthrac ne alors que | es

'anthracéne.

Quant aux PCB, seuls les sédiments du Ruisseau des Marais présentaient des concentrations
supérieures a la limite de quantification de la méthode analytique. Les limites de quantification
®t ai ent ®l ev®es, jusqud” 19 x népermetguetdeclagssertte qual i t ®
sédiments dans des qualités supérieures a médiocre (orange) ou mauvais (rouge) comme c'est
le cas du Ruisseau des Marais. L'évaluation des risques dans les sédiments de la Drize et de la
confluence ne peut pas étre complétée car il est impossible de déterminer si les concentrations

sont supérieures ou inférieures au CQS correspondant.

En outre, aucun pesticide néa ® ® d®tect® "~ des con
fication aux différents sites. Il est & préciser cependant que les limites de quantification étaient
élevées (10 - 50 pg/kg, poids sec). Pour les pesticides pour lesquels un CQS est disponible, ces
valeurs sont inférieures de plusieurs ordres de grandeur a la limite de quantification. Par consé-
quent, la présence de ces pesticides a des concentrations supérieures au CQS ne peut étre

exclue.
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Enfin, l e PFOS, indi cateur dbéune contaminat
dance inverse a celle des autres substances. La concentration dans les sédiments du Ruisseau
des Marais était inférieure a la limite de quantification alors que dans la Drize et la confluence la
concentration étaient de 0,5 et 0,4 ¢ g /, kaids sec respectivement. En normalisant les concen-
trations par la teneur en COT, celles-ci restent inférieures au CQS de 2,7 ¢ g /, kaids sec, ainsi
gudau CQS d®riv® pour |l a protection coqithke,

SecC.

Tableau 7 : Concentrations mesurées dans les sédiments (métaux et HAP en mg/kg poids sec,
toutes les autres substances en pg/kg poids sec) et évaluation du risque selon les critéres de qua-
lité (CQS) disponibles (couleur selon le Tableau 4).

En gris : qualité non évaluable car le CQS est inférieur a la limite de quantification de la méthode analytique.

on des

| P@eimpoi s

Les CQS sont considérés comme étant provisoires (*) sileurmise en Tuvre doit prendre en
incertitudes restantes de leur dérivation (teintes grisées).
DRI CONF MAR CQSs
Cu 28,8 9,92
Pb 50,3
Hg 0,118
Zn 119,7 132,0 117,6
Acénaphtene <0,02 <0,02 <0,02 0,097
Anthracene 0,04 0,05 0,08 0,00472
Fluoranthéne 0,412
Phénanthréne 0,21 0,0782
Pyréne 0,167
Acénaphtyléne 0,02 0,02 0,03 0,0305%*
Benzo(a)anthracéne 0,16 0,23 0,38 0,06022*
Benzo(a)pyrene 0,11 0,18 0,29 0,183
Benzo(b)fluoranthene 0,15 0.22 0,3 0,1395%
Benzo(g.h.i)perylene 0,07 0,12 0,17 0,0839%*
Benzo(k)fluoranthéne 0,07 0,11 0,15 0,1351%*
Chryséne 0,16 0,21 0,31 0,279
Dibenzo(a.h)anthracéne 0,02 0,04 0,06 0,0273%
Fluoréne <0,02 <0,02 <0,02 0,1424%
Indéno(1.2.3-cd)pyrene 0,07 0,11 0,16 0,0639%*
Naphthaléne <0,02 <0,02 <0,02 0,0302%*
PCB #28 <1 <1 0,0082*
PCB #52 <1 <1 2 0,022
PCB #101 <1 <1 8 0,108%*
PCB #138 <1 <1 2 0,2%*
PCB #153 <1 <1 <1 0,3%*
PCB #180 <1 <1 <1 0,088%*
PFOS 0,5 0,4 <0,1 a7
1,85
HCBD <1l <1l <1l 2,45

@ Valeurs dérivées pour des sédiments a 1 % de COT. Normalisation par le COT recommandée.
b CQS visant a prévenir un empoisonnement secondaire chez les prédateurs.




3.6 Error! Reference source not found.Error! Reference source not
found.Analyses chimiques des eaux et évaluation du risque

Parmi les 254 ingrédients pharmaceutiques actifs, pesticides, métabolites et autres composés
analysés, 37 ont été mesurés au-dessus de leur limite de quantification (LOQ) dans le Ruisseau
des Marais, 29 dans la confluence et 12 dans la Drize. Des CQE aigués (CQA) et chroniques
(CQC) étaient disponibles pour 27 de ces substances sur le site internet du Centre Ecotox et/ou
dans la base de données des CQE du Centre Ecotox. Toutefois, seules 13 des CQE disponibles
étaient suffisamment fiables pour étre utilisées dans le cadre d'une évaluation des risques. Le
guotient de risque cal cnhn éRaile plus élevé dams lerR@dsean dpe
Marais, suivi des échantillons de la confluence et de la Drize. Les valeurs n'ont cependant jamais

dépassé 1.

De plus, aucune concentration élevée n'a été mesurée pour les paramétres abiotiques. En ce qui
concerne les concentrations de métaux, le cuivre et le zinc ont été mesurés dans les trois sites

au-dessus des valeurs limites de I'ordonnance sur la protection des eaux.
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3.7 Evaluation globale

Le Tableau 8 donne une évaluation globale des sites a partir des quotients de risque e t

et vertébrés.

Tableau 8 Evaluation globale des sites a partir des quotients de risque (QR)

et

qguotients

doef fet

pour

| es

groupes

guot i @B)tEBS whieer Sduithtasée sur les effets, n.d. non disponible.

Sed.: sédiments; Ea u : ®chantillons do6eau n atciorcenfrésphar 6PE: Po® tehestrsarilallignéencelluldire deabuanchie et le test sur les
gammares (pas dO6EBS disponible), vert = pas doeffet, jaune = effet.
Groupe d'organisme / Tests Matrice | Effet EBS DRI MAR CONF
Périphyton %X RQges 1.0 1.6 1.3
Test combiné sur les algues Eau* PS-II 70 ng PSII-DEQ/L RQ 0.1 0.3 0.2
Croissance é%OQ?E croissance- RQ 0.6 1.0 0.8
Test sur les bactéries luminescentes Eau* RQ 0.3 0.3 0.3
Macrozoobenthos x E @s 4.3 3 3.7
) Sed. Mortalité 20% EQ 4.1 0.4 3.5
Test de contact des sédiments (ostracodes) Développement 35% EQ i 12 i
Test de contact des sédiments (chironomes) | Sed. 32% EQ 0.2 1.4 0.2
Index Oligochétes (TRF) Sed. Peu altére | Moy. altéré altéré
Gammares Eau Survie n.d.
Alimentation n.d.
Neurotoxicité n.d.
Reprotoxicité n.d.
Vertébrés %X RQges 4.8 5.2 5.5
Cytotox CALUX® (U20S) Eau* g‘i’rzsmages aux structures cellu- | 4 RQ <LOQ <LOQ <LOQ
Nrf2 CALUX® (U20S) Eau* Stress oxydant 10 ug Curcumine EQ/L | RQ 1.0 0.9 1.2
. Activation de la réponse cellulaire 62.1 ng Benzo[a]pyrene
PAH CALUX® (H4IIE) Eau* aux hyd_rocarbures aromatiques EQIL RQ 0.5 0.8 0.6
polycycliques

d
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PXR CALUX® (U20S) Eau* Détection des xénobiotiques 5.4 ug Nicardipine EQ/L | RQ
¥ ® . .

ERU CALUX® (U20S) (ISO 19040; OECD Eau* Activitéof st rog®ni que 0.4 ng 17b Estradiol RO

455) EQ/L

Anti-AR CALUX® (U20S) (OECD 458) Eau* Activité Anti-androgénique 14.4 ng Flutamide EQ/L | RQ

Test sur lignée cellulaire de branchie de truite | ggy Activité métabolique n.d.

arc-en-ciel RTgill-W1 (1SO 21115)

intégrité de la membrane cellulaire

intégrité des membranes lyso-
somiales

n.d.
n.d.
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4 Discussion

4.1 Périphyton

Les résultats du test combiné sur les algues montrent une qualité bonne (MAR, CONF, 23 et

14 ng PSII-DEQI/L) a trés bonne (DRI, < 7ng PSII-DEQ/L)) concernant | 6inhibition
synth se, a i n smoyeqne MAR, €33 qgide troissa®ce-DEQ/L, > EBS) et bonne
(DRI, CONF, 73 et 101 ng de croissance-DEQ/L) concer nant | 6i nhibition de | a

ces deux parametres, les valeurs étaient les plus élevées a MAR, suivi de CONF et DRI.
Ces valeurs sont similaires ou inférieures a celles d'études antérieures en Suisse :

1 Inhibition de la PSII : Les valeurs relevées sur cinq sites & bassin versant agricole et
urbain en 2021 variaient de 15 a 91 ng PSII-DEQIL, avec des dépassements de I'EBS
mesurés sur deux sites (Kienle et al., 2023b). Dans une autre étude (SPEZ 2015 et 2017),
qui portait sur I'évaluation de l'impact des pesticides sur cing cours d'eau de petite et
moyenne taille, les valeurs maximales allaient de 69 & 272 ng PSII-DEQ/L (Langer et al.,
2017) etde 51 a 507 ng PSII-DEQ/L (Junghans et al., 2019), respectivement. Ces valeurs
étaient donc plus élevées que celles de la présente étude.

1 Inhibition de la croissance : Dans le cadre de mesures effectuées en 2021 sur 15 cours
ddeau (cing sites " bassin versant exploit® de n
sant agricole et cinq sites a bassin versant agricole et urbain) (Kienle et al., 2023b), 'EBS
a été dépassée sur sept sites, avec 41 a 515 ng de croissance-DEQ/L. Ces valeurs sont
plus élevées que dans la présente étude. Les valeurs maximales de I'étude SPEZ 2017
dans cing petits cours doéeau (dumghanseia. ,201B)assi ns Ve
variaient de 187 a 1721 ng de croissance-DEQ/L. Ces valeurs sont plus élevées que
dans la présente étude.

Gl obal ement, |l es cours dbéeau de | a pr®sente ®tude s:¢
cides dans le bassin versant, ce que révélaient aussi les analyses chimiques. En général les

concentrations équivalentesde di ur on pour | dinhibition duw)pPSII mesu
sont étroitement corrélées aux DEQ calculés a partir des concentrations mesurées de diuron et

d'autres herbicides inhibiteurs de la PSlI tels que l'atrazine, l'isoproturon, la simazine, la terbutryne

et la terbuthylazine, compte tenu de leur effet relatif dans le test combiné sur algues par rapport

au diuron (DEQchem) (Kienle et al., 2019; Vermeirssen et al., 2010).

Le test de toxicité avec les bactéries luminescentes indique une qualité bonne et similaire aux

trois sites, avec des résultats bien en-dessous des EBS. Ces résultats sont comparables aux

r®sul tats obtenus |l ors dé®tudes pr ®c @(Valatzetad, avec des
2023), 0% aucune toxicit® nbda O@®Ue®effoth>EBT dét@tésdansec ce t e
ddautr es QCeiestessnsapritasrementut i | i s® pour ®valuer | es efflue
ration (échantillons natifs ou concentré) (p.ex. (Bundesministerium der Justiz, 1997; Girotti et al.,

2008; Kienle et al., 2015; Kienle et al., 2022; Tang et al., 2014).




Concernant |l 6analyse cliami qae cdaea sté dmdppatlengédiaons dob
phyton.

