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Développés et largement utilisés dans les programmes de recherche, lesqiéoms sont des outils
écotoxicologiques permettant d’évaluer I’exposition des organismes aquatiques et les effets associés. lls sont
toutefois peu utilisés pour la surveillance réglementaire de la qualité des miliaiiqags. Cet article met en
lumiére les potentialités des biomarqueurs dans le cadre du controle d’enquéte ou de I’investigation
environnementale. Deux études de cas initiées suite a des observations despcpertant respectivement
sur les effets d’un rejet industriel et sur la diminution des captures de poissons sont analysées. Dans ce contexte,

les biomarqueurs mesurés chez tdsgpn permettent de déterminer les mécanismes d’action des polluants
susceptibles d’étre a 1’origine des effets observés. Des travaux complémentaires restent nécessaires pour établir

de maniere formelle des relations entre les effets précoces et les effethuels et populationnels, permettant
ainsi d’utiliser les biomarqueurs comme des signaux d’alerte.

MOTS CLEFS : écotoxicologie, biosurveillance, milieux aquatiques

Fish biomarkers as a powerful tool for investigative monitoring

Widely used in research activities, biomarkers are effect-based monitoringhabilow assessing exposure
of aquatic organisms and associated effects. However, they are wessdyin regulatory environmental
monitoring programmes. The present manuscript highlights thenti of fish biomarkers for control
monitoring or environmental investigation. Two cases studies basadgter observations were presented and
discussed. The first one reports adverse effects of an industriainéfiueild gudgeons and the second one
describes the decrease of grayling catches. In this context, fish biomali&erdo determine mechanisms of
action of chemicals able to induce observed adverse effects. Complemeotksyare needed to determine
relationship between biochemical responses and individual or population#s effiecto define biomarkers as a
predictive signal.

KEY WORDS : ecotoxicology, biomonitoring, freshwater ecosystems

I  INTRODUCTION

L’introduction dans I’environnement de nombreux polluants issus des activités humaines et susceptibles de
perturber différents processus physiologiques chez les organismes aquatiques, a contribué a la dégradation de
la qualit¢ chimique et écologique des milieux aquatiques. Afin d’enrayer ce phénomene, la Directive
européenne Cadre sur I’Eau (DCE, directive 2000/60/EC) affiche comme principal objectif d’atteindre le bon
¢état des masses d’eau. Aussi, différents programmes de surveillance des milieux étaient mis en place incluant
le controle d’enquéte. Ce dernier doit permettre de déterminer les causes de non-atteinte du bon état des
masses d’eau dites a risques suite a un processus de surveillance incluant la mise en ceuvre de mesures
correctives. Si par définition le controle d’enquéte est intimement lié a la DCE, cette notion peut étre étendue
aux ¢études mises en ceuvre afin d’identifier les causes d’un contentieux environnemental (impact d’une
installation ou d’un rejet, déclin de populations piscicoles...). En raison de la multiplicit¢ des molécules
susceptibles d’étre impliquées et des interactions possibles avec d’autres facteurs environnementaux
physiques ou biologiques, les techniques d’analyses chimiques classiquement utilisées pour la surveillance
des milieux et qui permettent de quantifier dans différentes matrices lecgoséa priori de molécules
semblent atteindre leur limites. De ménhes méthodes biocénotiques ne permettent pas d’identifier les
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causes a I’origine des perturbations éventuellement détectées. Aussi, le recours a des outils permettant de
renseigner sur les effets des stress environnementaux au niveau individuel tels que les biomarquaitrs, appar
comme une approche féconde susceptible d’apporter des éléments de réponse quant aux origines des
détériorations environnementales.

L’objectif de cet article est de mettre en avant, au travers de deux études de cas, les potentialités de ces
outils écotoxicologiques dans un contexte de contréle d’enquéte mais également d’identifier les limites a leur
utilisation et de dégager des perspectives tant cognitives qu’opérationnelles afin de permettre leur intégration
dans la réglementation environnementale.

I BIOMARQUEURS : DEFINITION, AVANTAGES ET LIMITES

Un biomarqueur est défini comme une variation biochimique, cellulaire, physiologique ou
comportementale qui peut étre mesurée dansssm un fluide biologique ou au niveau d’un organisme
entier et qui apporte la preuve d’une exposition et/ou de I’effet d’un ou plusieurs polluants chimiques
biologiques ou encore des