4.2 Macroozoobenthos

Les résultats du test de contact du sédiment avec les ostracodes ont montré une qualité la moins

bonne pour DRI et CONF, avec une forte mortalité (82 et 70 %, respectivement). Les sédiments

deMAR ndéont pas induit de mortalit®, mai s pr ®sentent
pas pu étre évalué aux autres sites. Ces résultats sont surprenants si | 6on consid re | o6hy
de d®part dbéun effet ®c oduoderiisseal deggMagis. e tpldtaxsdei mpor t ant
mortalité n dnt été observés que rarement dans les études en Suisse, notamment dans les sédi-

ments de petits ruisseaux agricoles (Casado-Martinez et al., 2019). Dans le canal Stockalper,

une zone fortement industrialisée, la mortalité ne dépassait pas 10 % (Beauvais et al., 2020). Les

particules fines sont un parameétre clé affectant la croissance des ostracodes (Casado-Martinez

et al., 2016). Elles ne semblent cependant pas étre la cause des effets observés dans ce projet.

Le taux élevé de matiére organique était le plus élevé pour DRI. Associ ® ° | a descript
odeur forte de soufre lors du prélevement (voir fiches de terrain, annexe 9.1.2),o0n p dantet- s 6
rogersurun manque dooxy gavairaes gffets Iétaur (Vaguea-Sunyer et Duarte,
2010). Néanmoins, les échantillons étant oxygénés lors de leur préparation pour les bioessais,

cette hypothése est donc peu probable. Avec les données dont nous disposons nous he pouvons
cependant ni affirmer ni exclure que les forts taux de mortalité observés soient liés a la décom-
position de la matiére organique sur les sites DRI et CONF. Une étude plus approfondie (par ex.
échantilonnage ~ plus de sites, " divers moments de | dar
analyses chimiques)des s®di ments dans | a Drize pourrait °tre
zones concernées par cette pollution et les sources potentielles causant cette mortalité surpre-

nante chez les ostracodes.

Concernant |l es chironomes, l es s®di ments du Marai s

i mportante et une inhibition de | 0L®msavegcdeache sup®ri e

ronomes se montre ici complémentaire dans la mesure ou il indique une toxicité des sédiments

du ruisseau des Marais, non détectée par le test ostracodes. Cette complémentarité confirme ce

qui avait d®] " ® ® remar gqu® | or s (ChdadotMarpnezeejab,t =~ | 6 ®ct
2023). Les chironomes sont utilisés comme organismes d'essai dans I'évaluation des risques en

raison de leur sensibilité a certains insecticides. Les analyses chimiques des sédiments ont ciblé

un | arge ®ventail de pesticides mais aucun nb6éa d®pa
des effets Iétaux chez les chironomes peuvent survenir a des concentrations inférieures a la limite

de quantification (p.ex. fipronil, abamectin, carbofuran, cyperméthrine ou deltaméthrine) (Nowell

et al., 2016).

Les analyses chimiques des sédiments ne permettent pas de dresser une hypothése sur le/les
contaminants qui pourrait/pourraient étre responsable/s des effets observés. Les contaminants

traditionnellement mesurés (métaux, HAP, PCB) présentent la concentration la plus élevée dans
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les sédiments du ruisseau des Marais, la plus faible en amont de la Drize ai n s i nigeaw u n
intermédiaire en aval de leur confluence, probablement en raison d'un effet de mélange des eaux.

Le PFOS a montré une tendance inverse, avec la concentration la plus élevée en amont de la

Drize. Avec la forte mortalité observée dans le bioessai avec les ostracodes, cela indique proba-

blement une source de pollution, en amont de la Drize, a laquelle les ostracodes se sont montrés

trés sensibles. Les analyses chimiques réalisées sur les échantillons de sédiments ayant cepen-

dant déja ciblé un large éventail de substances chimiques, il est recommandé de disposer d'un

inventaire détaillé des sources potentielles de pollution en amont dans la Drize af i n ddori enter

d 6 ®v e n tinwestijatiomsscomplémentaires (y compris éléments majeurs S, N, P).

Les ®chantill ons dobeau n,éttameprodpciion (fexdndité€) detg@nmarésa | i ment at
exposés en laboratoire. Par contre, la survie des femelles| or s du t estaéttdmpdci ment at i o
t®e, et ce par | 6®chant il .|lLesmésultabsalaneuradonicitd (méswréee au des |
par |1 6i nhi bi t iacétylchdlieesterésa)suggenent qu®lesdehantilldbns ne présentent
pas de substances neurotoxiques telles que les insecticides organophosphorés ou carbamates.
Ceci est confirmé par I'analyse chimique de I'eau - aucun risque élevé pour les invertébrés n'a été
détecté. Il faut toutefois garder a I'esprit que pour certaines substances, les limites de quantifica-
tion étaient plus élevées que les CQE correspondants. Co6 ®t a par exénple, paursles in-
secticides cyperméthrine (2000 fois), fénoxycarbe (43.5 fois) et fipronil (13 fois), pour le médica-

ci de

ment ibuproféene ( 2. 7 f oi s) ,azithréngyaine ( i 6t if @ U & )métazachlore (1.6 i
fois) et le phytosanitaire nicosulfuron (1.15 fois). Les insecticides pyréthrinoides, en particulier,
ont été responsables de dépassements importants des CQE dans les riviéres suisses (Doppler et
al., 2020; Kienle et al., 2023b; Moschet et al., 2014). Enfin, | 6effet de perturbation
est évalué en mesurant la synchronisation entre les stades de mues et la croissance ovocytaire

chez | es femelles. Aucun r et esrganmdres femelles, indiGguant ®t ® obs e
qgue | es ®c han tsénblend pas étrel dbrdaaninés pae des composés susceptibles de

perturber le systéeme endocrinien des invertébrés.

4.3 Vertébreés

Les tests CALUX® montrent une détection de xénobiotiques (PXR)s up®r i eur e au seui l d
tous les sites. De plus, le stress oxydatifme s ur ® dans PdaNprécRe dCsadil & tHus

l es sites avec un d®passement mduit de cy@NCRE et ldsu c un  ®c h e
activités de type HAP, T s t r o geRehantgandrogéni que ®t ai ent i nf ®6it eures au
milaire que dans | étude actuelle,| 6 ®v a | u d% éclmantillodseelevés dans des rivieres de

Suisse avec différents bassins versants (exploité de maniére extensive, agricole, et agricole-ur-

bain) (Kienle et al., 2023a; Kienle et al., 2023b) a montré un dépassementdel6 EBS r éppy e c t i

le PXR-CALUX® dans 80 % des échantillons. Aucun dépassement n dvait été mesuré pour le

PAH-CALUX®. Cette étude a également montré des dépassements d'EBS pour | Ngf2-CALUX®

(dans 40 % des échantillons) et pour | EGR {CALUX® (dans 7 % des échantillons).




Léoexposition de cel |l ul-emscieldweggeledes affeth suldésauxdnduitsparui t e ar c

| 6®chantil |l on & drleskse, audceu nl ad eDsr i®&ceh.ant i | | onaigudh;d6a montr G
Tous les échantillons ont cependant induit des effets matriciels. En comparaison, Kienle et al.

(2023a) avaient observé des effets dans tous les sites a bassin versant agricole et agricole et

urbain, ainsi que trois des cing sites a bassin versant a usage extensif.

Parmi les biomarqueurs mesurés dans les lignées cellulaires de foie exposées aux échantillons

d 0 e, abubiomarqueurs étaient différentiellement exprimés entre la Drize et le ruisseau des Ma-

rais. Cesrésultatsne per mettent pas de tirer des conclusions
échantillons, pour plusieurs raisons : notamment, une forte variabilité entre réplicas, un faible

nombre de biomarqueurs significatifs et impliqués dans des processus biologiques différents, des

effets peu prononc®s, u.nLe défeal i obpl pee nteanit| |ded uch@&t®cohnatnrttill el
| 6augment ati on du nombr e deappli@foh deccatte mgithoderetraa cont r i k
augmenter le pouvoir statistique.

L6®chantill onnage des truites par p°che ®l ectrique
popul ation stable dans |l a Drize et un faildDée nombre
plus, nous avons observé la présence de maladie rénale proliférative (MRP) chez les trois trui-

telles 0+ du ruisseau des Marai s, ce qui ndavait pa
MRP, induite par le parasite myxozoaire Tetracapsuloides bryosalmonae, cause une hypertrophie

des reins, qui ne fonctionnent plus correctement. La sévérité de la maladie augmente avec la

temp®r at ur e d eciatteintelsd C.ou @us perdant plusieurs semaines, la MRP peut

causer plus de 80 % de mortalité chez les individus atteints. Elle est dés lors un facteur important

qui contribue au déclin des populations de truites (Baumgartner, 2020). Lors de la péche élec-

trique, la temp®rature du r €Ci(1Y D@ ane sedlersesukbpata i s s 6 ®I e
16,7 °C dans la Drize (& 12 :50), et ce, le mardi 3 octobre 2024. Une étude par Rubin et al. (2019)

a montré que la température moyenne en juin ainsi que le nombre de jours avec une température
moyenneACOIRs ai ent | es facteurs les plus corr® ®s |
Sui vi par l a pr®sence dbéeffluents de stations do®p!l

qualit® de | 6eau sur | e develdpp®re@nemdar ddkd d wt rmad a®t wd

Nous avons mesur® une centaine de biomarqueurs mol ®
dans |l e foie et | e cerveau des truites pr®l ev®es, d:
sition/les effets de xénobiotiques auxquels elles pourraient avoir été exposées. Dix biomarqueurs

étaient significativement plus exprimés dans le foie des 1+ du Marais comparé aux 1+ de la Drize

et suggerent la présence de métaux a MAR et une différence dans le métabolisme des lipides,

du systeme hormonal thyroidien, de la croissance et de la biotransformation entre les deux sites.

Ces résultats suggerent que, bien que les tests CALUX®et | es anal yses chimiques
p as etsdde fidruption endocrinienne, les truites montrent des differences d 6 e x pr essi on des
génes impliqués dans le systeme endocrinien. Contrairement aux bioessais réalisés sur des
®chantill ons d faenasure dedionlaruejrochaz s truites intéegre une échelle

temporelle différente - certains biomarqueurs indiquent une exposition chronique, tandis que
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déautres r®pondent de fa-on plus dynBimd mgueeu Gdalxl & omdri
mette doé®valuer | 6®t at edwedans des toditians réatistes, lamesgres al i1t ® de
de biomarqueurs chez les truites résidentes présente encore des limitations importantes. D6 u n e

part, les biomarqueurs peuvent étre influencés par toute une série de facteurs confondants autres

que la présence de micropolluants : température, age, saison, sexe, etc. Une autre source de
variabilit® est | a mobilit® des poi ssonsDOdaauntsr el e cou
partt en devant sacrifier ,dddappirmzherpolt @wmhd egazlsytdd u
pointde vue éthique. L 6 ut iel ims®d thioa-ie sd @ % i0o nex ssang ét macus) a la place
ddédorganes t e llescerncpaugoutragentpadiar &ce prableme. Néanmoins, ces matrices

biologiques remplissent des fonctions différentes qui peuvent se refléterdans | 6 expr essi on
geénes. De plus, le prélevement de sang et de mucus, surtout chez les plus jeunes individus, peut

rester invasif et fortement affaiblir les individus.

En perspective, une approche prometteuse pour répondre & ces limitations serait la combinaison

de | a mesure de biomarqueurs aux kits AEggs to Frybo
viere. En effet, ces systémes contenant des embryons de truites pourraient étre mis en place

pendant (dndlkgwvavier du | i tetleslarves pauraent éré e2eupéyées

apr s | 6®cl osion pour |l a mesure des biomarqueur s. C
la capacité de reproduction naturelle et de développement des jeunes stades de vie dans les

rivieresmémes,” | a mesure doun | ahiolpgiques grace albe biomarqueurs. t r e s

Les individus étant synchronisés et confinés dans les kits, plusieurs facteurs confondants tels que

| 6 ©gprgvendnce, le bagage génétique etc. peuvent ainsi étre exclus.




5 Conclusions

L'évaluation des échantillons d'eau et de sédiments du Ruisseau des Marais, de la Drize, et de
la Drize en aval de leur confluence par le biais de bioessais écotoxicologiques, adafyses chi-
miques, de l'analyse de biomarqueurs dans une lignée de cellules de poissons ainsi que dans
différents organes de truites de riviére, a fourni des informations importantes sur la qualité de ces
cours dbeau. afatépordre@ tayprobdématiqus des effectifs réduits de poissons
dans le Ruisseau des Marais.Déun point de vue ®cotoxicologique, | e
tillonnés dans le ruisseau des Marais, la Drize et leur confluence se sont avérés de qualité bonne

amoyenne. Deseffet s sup®rieurs aux seuils doeffet ont ®t® o

Selon |l e test de contact des chironomes avec | e s®di
le ruisseau des Marais présentait la qualité la moins bonne, suivi de la confluence et de la Drize.

Selon les résultats des oligochétes, la qualité était la moins bonne dans la confluence, suivi du

rui sseau des Marais et de | a Drize. Cepeawant , Il a LC
d 6 u n elagrésente de PFOS, et d 6 a uuhe neortafitésurprenante des ostracodes (éga-

lement pour le site Confluence) largement supérieure aux valeurs observées lors de précédentes

étudesenSuisse. Les bioessais avec ostracodes et chironome
naut ®s d ool i gfoeéslbrsrévélés canplénemaires pour mettre en évidence la pollu-

tion des s®di ments, et ®gal ement compl ®mentaires
chimique. Pour plusieurs composés, les limites de quantification étaient en effet supérieures aux

crit res de qualit®, ce qui ne permettait pas do®val

Les bioessais r®ali s ®s (éahartilonskoenposit®xdd Bjours) bntnoon-s d o6 e au
tré une qualité similaire des trois sites avec la détection de xénobiotiques (PXR-CALUX) et de
stress oxydant (Nrf2-CALUX) aux trois sites ( val eur s proches de | 6EBS avec

pour Confluence). La croissance des algues était inhibée dans le ruisseau des Marais unique-

ment . Le test sur lign®e cellulaire de branchies nbd
Léexposition de gammares aux ®chantillons dbébeau noba
mentati on, r e pr odkeuypet perunbdtign endacrinienmne dt fieardtoxique, mais a

par contre montré une mortalité importante des gammares femelles.Le prof i |l d®E& xpressi o

biomarqueurs était trés similaire entre les cellules de foie exposées aux trois échantillons, et seu-

lement 6 biomarqueurs étaient différentiellement exprimés. Quant ~ | éanal ysge chi miqu
le quotient de risque calculés pour le mélange était le plus élevé dans le Ruisseau des Marais,

suivi de la confluence et de la Drize. Les valeurs n'ont cependant jamais dépassé 1. L6 anal ys e
chimique était donc en bonne concordance avec les résultats des bioessais, bien que limitée par

le manque de critéres de qualité fiables (seulement 13 sur les 37 composés dont la concentration

était supérieure a la limite de quantification) et les LOQ parfois élevées (supérieures aux critéres

de qualité dans le cas des pyréthroides par exemple). Cela souligne a nouveau la complémenta-

rité des approches écotoxicologiques baséess ur | es effets et de | 6analyse
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Enfin, 16 @antillonnage de truites de riviere a confirmé le mauvais état de la population de truites
dans le ruisseau des Marais et a permis de détecter la maladie rénale proliférative chez les trois
truites de | 6ann®e de ce si toanuepbusétre ferie®anticarr@léede cett e

|l a t emp®r agtuuir en 6dae plabése a®®ut,® sui vie |l ors de ce projet,
lors de la péche électrique. La MRP pourrait également étre aggravée par une moins bonne qua-
lit® de | 6eau. D6autres facteurs contribuent probab
tage du sédiment dans le ruisseau des Marais, défavorable a la leur reproduction. Malgré une
petite tail Eteonduh @ibld Eouvoiri statistmue, dix biomarqueurs étaient différen-
tiellement exprimés entre les truites de la Drize et du ruisseau des Marais et peuvent fournir des
pistes quant a leur étatdesantéet | a qual i t® de | 6eaundantbliestent que | es
une | imite i mportante poucCesbidnarquevesrsygge@ntaneexpaa des 1 ®s
sition aux métaux dans le ruisseau des Maraiset ddautres di ff®rences entre |
(systeme thyroidien, métabolisme des lipides). Pour les projets futurs, I'utilisation des kits « Eggs
to Fry » pour exposer des embryons de truites directement dans leur environnement, combinée
a la mesure de biomarqueurs, s'avere prometteuse. Cette approche permettrait d'évaluer simul-
tanément la capacité naturelle de reproduction, les effets de la qualité de I'eau et I'état de santé

via les biomarqueurs, tout en minimisant les facteurs confondants.
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7 Glossaire

AFNOR Association Francaise de Normalisation

ANOVA Analyse de la variance

AR Récepteur aux androgénes

BDS BioDetection Systems b.v.

BEQ Quotientd 8 ®q u i v al e n cBolodical Eduivalent Quotent)

CALUX Chemically Activated LUciferase eXpression

CFDA-AM Carboxyfluorescein Diacetate, Acetoxymethyl Ester

CQA Critere de qualité environnementale en exposition aigué

CcQcC Critére de qualité environnementale en exposition chronique

CQE Critére de qualité environnementale

CQs Critére de qualité des sédiments

DMSO Dimethylsulfoxide

EBS Val eur seui l bas®e sur | 6effet

CE Concentration déffet

ER R®cepteur aux Tstrog nes

FTR Functional Trait

H4IIE Lignée cellulaire de carcinome hépatocellulaire de rat

ISO International Organization for Standardization

LOQ Limite de quantification (Limit of Quantification)

MZB Macrozoobenthos

MRP Maladie rénale proliférative

Nrf2 Nuclear Respiratory Factor 2

OECD Organization for Economic Co-operation and Development

HAP Hydrocarbures aromatiques polycycliques

PC10 Concentration d'un échantillon pour lequel la réaction est égale a 10 % de la
réaction déclenchée par le témoin positif

PSll Photosysteme-lI

PXR Pregnane-X-Receptor

QE Quotient dbéeffet

QR Quotient de risque

RLU Relative Light Units

RTgill-Ww1 Lignée cellulaire de branchies de truite arc-en-ciel

SPE Extraction en phase solide (Solid Phase Extraction)

u20S Lignée cellulaire humaine de cancer de la moelle osseuse
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9 Annexes

9.1 Echantillonnage

9.1.1 Eau: échantillonnage et préparation des échantillons

A chacun des sites, un ISCO prélevait 80 mL toutes les 45 minutes. Les prélevements ont eu lieu

du 13 septembre 14:30 au 2 octobre 2023 14:30. Plusieurs échantillons ont d( étre écartés, des

|l ors | 6®chantillon composite repr ®selndras td d2n jpruabsl
a un site particulier, les échantillons des autres sites ont également été écartés pour avoir un

échantillonnage comparable entre sites. Les échantillons écartés sont :

1 Lesjours 1 (du 13.09 au 14.09) et 2 (du 14.09 au 15.09) : probléme prélevement a Con-

fluence car la crépine d'aspiration était sortie de I'eau a cause des précipitations.

1 Lesjours5(du17.09 au 18.09), 6 (du 18.09 au 19.09) et 7 (du 19.09 au 20.09) : probleme
prélevement a Marais car tuyau de prélévement pincé par des branches transportées lors

de précipitations.

1 Lesjours 14 (du 26.09 au 27.09) et 15 (du 27.09 au 28.09) : tuyau de prélevement tombé
de I''SCO au site Marais.

Les 3 ®chantillons dbéeau et | e05bctolren2023 daeextraetionr ai n o n't
en phase solide (SPE). Pour ce faire, un volume total de 2,5 L par échantillon a d'abord été filtré
a travers un filtre en fibre de verre (2.7 um, type APFD 09050, Millipore, Billerica, MA, USA) et le
pH a été ajusté a 3,0 au moyend 6 H (LIM). Les échantillons ont ensuite été concentrés sur des
cartouches LiChrolut (Merck Millipore) selon un mode opératoire standard (Ecotox Centre, 2014).
Un litre d'eau ultrapure (pH 3,0) a servi de contréle du processus. L'élution de I'échantillon des
cartouches a été effectuée avec 4 x 1 mL d'acétone et 1 x 1 mL de méthanol. Le solvant a ensuite
été concentré a environ 0,5 ml et additionné d'éthanol & 2,5 mL. Les échantillons ont ainsi été

enrichis 1000 fois. Les extraits ont été conservés a -20 °C jusqu'a l'analyse.
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9.1.2 Sédiment : fiches de terrain

7 Pouw 02140123
R 4

Annexe 2C : Fiche de terrain

me—

Nom préleveur _ Organisation :

Téléphone/ émail : — Date et heure : 1 I[O{ 12 ik i e
Cours d'eau : D‘iéﬂ-— s Coordonnées : xSanske vy 112\3S
Lieu : _ Code station : DQ\

Objectifs de - ,M'C\J. ot xami»é A

I'échantillonnage P Bioledh gt a}cAUjuc P\ujg to- gkih-.fo‘\,u

2 WY - € o
Jﬁ P\f;[&‘}*“ .->\ P&Qgr\vtf— M\((OP(‘I\_

Schéma du site

PN
Longueur trongon: L r) e Largeur du cours d'eau :

Précisez le sens du courant, la localisation ainsi que le nb de prélévements, svp:

b «

v

88
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o

Activités dans la zone environnante

D ensoleillé
O pluie (1 faible -> 3 forte)
O vent (1 faible -> 3 fort)

[Hensoleillé
O pluie (1 faible -> 3 forte)
O vent (1 faible -> 3 fort)

/ P
b‘lone naturelle ’ﬁ Champs
[ type de culture:
[ Zone de loisir [ Zone industrielle
[ type d'industrie:
[ déversoire
O Zone résidentielle
O jardin
[ déversoire d'orage [ Zone de décharge
[ Zone agricole [ Site contaminé
O Paturage OiBerges
O présence de bétails [ naturelles
O aire d'ali O artificielles
Conditions métérologiques
Jour d'échantillonnage Jours précédant I'échantillonnage

O couverture nuageuse (1 faible -> 3 compléte) O couverture nuag (1 faible -> 3 compléte)
O brouillard O brouillard
O temperature ("C) [ temperature (*C)
Valeurs in situ mesurées
Conductivité (uS/cm) : é ’( § Température (°C) : / q >
Oxygene dissous (me/L) et%: ) 2 A g Débit (m?/s) :
PH: ? / L\_') Autres :
Type d'échantillonneur utilisé: 0 alts
Description du sédiment échantillonné
Couleurs et intensité Type de substrat
(brun, gris, noir, jaune, etc.) (sableux, silicieux, fins, boueux)
Nove %) !
Odeurs et intensité Organismes vivants

(soufre, chior, benzene, amoniaque, ferreux) (crustacées, insectes, etc.)
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o

Caractérisation des échantillons prélevés

Munéro Localisation Profondeur/ Description de Rt
(x:y) Volume I'échantillon X

? 3 ANV
@)
5
Y

Prétraitement des échantillons

Numéro "‘;m" Homogénéisation Tamisage Remarques
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Prowu . 02/ 40 123

o

Annexe 2C : Fiche de terrain

Nom préleveur : - Organisation : e
Aha?
Téléphone/ émail : . Date et heure : ! / "9/ ) 1
Cours d'eau : y ) A Coordonnées : x: 500039 y. 41185
Lieu : RMXS&QOLM\ d& Code station : MAR
JNOAQLQ
mecuf_sl;e > atdsraent _tanaé€ Zmm
antillonnage ouc Biokdr of a,\auquia pky%-'co- d“'w‘qm
2pds plactiques - Gmiad Eolix )
A pX Rl -> Plele -3aan Cop(,n
Schéma du site .
Longueur trongon: '30 WA Largeur du cours d'eau : 59‘ Caten

4

Précisez le sens du courant, la localisation ainsi que le nb de prélévemgms: svp:

d U ®

S
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(4

Activités dans la zone environnante

ensoleillé
O pluie (1 faible -> 3 forte)
O vent (1 faible -> 3 fort)
[ couverture nuageuse (1 faible -> 3 compléte)

[J Zone naturelle O Champs
O type de culture:
0O Zone de loisir O Zone industrielle
O type d’indi
[ déversoire
KZone résidentielle
ardin
O déversoire d‘orage [ Zone de décharge
[ Zone agricole 0 site contaminé
[ Paturage OBerges
O présence de bétails O naturelles
[ aire d'ali O artificielles
Conditions métérologiques
Jour d'échantillonnage Jours précédant I'échantillonnage

*B ensoleillé

O plule (1 faible -> 3 forte)

O vent (1 faible -> 3 fort)

0 couverture nuageuse (1 faible -> 3 compléte)

Odeurs et intensité
(soufre, chior, benzene, amoniaque, ferreux)

Organismes vivants
(crustacées, insectes, etc.)

O brouillard O brouillard
[ temperature (“C) O temp (*C)
Valeurs in situ mesurées
Conductvits (5/cm): £ () () Température ('C): 4 T 7
Oxygéne dissous (mg/L) et % : 6 Ll :} %8 2. Débit (m?/s) :
.--‘;/ o7
pH: - yr Autres :
Type d'échantillonneur utilisé:
Description du sédiment échantillonné
Couleurs et intensité Type de substrat
(brun, gris, noir, jaune, etc.) (sableux, silicieux, fins, boueux)
b(\w‘ \ "\“h L “/‘\\ i
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Caractérisation des échantillons prélevés
Localisation Profondeur/ Description de
Numsee (x:y) Volume I'échantillon Remarduss
4 P
A
2 fre
;{) “
) L
li: A
Prétraitement des échantillons
Numéro '"*;: m,,":"" Homogénéisation Tamisage Remarques
|
90
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Pew 02)40(23

o

Annexe 2C : Fiche de terrain

Nom préleveur : - Organisation :
Téléphone/ émail : - Date et heure :
Coursd'eau: \\(, 2 ( Coordonnées : x: 4% y: A4
Lieu : I\PULO/ML _ Code station : COMNE
Dage J@. namls
Objectifs de > $E8i ot Jnise  2ram
I'échantillonnage A0 m..s)a* 2t onal FLo. ehana q,( At

2 \an Lo . Cembag (42 .
PM Pvc«%k e e e (opum

Schéma du site i
Longueur trongon: e Largeur du cours d'eau : [. ¥
Précisez le sens du courant, la lo#alisatlon ainsi que le nb de prélévements, svp :

G)
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o

Activités dans la zone environnante

10 pluie (1 faible -> 3 forte)
O vent (1 faible -> 3 fort)
O couverture nuageuse (1 faible -> 3 compléte)

O Zone naturelle O Champs
[ type de culture:
O Zone de loisir [ Zone industrielle
O type d'ind;
O déversoire
ﬁou résidentielle
jardin
O déversoire d'orage O Zone de décharge
[J Zone agricole O Site contaminé
O Paturage OBerges
O présence de bétails O naturelles
O aire d'al O artificielles
Conditions métérologiques
Jour d'échantillonnage Jours précédant I'échantillonnage
Pensoleilié ensoleillé

O pluie (1 faible -> 3 forte)
O vent (1 faible -> 3 fort)
m] couverture nuageuse (1 faible -> 3 compléte)

(brun, gris, noir, jaune, etc.)

Odeurs et intensité
(soufre, chlor, benzene, amoniaque, ferreux)

(sableux, silicieux, fins, boueux)

Organismes vivants
(crustacées, insectes, etc.)

O brouillard O brouillard

O temperature (°C) [J temperature (°C)

Valeurs in situ mesurées

Conductivité (S/cm) : ¢3S ! Température (C): /] §. o
Oxygéne dissous (mg/L) et % : 5 '( B ]% P 4 0/') Débit (m3/s) :

pH: -1 ' é 0 Autres :

Type d'échantillonneur utilisé: Ne (§

Description du sédiment échantillonné

Couleurs et intensité Type de substrat Sadda
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Caractérisation des échantillons prélevés
Numidro Localisation Profondeur/ Description de Hemaiciies
(x:y) Volume I'échantillon i
A) Pin noigaue
\ ¢ 2 ;,9‘\ Qv X
i B C abo\owx
) S A
Prétraitement des échantillons
Numéro |N*sePéenen | Homogénéisation Tamisage Remarques
90
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9.2 Méthodes i informations supplémentaires

9.2.1 Periphyton

9211 Test combin® sur |l es algues pour ®valuer

croissance
Principe du test
Dans ce test, les effets spécifiques sur la photosynthése (inhibition du photosysteme Il) causés
par les herbicides ou les échantillons environnementaux sont détectés, ainsi que les effets non

spécifiques sur la croissance des algues.

Organisme testé
Le test est réalisé avec l'algue verte unicellulaire Raphidocelis subcapitata (anciennement Pseu-
dokirchneriella subcapitata). Les algues ont été obtenues auprés de la Collection allemande de

micro-organismes et de cultures cellulaires (DSMZ, Allemagne).

Mi se en Tuvre

Le test a été réalisé dans des plaques de microtitration a 96 puits au Centre Ecotox, tel que décrit
par Escher et al. (2008). L'herbicide diuron a été utilisé comme substance de référence et I'étha-
nol comme contrdle négatif. Le diuron et les échantillons environnementaux ont été testés en
duplica dans une série de dilutions de 1:3 dans huit puits (80 pL/puits). La concentration initiale
de diuron dans le test était de 1,3 x 10-®* M ou 310 pg/L. 80 pL d'extrait d'échantillon ont été pipetés
dans chaque puits. Aprés évaporation compléte du solvant, la référence et les échantillons ont
été redissous dans 150 pL de milieu et 150 uL de culture d'algues ont été ajoutés a chaque puits.
Le facteur d'enrichissement maximal pour les échantillons environnementaux dans le test des

algues était donc de 267.

L'inhibition de la photosynthése a été mesurée par le rendement quantique effectif (Y) a l'aide
d'un appareil maxi-imaging PAM (pulse amplitude modulation) (Walz, Allemagne) apres 2 h. La
densité des algues a été enregistrée en mesurant I'absorbance a 685 nm dans un photomeétre
pour microplaques (Synergy 4, Biotek, USA) a 0 et 24 h afin de déterminer les taux de croissance.
L'absorbance de la lumiére & 685 nm est proportionnelle a la teneur en chlorophylle A des algues

et donc au nombre de cellules dans le milieu.

9.2.1.2 Test de toxicité avec des bactéries luminescentes

Principe du test

Ce systéme de test permet de détecter une toxicité non spécifique sur la bactérie luminescente
marine Aliivibrio fischeri. Les effets négatifs sur le métabolisme énergétique des bactéries dus a
I'exposition aux polluants peuvent étre déterminés par l'inhibition de I'enzyme luciférase et, par

conséquent, de l'activité lumineuse des bactéries.




Organisme d'essai

L'organisme d'essai A. fischeri (Hach Lange, CH) est une bactérie lumineuse marine gram-néga-
tive non pathogéne, sensible a un large éventail de polluants. Les bactéries ont été conservées
dans un état lyophilisé a -20°C jusqu'a leur utilisation, afin de garantir la sensibilité et la stabilité

des résultats.

Mi se en Tuvre

Le test a été réalisé au Centre Ecotox dans des plaques de microtitration a 96 puits, sur la base
de la directive ISO 11348-3 (International Organization for Standardization, 2007b) avec des
adaptations selon Escher et al. (2008). La substance de référence est le 3,5-dichlorophénol,
I'éthanol servant de contrdle négatif. Les échantillons environnementaux ainsi que la substance
de référence ont été testés dans une série de dilutions de 1:2 en duplicat. Aprés évaporation
compléte du solvant, les échantillons ont été redissous dans 120 pL de medium. Les bactéries
lyophilisées ont été dissoutes dans 1 mL de solution de réactivation et diluées au 1:50 dans 10
mL de medium. La réaction ainsi que la mesure ont lieu dans une plaque blanche a 96 puits, dans
laquelle 100 pL de la solution bactérienne ainsi que 100 pL des dilutions d'échantillon et de la
référence ont été transférés. Le facteur d'enrichissement maximal pour les échantillons environ-

nementaux dans le test de toxicité des bactéries luminescentes était alors de 1000.

La luminescence a été déterminée par mesure dans un photometre pour microplaques (Infinite
M Plex, Tecan, Suisse) aux moments 0 et 0,5 h. L'inhibition de la luminescence (en % par rapport

au contrble) est a peu pres proportionnelle au nombre de cellules endommagées dans le milieu.

9.2.2 Evaluation des données

Des BEQ ont été calculées pour quantifier les effets. La valeur BEQ est définie comme la con-

centration d'une substance de référence qui a le méme effet que I'échantillon environnemental

(Escher et al., 2021). Les substances de référence varient en fonction de I'effet spécifique me-

sur®. Ainsi, l a pui sd@aefcfeetd)doed'flen nm®luamaganpedtd °tre
concentration d'une substance de référence. Plus la valeur de la BEQ est élevée, plus I'échantil-

lon étudié est toxique.

Pour quantifier I'inhibition de la photosynthese et de la croissance, des concentrations équiva-
lentes de diuron (DEQbio) ont été calculées pour l'inhibition de la photosynthése et de la crois-
sance, comme décrit dans Kienle et al. (2019) et Neale et al. (2017). Pour quantifier I'inhibition
de la bioluminescence des bactéries luminescentes, des concentrations équivalentes de toxicité
de base (TEQ) ont été calculées comme décrit dans Escher et al. (2008). Les valeurs obtenues
ont donc été converties en concentrations équivalentes de diuron (ng DEQuio/L) et en concentra-
tions équivalentes de toxicité de base (ng baseline TEQ/L) en tenant compte de I'enrichissement

de I'échantillon et de la dilution dans le test.
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L'analyse des données a été réalisée a l'aide des logiciels statistiques Microsoft Excel et
GraphPad Prism (version 9.4.1) en tracant une courbe concentration-effet pour la substance de

référence et les échantillons environnementaux.

9.2.3 Macrozoobenthos

9.2.3.1 Essai de contact des sédiments avec les ostracodes

Principe du test
L'effet des polluants sur la mortalité et la croissance des crustacés épibenthiques est déterminé

apres 6 jours d'exposition au sédiment.

Organisme d'essai

Le test a été réalisé conformément & la norme ISO 14371 (International Organization for
Standardization, 2012) sur le crustacé d'eau douce Heterocypris incongruens, un consommateur
primaire vivant dans et a la surface des sédiments et exposé aux polluants via I'eau interstitielle

et les particules de sédiments.

Réalisation

Le test a ®t ® r®alis® par Sol uval SaBoTests Ghent,”

Belgium). Les kystes d'ostracodes ont été transférés 52 h avant le test dans une boite de Pétri
contenant 10 mL d'eau standard (dureté moyenne de I'eau) et incubés a 25 °C sous un éclairage
continu. Aprés 48 h, les kystes éclos ont été nourris avec une solution de spiruline et incubés

pendant 4 h supplémentaires.

Pour chaque échantillon, 1 mL de sédiment et 2 mL d'eau standard ont été transférés dans tous
les puits d'une plaque de microtitration a 6 puits. Ensuite, 2 mL de suspension d'algues (Sce-
nedesmus spp.) ont été ajoutés. Enfin, 10 ostracodes fraichement éclos ont été placés dans
chaque puits. De la méme maniere, une plague de sédiments de référence a été préparée comme
contrdle. La longueur d'au moins 10 autres ostracodes a été déterminée au début du test a l'aide
d'un stéréomicroscope et d'un logiciel approprié. Pour chaque échantillon d'eau, 6 réplicas, c'est-
a-dire 6 puits, ont été testés. Les plaques de microtitration ont été incubées pendant 6 jours a

I'obscurité et & 25 °C. Les échantillons ont ensuite été analysés.

A la fin de I'exposition, les ostracodes survivants ont été collectés et immobilisés avec une solu-
tion de Lugol. lls ont ensuite été comptés par puits et transférés sur une lame de verre pour la
mesure de la longueur. La longueur a été convertie en croissance (différence entre la longueur a

la fin et au début de I'exposition) et l'inhibition de la croissance a été calculée suivant la formule
» TR .
Q¢ YOO QOBAE @a wd &6 Vol p @ Me pTT

Ls et Lc sont les longueurs moyennes du corps des ostracodes vivants dans I'eau testée (Ls) et

dans le sédiment de contrdle (Lc), respectivement.
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Evaluation des résultats

La ligne directrice 1ISO 14371 : 2012 ne fournit pas de recommandations pour l'interprétation des
résultats. C'est pourquoi nous avons comparé les résultats de nos tests avec des seuils basés
sur l'effet. Ceux-ci permettent de classer la toxicité pour les parameétres étudiés (Casado-Martinez
et al., 2023).

Pour l'inhibition de la croissance, les seuils des effets modérés et sévéres sont respectivement

de 35 % et 70 %. L'inhibition de la croissance est incluse dans la norme ISO en tant que para-

m tre subl ®t al s uppl|YRdesosttacodes wurviveotr sque O 70
Dans | e c o ®tdestindieidus doivelt 8urvivre pour que le test soit considéré comme

valide. Une mortalité inférieure a 20 % dans les sédiments du test n'est donc pas considérée
comme un effet. Pour des valeurs comprises entre 20 et 30 %, les effets sont considérés comme

modérés, et a partir de 30 %, ils sont considérés comme sévéres (Tableau 3).

9.2.3.2 Test de toxicité chronique avec les chironomes
Principe du test
Ce test examine l'effet des produits chimiques et des échantillons de sédiments sur le dévelop-

pement et la mortalité du chironome Chironomus riparius.

Organi sme dbdessai

Le test a été réalisé au Centre Ecotox a Lausanne, légérement adapté, selon AFNOR T90-339-
1 (AFNOR, 2010) et OECD 218 (OECD, 2023a) avec le chironome C. riparius. C. riparius est un
invertébré benthique que I'on trouve aussi bien dans les cours d'eau que dans les plans d'eau. Il

s'agit d'un consommateur primaire dominant et d'une proie importante dans les communautés

aquatiques.
Mi se en Tuvre
Quatre jours avant |l e d®but du test, des Tufs ont @

les larves fraichement écloses ont été transférées dans un milieu de culture frais. Pour chaque
site d'échantillonnage, environ 400 mL de sédiment ont été répartis dans quatre béchers. Le
sédiment a été recouvert d'eau potable oxygénée et déchlorée dans un rapport de 1:4 (sédiment
: eau). Le jour du début du test, 20 larves ont été transférées dans chaque bécher de test. Les
larves ont été nourries quotidiennement avec 0,5 mg de Tetramin® (Tetra GmbH, Melle, DE) par
larve pendant la premiére semaine, puis avec 1 mg/larve pour le reste de la durée du test. Aprés
7jours,| 6exposi ti obéchalse été arétéeafinme mesurer la taille des larves. Dés la
fin de la deuxiéme semaine, les adultes ont commencé a émerger et ont été comptés quotidien-
nement, triés par sexe. A la fin du test (28 jours maximum), le taux d'émergence et le sex-ratio
ont été calculés. Le sex-ratio devait étre compris entre 0,4 et 0,6 pour les organismes controles
(OECD, 2010). La toxicité est avérée lorsque le taux d'émergence est inférieur a 68 % (Durand,
2012), correspondant au seuil de toxicité (EBS)de 32 % doéi nhi bi.t iloln nd6de®xm esrtgee npc

de seuil de toxicité pour la croissance, ni pour le sex-ratio.
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9.2.4 \Vertébrés

9.2.4.1 Essai sur lalignée cellulaire de poisson

Principe du test

Le test sur cellules branchiales RTgilll-W1 permet de détecter la toxicité aigué d'échantillons
d'eau. La toxicité est ensuite déterminée a l'aide d'une combinaison de colorants indicateurs fluo-
rescents qui révelent trois parameétres de toxicité différents. L'AlamarBlue, le CFDA-AM et le
rouge neutre sont utilisés pour mesurer respectivement l'activité métabolique, l'intégrité de la
membrane cellulaire et l'intégrité des membranes lysosomales. Les résultats sont exprimés en
pourcentage de viabilité cellulaire par rapport & un témoin non traité. Si une diminution de la
viabilité cellulaire est constatée avec les trois colorants indicateurs, I'échantillon est considéré
comme présentant une toxicité aigué. Une diminution des valeurs de fluorescence d'un ou deux
colorants indicateurs seulement indique un effet sublétal. Lors de I'évaluation des produits chi-
miques, la toxicité ainsi déterminée est souvent en corrélation avec les résultats du test de toxicité
aigué sur les poissons (OECD, 1992) et du test de toxicité aigué sur les embryons de poissons
(International Organization for Standardization, 2007a; OECD, 2013).

Organisme d'essai
Une lignée cellulaire branchiale permanente (RTgill-W1) de truite arc-en-ciel (Oncorhynchus my-

kiss) est utilisée pour le test (Bols et al., 1994).

Préparation des échantillons

Avant le test, les échantillons d'eau natifs ont été décongelés pendant une nuit et analysés pour
un certain nombre de paramétres généraux de I'eau. L'osmolalité a été ajustée en ajoutant des
composants du milieu d'exposition des cellules (principalement des sels) afin de fournir un envi-
ronnement isotonique aux cellules (remarque : cela entraine une dilution de I'échantillon d'eau de
5 %). Les échantillons ont ensuite été filtrés afin d'éviter toute interférence avec des micro-orga-

nismes et des particules.

Réalisation

Le test a été réalisé selon la norme I1SO 21115 (International Organization for Standardization,
2019) par aQuaTox-Solutions. Des cellules RTgill-W1 ont été ensemencées a une densité de
350'000 cellules / mL dans une plaque a 24 puits et incubées pendant 72 h a 20 °C. Une dilution
en série (6 dilutions) des échantillons d'eau ainsi qu'une dilution en série du standard (3,4-DCA)

dans I'échantillon d'eau ont été préparées et ajoutées aux cellules pré-incubées en tripliquas.

Aprés une exposition de 24 h a 19 + 1 °C, la viabilité des cellules a été déterminée ™~ | odadlia-d e

marBlue, de CFDA-AM et de rouge neutre et d'un fluorimétre (lecteur de microplaques Synergy
H1, Agilent, United States).

Ensuite, le pourcentage de cellules viables a été déterminé pour chaque concentration test par
rapport au contréle. Pour ce faire, la valeur moyenne du contréle a été fixée & 100 % et la viabilité

a été calculée selon I'équation suivante :




b &0 T G QQ{gﬁ)&S "QED & "Qaod & T b
DU RODQERED——— o .,
Qo B QORI N Qmo 0 Q¢ &

Sur la base des pourcentages de viabilité obtenus, une courbe sigmoide concentration-effet a été
établie et les valeurs ECso ont été calculées pour les échantillons analysés. En outre, le niveau
de dilution le plus faible pour lequel aucun effet n'a pu étre constaté (LID) a été déterminé pour
les échantillons d'eau. Pour qu'il y ait un effet, il faut atteindre une valeur seuil de 10 % par rapport

au contréle.

9.2.4.2 Panel CALUX®

Principe du test

Les systemes d'essai CALUX® (Chemically Activated LUciferase eXpression) sont basés sur |'uti-
lisation de lignées cellulaires de mammiféres modifiées de maniére a produire une réponse stan-
dardisée et quantifiable en cas d'exposition a des polluants exogénes. La liaison d'un polluant au
récepteur correspondant entraine l'activation d'un géne rapporteur pour la production de I'enzyme
luciférase, qui produit de la lumiére lors d'une réaction qu'elle catalyse. Ce signal lumineux est

proportionnel a la quantité de polluants biologiqguement actifs dans I'échantillon.

Organisme d'essai
Les systemes de test utilisés sont la lignée cellulaire de foie de rat H4IIE et la lignée cellulaire

d'ostéosarcome humaine U20S (Tableau 3).

Réalisation

Le test a été réalisé par BDS dans des plaques de microtitration a 96 puits selon les spécifications
de Van der Linden et al. (2008) et ISO 19040 (International Organization for Standardization,
2018). Les substances de référence sont énumérées dans le Tableau 1. Les extraits d'échantil-
lons éthanoliques ont été convertis en DMSO et concentrés d'un facteur 10 (total : 10'000 fois).
Ensuite, des dilutions de 1:3, 1:10, 1:30 et 1:100, respectivement de 1:10, 1:100, 1:1000 et
1:10000 (PAH CALUX®) ont été préparées dans le DMSO. L'extrait d'échantillon non dilué et les
dilutions ont été dissous 1:1000 dans le milieu de test avant d'étre transférés sur la plaque de
test. La substance de référence ainsi que les échantillons environnementaux ont été testés en

triplicas sur une plaque a 96 puits.

Le jour précédant lI'exposition aux échantillons environnementaux, les plagues 96 puits ont été
ensemencées avec des cellules dans le milieu d'essai et incubées a 37 °C dans une atmosphére
a5 % de CO2 pendant 16 a 24 h. Le jour du test, le milieu a été remplacé par un mélange du
milieu d'essai avec I'échantillon correspondant. Aprés 24 h ou 4 h (PAH CALUX) d'incubation (37
°C, 5 % CO2), les cellules ont été contrélées au microscope pour détecter des effets cytotoxiques.
Les dilutions d'échantillons qui présentaient de tels effets ont été exclues de I'évaluation. Le milieu
a ensuite été retiré, les cellules ont été lysées et l'activité de la luciférase a été mesurée a l'aide

du taux de conversion du substrat luciférine (unité de lumiére relative, RLU).
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Evaluation des données

L'évaluation a été effectuée de maniére analogue a la norme ISO 23196 (International
Organization for Standardization, 2022). Pour I'évaluation, les données brutes RLU ont d'abord
été normalisées : 0 % correspond a l'activité du solvant de contréle et 100 % a l'activité la plus
élevée de la substance de référence. A partir de la courbe d'effet de concentration de la substance
de référence, la concentration correspondante des différents échantillons a ensuite été interpolée
dans la zone du niveau d'effet de 10 % (PCuo ; valeur de détermination) et des BEQ ont été

déduites en tenant compte des dilutions d'échantillon testées.

De la méme maniere, les BEQ ont été déterminés pour d'autres essais, ou "B" dans BEQ repré-
sente la substance de référence pour les essais respectifs : l'acétate de tributylétain (Cytotox-
CALUX®), la curcumine (Nrf2-CALUX®), le benzo[a]pyrene (PAH-CALUX®), la nicardipine (PXR-
CALUX®), le 1 7-bstradiol (ERU-CALUX®) et le flutamide (Anti-AR-CALUX®).

L'analyse des données a été réalisée a l'aide des logiciels statistiques Microsoft Excel et
GraphPad Prism (version 9.4.1) en tragant une courbe concentration-effet pour la substance de

référence et les échantillons environnementaux.
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9.2.4.3 Exposition de lalignée cellulaire de foie de truite arc-en-ciel pour la mesure de
biomarqueurs

A®UATOX

\ solutions
Sample transfer cover letter

Study Name of Samples
as labelled by aQuaTox AAE3D001
Solutions B
Sample list name AAE3D0001_cDNASamplesDetails
No. of pages 1
Printed copy attached Yes
Type of samples cDNA samples for Gene expression analysis RTLW1 cells

exposed to water samples

3 water samples:
* AAETS0012-1: Marais (MAR)
e AAETS0012-2: Confluence (CON)
e AAETS0012-3: Drize (DRI)

Test items used in tests

Sample Numbers 12 samples; See Sample list for specifics

Sample preparation method

RTLW1 cells were seeded in 6 well plates to form a confluent monolayer. These monolayers
were exposed to one of three water samples containing 1% FBS or L15/ex + 1% FBS for 24
hours.

The samples were then harvested and the RNA was extracted via Quiagen RNeasy Plus Mini
Kit and normalised to 125 ng/pL. The integrity of the RNA samples was confirmed via 1%
Agarose gel. Reverse Transcription was carried out via Takara PrimescriptRT PCR Kit

Responsible perso;

Jennifer Fitzgerald
from aQuaTox solutions ¢

Research technician Katharina Klotz
/ 3
sign/pate 4/ 1% AJ3.02 .4
SOP1006, Version 2: Handk and ship of pl aQuaTox-Solutions GmbH
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AAE3DO001_cDNASamplesDetails 16/02/2024 18:52

Sample 10 | StudyName | Testitem | Testitem details | Time point (h] | Oate of harvest | Concentration name | Concentration (%) | sample No.
AELZCI
125/l | AAE3DO0OL “5"‘;‘ % 2 2 15/02/2024 control 100% 1
CDNA 16.02.24
AELC2
125ng/ul | AAE300001 “5’:’“’ % = 2 15/02/2024 control 100% 2
CDNA 16.02.24
MER-G
125ng/ul | AAE3DO00L ”‘5’:‘“’ o) « 2 15/02/2024 control 100% 3
CONA 16.02.24
Aquatox Solutions
AAER2-LY Ke_Geneva_Marais .
125ng/ul | AAEIDO0OL | AAETSO012-1 | Marsis (MAR) (200 2% 15/02/2028 7500121 m"""“‘:s":‘::; 1
CDNA 16,02.24 mi)
3102023 :
Aquatox Solutions
AAE12-12 Ke_Geneva_Marais
125ng/ul | AAEI0001 | AAETSO012-1 | Marais (MAR) (200 2 15/02/2024 1500121 2006 sttt pay 2
15021115 + 1% FBS
DNA 16.02.24 ml)
3.10.2023
Aquatox Solutions
AAEN2-13 Kt_Geneva_Marais
125ng/ul | AAEIDO001 | AAETS0012-1 | Marais (MAR) (200 2 15/02/2024 0012-1 m:s’:‘: i 3
CONA 16.02.24 mh)
3102023
~ Aquatox Solutions
AAEL2-2.1 Kt_Geneva_Maras
125 ng/ul ‘ 22 | o (con) 2 15/02/2024 1500122 oxela gl 1
ONA 16.02.24 (200 mi)
3102023
Aquatox Solutions
AE1222 Kt_Geneva_Marais
125ng/ul | AAESDOOO1 | AAETS0012-2 | Confluence (CON) 2% 15/02/2024 1500122 J00% wine 1: po 2
CONA 16.02.24 (200 mi) By
3102023
Aquatox Solutions.
ARE1223 Kt_Geneva_Marais )
125 ng/ul 22 | ¢ 1coN) 2 15/02/2028 1500122 “’”"‘:‘f‘;g 3
CONA 16.02.24 (200mi) Lo
3.102023
P TSl -
L[| MAS000L | METSIOIZS | o omy 200 mi “ 15/0a/2004 st soa111s 1% fms |
: 3.10.2023
AAE1232 :""" Wm i
wnu:;;l;u \E3D000L | AAETSO0123 | o (o) (200 mi) n S0/ o 15021115 + 1% FBS 2
. 3102023
AAE1233 Aquatox Solutions
g Kt_Geneva_Marais ¢ 100% adjusted per
125ng/ul | AAESD0001 | ARETSO012:3 | o o) 2200 i) % s feea 15021115 + 1% FBS $
ONA 16.02.24] s
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9.3 Reésultats i informations supplémentaires

9.3.1 Périphyton

Tableau 9: Résultats de I'essai combiné sur les algues

PSII-DEQuic = concentration équivalente de diuron pour I'inhibition de la PSII, DEQuio Croissance = concentration

équivalente de diuron pour l'inhibition de la croissance, Valeurs engras: val eurs O seui | b
PSII
PSII PSII | DEQbio DEQbio DEQvio DEQvio

DEQbvic DEQuio | (ng/L) croissance croissance | croissance

(ng/L)  (ng/L) | moyen (ng/L) (ng/L) (ng/L)
Site Abbr. 1 2 ne SD 1 2 moyenne | SD
Drize DRI 6.85 6.36 6.60 | 0.35 74.06 72.81 73.43 0.89
Marais MAR | 24.16 21.66 | 2291 | 1.77 130.55 135.93 133.24 3.80
Confluence | CONF | 15.26 13.61 | 14.44 | 1.17 94.21 109.10 101.65 [10.53
Field Blank FB 0.38 0.57 0.48 | 0.13 9.69 21.45 15.57 8.31
SPE Blank B|anc _* _* _* _k*% k% k%

* = < 10 % d'effet ** = < 20 % d'effet

Tableau 10: Résultats du test de toxicité avec les bactéries luminescentes

TEQ de base = concentration ®quivalente d
luminescence. ValeursengrasO seuil bas® sur | 'effet.
TEQ
de base
Site Abbr. (mg/L) SD
Drize DRI 50.30 2.21
Marais MAR 45.62 0.81
Confluence CONF 45.04 1.67
Field Blank FB o
SPE Blank Blanc xx
** = < 20 % d'effet
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9.3.2 Macrozoobenthos

9.3.2.1 Test de contact des sédiments avec les ostracodes

Soluval sa ntiago Couvet, le 17 ctobre 2023
Analyses environnementales $866 GE La Drise Sédiments Ostracodes 3023
Ecotoxicologie

Campagne d’analyse de sédiments de La Drize - Genéve

Ecotoxicité associ€ée aux sédiments de
La Drize d’apres le test avec Ostracodes

Résultats des bioessais
en Octobre 2023

Pour : CENTRE ECOTOX O L W ( ’
LAUSANNE centre ecotox

100%
80% - — — — — — — PN — —— — — —— — —— ——
60% +

40% +

Mortalité (%)

20%

0% -
Ctle DRI MAR CON

80%

60% = == = —— o —— o S —— ——— ]
§ Aerrsnsserannnrana
£ A0% v e _—— o o S i o e o]
% Ui
E 20% feee = - .- - . .
E 1

0%
DRI MAR CON
Echantillons

Sergio Santiago

Ecoloxicité associée aux sédiments de la Drize GE 2023 - Tests avec Ostracodes -1-
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Récapitulation des résultats

Soluval Santiago

Analyses envir

bl

Rue Edouard-Dubled 2
CH-2108 COUVET e-mail: ssantiago@bluewin.ch

B

Tél: 032 863 43 60

ioessais de toxicité
Récapitulation des résultats

Origine

Identification

Type d'échantillon :

Geneve ; BV La Drize
Sédiments bruty (< 2 nm)

Destinataires : €. Casado, R. Beanvais
Société : Centre Ecotox
Adresse : 1015 Laausanne

Prélévements : instantané Q intggre
Dates : 02 Octobre 2023 Plan d'analyse(s) : Ostracodes
Effectués par : SECOE / Centre Ecotox (OstracodToxkit F)
Echantillons n”: A. DRI La Drize Date de réception : 04-10-2023
B. MAR Marais Enregistrement n”: 8866
C. CON Confluence Respc ble : S. Santiag
FKemarque !
Test Ostracodes Org o yp g (M Inc.) Date : 06-10-2023
Heterocypris incongruens microplaque (FS; 6 puits); 25 £1T; obscurité Effectué par : SS
(selon ISO 14371) Dilution : milleu SMHW ; nour. Algues (Scenedesmus spp., R.s.)  Contrdlé par :
Mortalité| Toxicité subléthale : inhibition de la croi des ostracod
Echantillon Sédiment a6 jours Longueur moyenne par puits & 6 jours (um) Croissance | Inhibition
Pults (moyenne des survivants) Moyenne | Ecar-type (%) (%)
Contréles témoins 4/60 645 667 669
( = réf. Microbiotests) =67% 653 634 604 i 244 100% 0%
Long. initiale moy. Jy =  206.4 um =38%
== —
A. DRI brut 399 (10 #/10) 375 249
407.4
400 441 422 =61%
B. MAR brut 484 462 439 462.5 173
454 | 473 (na.) =37%
C. CON brut (10 /10y ‘ (10 % 110) 387 368.7 215
359 | 343 385 ; =58%
|
\
Remarques :
Conclusions - Commentaires Essaivalide & oui - O non
Mortalité  Sédiments Inkibition de la croissance Conlrdles (sédiment de référence) :
£10% : B.MAR =20% : - Mortalité <20%
11% - 20%: 21% - 35% : - Coefficient de croissance = 15 B
21% - 30%: 36% - 50% : B. MAR X\
>30% A.DRI; C.CON >50% : A.DRI;C.CON R s CL
Couvet, 17-10-2023 p.1/2
100%
T Mortalité
. 80% +
=2 4
g T
£ 40% +
° L 3
=
20%
0y, +— ===
Ctle DRI MAR CON
80%
4 Inhibition de la croissance
Zi 60% <~
=,
c 40% +
o +
=
o 20% +
=
E ..
0%
+ DR/ MAR CON
Echantillons
Ecotoxicité associée aux sédiments de fa Drize GE 2023 - Tests avec Ostracodes -2-
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1.CONTEXTE

L'étude vise a évaluer I'écotoxicité d’échantillons environnementaux (prélévement ponctuel d’eau
naturelle) a partir de gammares exposés en conditions contrdlées de laboratoire. Ces échantillons
d’eau ont été prélevés a Genéve (Suisse) dans deux cours d’eau a proximité de leur confluence : La
Drize et le ruisseau des Marais, avec trois prélévements au total : -un dans La Drize en amont de
la confluence, -un a 'amont de la confluence dans le ruisseau des Marais et enfin, -un a l'aval de la

confluence entre La Drize et le ruisseau des Marais.

Les expérimentations de laboratoire se sont déroulées du 4 au 23 octobre. Des analyses
biologiques pour évaluer les effets toxiques sur les gammares ont été effectuées : survie, taux
d’alimentation, neurotoxicité, taux de fécondité (nombre d’embryons par femelle) et perturbation

endocrinienne.
La Figure 1 présente 'emplacement des stations de prélevements d’eau.
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Figure 1 : Localisation des stations




2. METHODOLOGIE

A. Principe de la méthode

La réalisation des bioessais au laboratoire repose sur 5 grandes étapes présentées sur la Figure
2. L’étape #1 correspond au prélévement de gammares provenant de la population de référence
du laboratoire Biomae (Gammaref®). L'étape #2 correspond a une période de stabulation en
laboratoire de deux semaines pour conditionner les organismes avant la réalisation des essais.
Lors de I'étape #3 les individus sont triés et sélectionnés en fonction de leur taille, de leur sexe
et/ou de leur stade de reproduction, pour obtenir des organismes d’essais standardisés pour
chaque essai. En étape #4, les gammares sont exposés pendant plusieurs jours en conditions
controlées de laboratoire : 7 jours pour les mesures du taux d’alimentation/neurotoxicité et 19
jours pour les mesures du taux de fécondité et de perturbation endocrinienne. L'exposition est
réalisée dans des béchers en verre d’'une contenance de 500 mL. Les béchers ont été
thermorégulés dans des bains marie pour assurer une température constante de 14 °C et une
aération permanente a été mise en place. L'exposition est réalisée en condition semi-statique,
c’est-a-dire que le renouvellement des solutions est effectué 3 fois par semaine pour les mesures
du taux d’alimentation/neurotoxicité et 2 fois par semaine pour les mesures du taux de fécondité
et de perturbation endocrinienne. Enfin, en étape #5 les gammares sont récupérés afin d’étre
échantillonnés en vue de réaliser des analyses écotoxicologiques.

o = =22
v N\
.. n >
o ® © ® ®
Bassin d’élevage  Stabulation  Calibration = Exposition Analyses

Figure 2 : Les 5 étapes de réalisation des essais en conditions controlées de laboratoire

B. Conditions testées

Concernant les trois échantillons environnementaux fournis par le centre ecotox, trois fiits
plastique de 20 L env. ont été conservés au réfrigérateur a 4 °C tout au long de I'expérimentation.
Avant chaque renouvellement dans les béchers, 'eau nécessaire a préalablement été tempérée a
14 °C.

Les trois conditions testées sont: 1) Drize amont confluence : Drize (DRI), 2) Ruisseau des
Marais : Marais (MAR) et 3) Drize aval confluence : Confluence (CONF).

Les méthodes mises en place pour les différents tests sont détaillées dans I'annexe technique.
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C. Analyses statistiques

Les tests statistiques ont été réalisés avec la version 4.2.2 du logiciel R, sous l'interface RStudio
(version 2023.06.1). Le but était de comparer les conditions entre elles. Nous avons tout d’abord
testé si nos valeurs suivaient une loi normale avec un test de Shapiro (shapiro.test). Ensuite, nous
avons testé I'homoscédasticité afin de vérifier 'Thomogénéité des variances avec un test de Bartlett
(bartlett.test). Puis, nous avons réalisé un test ANOVA pour comparer les conditions entre-elles.




3. RESULTATS

A. Bilan des conditions d’exposition

<+ Parameétres physico-chimiques lors de 'exposition

L'ensemble des mesures physico-chimiques réalisées est présenté dans le_Tableau 1. Pour la
température, il s’agit des valeurs minimales, moyennes et maximales mesurées dans le bain marie
avec une sonde de température sur la totalité de I'exposition. Pour la conductivité, I'oxygene
dissous et le pH, les mesures ont été réalisées lors des étapes : J0, |7, et |19. Si les valeurs sortent
du domaine d’application, elles sont inscrites en rouge. L'étape a J0 correspond au lancement des
tests de toxicité. L'étape a |7 correspond a l'arrét du test d’alimentation et de neurotoxicité.
L'étape a J19 correspond a I'arrét des tests de fécondité.

Tableau 1 : Parameétres physico-chimiques lors de I'exposition des gammares

Température (°C) | Conductivité {uS/cm) pH {unité pH) Oxygéne {mg/L)
Condition Min Moy | Max 10 17 IN Jo 17 IN 10 17 IN
Confluence (CONF) 13,4 | 14,1 | 14,7 661 697 675 8,5 8,3 8,4 9,9 9,6 9,8
Marais (MAR) 13,4 | 14,1 | 14,7 722 739 725 8,6 8,3 8,5 9,9 9,5 9,8
Drize (DRI) 13,4 | 14,1 | 14,7 604 695 670 8,6 8,2 8,4 10,2 9,6 10

L'ensemble des parameétres physico-chimiques suivis lors de cette étude sont compris dans les
bornes des domaines d’application des normes AFNOR NF-T90-721 et AFNORXP-T90-722, et sont
donc optimal pour les gammares.

B. Impact de la toxicité

Male - 7 jours :
s+ Survie

La survie est de 82% pour la condition « Confluence (CONF) », 84% pour la condition « Marais
(MAR) » et 81% pour la condition « Drize (DRI) » . Il n’y a pas d’effet des différentes conditions
sur la survie des males exposés 7 jours. Les taux de survie obtenus sont supérieurs aux 70%
préconisés dans la norme AFNOR XP-T90-722-3 pour la mesure du taux d’alimentation.

v+ Test de neurotoxicité

Concernant le test de toxicité spécifique (neurotoxicité), aucun impact toxique révélant une
exposition a des insecticides de la famille des carbamates et des organophosphorés n'a été
observé lors de cette étude.

s+ Test d’alimentation

Le taux d'alimentation moyen (en mm?/individu/jour) est de 13,8 (écart-type: 2,1) pour la
condition « Drize (DRI) », 14,4 (écart-type : 3,6) pour la condition « Marais (MAR) » et 14,1 (écart-
type : 2,7) pour la condition « Confluence (CONF) ».

Le jeude données pour le taux d’alimentation comporte 12 valeurs, soit 3 conditions et 3 réplicats.
Les valeurs suivent une loi normale, la p-value obtenue pour le test de Shapiro est supérieure au
risque alpha fixé ici a 5% (p-value = 0.5625). Concernant le test d’homoscédasticité, la p-value
obtenue via le test de Bartlett est supérieure au risque alpha fixé a 5% (p-value = 0.6758),

7
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montrant 'homogénéité des variances. Puisque notre jeu de données suit une loi normale et que
les variances sont homogenes, nous pouvons donc utiliser le test ANOVA (analyse de variances)
pour comparer les conditions entre-elles. Le résultat montre qu’il n’existe aucune différence
significative entre toutes les conditions testées : Pr(F)=0.967.

Effets sur les femelles a 19 jours :

s%* Survie

Les taux de survie obtenus sont de 89% pour la condition « Drize (DRI) », 64% pour la condition
« Marais (MAR) » et 82% pour la condition « Confluence (CONF) ». Il n’y a pas d’effet néfaste des
différentes conditions sur la survie des femelles exposées 19 jours, excepté pour la condition
« Marais (MAR) » ol I'eau de cette station a eu un impact sur la survie (légérement inférieure a
70%, ce qui n’est pas conforme aux critéres d’applicabilité de la norme AFNOR XP-T90-722-2).

['est de fecondite

La Figure 3 présente les indices de fécondité moyens par condition avec I'écart-type. L'indice de
fécondité est calculé pour chaque femelle a partir du nombre total d’embryons qui est normalisé
par rapport a la taille. Pour chaque condition, la moyenne est calculée sur 10 individus.

Test de fécondité -
Indice de fécondité

2,5

2,0

1,5

1,0

Indice fécondité

18
1,6

0,5

0,0
Drize Amont Confluence Ruisseau des Marais Drize Aval Confluence

Figure 3 : Comparaison des indices de fécondité selon les conditions testées

La Figure 3 montre que tous les indices de fécondités sont conformes (supérieurs a 1) et qu'iln’y
a pas d’effet des différents prélevements d’eau.

& Pearturbatic ndocrinienna
* rercturpation enaocrinienne

La mesure de la perturbation endocrinienne consiste en une comparaison fine du stade de mue et
de la taille ovocytaire moyenne de chaque femelle ; ceci afin d'identifier une désynchronisation
spécifique du cycle de mue et du cycle de croissance ovocytaire. Chez Gammarus fossarum, les
cycles de mue et de croissance ovocytaire sont parfaitement synchronisés : a chaque stade de mue
correspond une taille ovocytaire précise.




L’effet de perturbateur endocrinien est évalué en mesurant la surface ovocytaire chez les femelles
en retard de mue (stade A, B ou C1) et en la comparant a la surface ovocytaire de référence
attendue chez les femelles en stade C2.

La Figure 4 présente le pourcentage de femelles dans les différents stade de mue (C1-AB, C2-D1
et D2). Pour les trois conditions testées, on observe que plus de 93% des femelles ont dépassé le
stade C2 montrant qu’il n’y a aucun retard de mue quel que soit la condition testée et par
conséquent pas d'effet perturbateur endocrinien également.

Test de fécondité -

Stade de mue
100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0
09

Drize Amont Confluence Ruisseau des Marais Drize Aval Confluence

B(C1-AB =C2-D1 mD2

Figure 4 : Pourcentage du nombre femelles selon les différents stades de mue
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4.CONCLUSION

Les résultats de cette étude indiquent que :

- La surface de feuilles d’aulne consommée lors des 7 jours d’exposition n’est pas
significativement différente pour les différentes conditions testées.

- Aucun impact neurotoxique et sur la fécondité n’est observé pour tous les prélévements
d’eau. En outre, aucun impact de type perturbation endocrinienne n’est mise en évidence
lors de cette étude.

- En revanche, 'eau prélevée sur le site du ruisseau des Marais conduit a un effet sur la
survie des femelles, méme si celui-ci reste faible.

Fin du document
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SUMMARY

|
RTgill-W1 cell line assay to predict the acute fish toxicity accord-

Study:
oy ing to ISO Standard 21115
|
Client: Okotoxzentrum, Anne-Sophie Voisin
Water Sample, Kt_Geneva_Marais (MAR), 03.10.2023
Test items: Water Sample, Kt_Geneva_Confluence (CON), 03.10.2023

Water Sample, Kt_Geneva_Drize (DRI), 03.10.2023
\

Application of the test
PP All exposure solutions were prepared by aQuaTox-Solutions

item:
\

Test System: Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) gill cell line - RTgill-W1
\

Test duration: 24 hours

Experimental period: | 02.02.2024 — 06.02-2024

aQuaTox-Solutions test facility

Test facility:
Else-Ziblin Strasse 11/CH-8404 Winterthur

Results Acute Toxicity Sub-Lethal Effects Matrix Effect
Kt_Geneva_Marais

= 7 No No Yes
(MAR), 03.10.2023
Kt_Geneva_Confluence

62 = No No Yes
(CON), 03.10.2023
Kt_Geneva_Drize

= i No Yes Yes
(DRI), 03.10.2023

@ Study AAE1B0003: RTgill-W1 cell line assay according to ISO 21115
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1 ASSIGNMENT AND OBJECTIVE

Performance of the RTgill-W1 cell line assay to predict acute fish toxicity for three water samples
according to ISO 21115 (Ref 1).

2 LIMITATION OF LIABILITY

This report was prepared by aQuaTox-Solutions GmbH. Its content and the findings contained
therein reflect to the best of our knowledge the level of awareness of aQuaTox-Solutions GmbH
on the basis of the information available at the time of writing. This report is intended exclusively
for the client named on the title page. Any liability against third parties which rely on this report
is expressly rejected.

3 BACKGROUND

The RTgill-W1 (rainbow trout - Oncorhynchus mykiss) gill cell line assay allows the detection of
acute toxicity of water samples. Toxicity is evaluated by measuring the fluorescence of three
indicator dyes on the same set of cells after exposure to a dilution range of the samples. Ala-
marBlue, CFDA-AM and Neutral Red are used to measure metabolic activity, integrity of the cell
membrane and integrity of the lysosome membranes, respectively. The results are expressed as
% cell viability compared to an untreated control. If a dilution-dependent decrease of cell viabil-
ity is detected with all three indicator dyes, the sample is judged to be acutely toxic. A decline
in fluorescent values of only one or two indicator dyes is an indication for a sub-lethal effect.

Prior to testing, each water sample is characterized for a number of general water parameters.
Osmolality is adjusted by addition of cell exposure medium components (mainly salts) to provide
the cells with an isotonic environment (note: this causes a dilution of the water sample by 5%).
After adjustment of osmolality, the water sample is referred to as whole-water sample/ex, ab-
breviated w-ws/ex. The samples are then filtered in order to avoid interferences by microorgan-
isms.

Each sample is tested in two ways. One test plate with the RTgill-W1 cells is exposed to a dilution
series of the water sample, using the cell exposure medium as diluent. As many water samples
are not acutely toxic, a second plate is tested with the RTgill-W1 cells exposed to undiluted water
sample, spiked with a dilution series of the positive control chemical, 3,4-Dichloroaniline
(3,4-DCA). An acceptance range is set for the toxicity of 3,4-DCA based on the effective concen-
trations of this compound causing a 50% decline of cell viability (EC50 value) as measured with
all three indicator dyes (Section 7). Aside from indicating proper functioning of the assay proce-
dure in case of weak or no toxicity from the water sample, this positive control also serves to
detect possible matrix effects by undefined components of the water sample. An attenuation of

@ Study AAE1B0003: RTgill-W1 cell line assay according to ISO 21115
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toxicity is indicated if the 3,4-DCA concentration response curve shifts to the right of the ac-
ceptance range; a shift to the left indicates that the water sample elicits sub-lethal toxicity to
the cells which is enhanced by the additional stress of the 3,4-DCA.

Every five test items, an additional test is performed with a concentration range of 3,4-DCA in
defined, standard cell exposure medium (L-15/ex) using a separate test plate for assay perfor-
mance control (positive control in L-15/ex). For this assay, no positive control was run in parallel
with the water samples but the results from next positive control assay are reported for com-
parison.

4 TESTITEM

The three water samples were obtained by the client, distributed over two 500 mL Schott bottles
and stored at -20 °C at the Okotoxzentrum. The test water samples were transferred to the
aQuaTox-Solutions test facility on 01.02.2024. On the 04.02.2024, ~200 mL of each water sam-
ple was thawed and used for the cell exposure.

General water parameters for all three water samples are summarized in Table 1. Water samples
were membrane filtered (0.22 um pore size, Sartorius, Sartolab BT 150) and prepared for testing
as detailed in Section 5.

Table 1: Parameters analysed in the raw water samples and after adjustment of osmolality.

Water Sample Parameter Raw Sample Aft?‘:’l_\wdjs l;::::;em
Conductivity [uS/cm] 108.8 1883
ARETSG012:S Dissolved Oxygen [ % ] 100.9 103.4
Kt_Geneva_Marais -
(MAR), 03.10.2023 Osmolality [mmol/kg] 0 296
pH[-] 7.970 7.506
Conductivity [uS/cm] 126.7 2050
AAETS0012-2 Dissolved Oxygen [ % ] 101.0 1024
Kt_Geneva_Confluence >
pH[-] 7.525 7.437
Conductivity [uS/cm] 93.4 2180
AAETS0012-3 Dissolved Oxygen [ % ] 101.5 101.3
Kt_Geneva_Drize -
(DRI), 03.10.2023 Osmolality [mmol/kg] 0 293
pH[-] 7.750 7.419
! Section 3
@\ Study AAE1B0003: RTgill-W1 cell line assay according to ISO 21115
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5 TEST SYSTEM

5.1 Cell seeding

RTgill-W1 cells at a density of 350'000 cells per mL were seeded into wells of one 24-well plate
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) per assay and water sample to test: water sample
(cells + w-ws/ex), water sample spiked with 3,4-DCA (cells + w-ws/ex + 3,4-DCA). Cells were left
to attach and reach confluency within 72 hours prior to starting the exposure. Cell culture pas-
sage P93 was used for the test. For the positive control in L-15/ex, cells of passage P94 were
used and reported for comparison.

5.2 Preparation of dilution series and test concentrations

Table 2: Steps for test system preparation and performance

Plate for testing 100% water sam-
ple with the concentration-range
of the positive control

(w-ws/ex + 3,4-DCA)

Plate for testing water sample
in dilutions

(w-ws/ex)

A dilution series of stock solutions
of 3,4-DCA in DMSO was prepared
and each concentration dissolved
1:200 in the adjusted water sample
(final DMSO content: 0.5% (v/v)).

A dilution series of the ad-
justed water sample with cell
exposure medium was pre-
pared.

Preparation:

S test concentrations between 100
and 6.25 mg/L in the water sample
and 2 solvent controls (water sam-
ple or cell exposure medium with
DMSO only) were used for testing.
A spacing factor of 2 was applied.

6 dilutions containing 100, 80,
60, 40, 20 and 10% of the wa-
Test concentrations: | ter sample, respectively, and a
control (cell exposure medium
only) were used for testing.

Cells of the RTgill-W1 (rainbow trout, Oncorhynchus mykiss) gill cell
Test System: line in 24-well plates. Each of the 3 replicate wells received 2 mL of
the test sample.

Exposure conditions: | 19+ 1 °Cin the dark

Test duration: 24 hours

Experimental period: | 05" to 06" of February 2024
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Test facility:
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5.3 Cell exposure

RTgill-W1 cells in 24-well plates (Section 5.1) were exposed according to 1SO 21115 (Figure 1).
The exposure duration was 24 hours at 19 + 1°C (Incubator: KT 170 (3-40 °C), Binder, Tuttlingen,
Germany).
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Figure 1. Plate set-up for exposure with (a) water samples (w-ws/ex) and (b) water samples (w-
ws/ex) with the concentration-range of the positive control (3,4-DCA)

5.4 Assessment of cell viability

Cell viability was measured according to ISO 21115 using the cell viability indicator dyes (Sec-
tion 3) and a fluorescence plate-reader (Synergy H1, Agilent, United States).

5.5 Sampling for accompanying analysis

No exposure medium samples were taken.

5.6 Data analysis

All data analysis was carried out using the Gen5® secure software (Agilent, United States), which
is designed and validated for this study type. Firstly, the raw fluorescence data (arbitrary units)
gained was used to calculate the toxicity as a percentage of cell viability compared to the re-
spective control (Figure 1a: Negative control L-15/ex; Figure 1b: L-15/ex solvent control). The
corresponding average “cell-free control” fluorescence units were subtracted from the fluores-
cence units of each well of the corresponding test plate.

For each replicate well of each test concentration, the percentage of cell viability with regard to
the respective control was calculated. Therefore, the average of the fluorescence units of the
control was set to 100% (indicating that 100% of the cells are viable) and corresponding cell
viability calculated as shown by formula 1:
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fluo.units chemical x 100% (1
fluo.units respective control

% cell viability =

Calculation of the average and standard deviation of the % cell viability per chemical test con-
centration was then carried out, with the % cell viability used to determine the concentration-
response curve. Non-linear regression sigmoidal concentration-response curve fitting was car-
ried out, with constrains set for Bottom (0.0) and Top (100.0), from which the EC50 values were
calculated.

The lowest-ineffective dilution (LID) corresponds to the lowest dilution factor, at which effects
below the specific threshold were determined. For this study, an effect threshold value of 10%
compared to medium control was applied.

6 TEST RESULTS

6.1 Visual Observation

At the end of the exposure duration, the test plates were visually observed before the start of
the cell viability assay. The observations for the test item are summarized in Table 3. These ob-
servations are recorded to aid data interpretation in case that the 3,4-DCA internal control did
not meet the validity criteria due to matrix effects.

Table 3: Visual observations of the test plate after 24 h of exposure

Sample Observations

Kt_Geneva_Marais No visible descriptors of the water sample exposure solutions
(MAR), 03.10.2023 (clouding, oily film, precipitation etc.) were observed.

(AAETS0012-1) No microscopically visible effects on the cells were observed.

Kt_Geneva_Confluence | No visible descriptors of the water sample exposure solutions

(CON), 03.10.2023 (clouding, oily film, precipitation etc.) were observed.
(AAETS0012-2) No microscopically visible effects on the cells were observed.

Kt_Geneva_Drize No visible descriptors of the water sample exposure solutions

(DRI), 03.10.2023 (clouding, oily film, precipitation etc.) were observed.
(AAETS0012-3) No microscopically visible effects on the cells were observed.

6.2 Results of Cell Viability Assay

Table 4.1-3 and Table 5 provide an overview of the cell viability measurements for the water
sample. The top figure within Table 4 shows the results for the water sample (w-ws/ex), tested
in dilutions. The bottom figure shows the corresponding water sample spiked with the 3,4-DCA
positive control (w-ws/ex + 3,4-DCA).
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Table 4.1: Concentration-response curves measured after exposure to the water sample Kt_Ge-
neva_Marais (MAR), 03.10.2023 (AAETS0012-1)

Results for sample Kt_Geneva_Marais (MAR), 03.10.2023 (AAETS0012-1)
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»
T : e . !
00y .- > ] & —2
>
2
g AB_DRGurve_SPL1
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spiked with 3,4- 3 ]»l-NR DRCurve_SPL1
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0 .
1 10

3.4-DCA Concentration [mg/L]

Concentration-response curves of the water sample (cells + w-ws/ex) and the 100% water
sample plus positive control (3,4-DCA; cells + w-ws/ex + 3,4-DCA) for the three fluorescent
dyes used to quantify cell viability in % of control. Data are plotted based on % of water sample
or 3,4-DCA concentrations. Error bars represent the standard deviation of the technical trip-
licates measured per test concentration.

Study AAE1B0003: RTgill-W1 cell line assay according to I1SO 21115




Table 4.2: Concentration-response curves measured after exposure to the water sample Kt_Ge-
neva_Confluence (CON), 03.10.2023 (AAETS0012-2)

Results for sample Kt_Geneva_Confluence (CON), 03.10.2023 (AAETS0012-2)
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Concentration-response curves of the water sample (cells + w-ws/ex) and the 100% water
sample plus positive control (3,4-DCA; cells + w-ws/ex + 3,4-DCA) for the three fluorescent
dyes used to quantify cell viability in % of control. Data are plotted based on % of water sample
or 3,4-DCA concentrations. Error bars represent the standard deviation of the technical trip-
licates measured per test concentration.
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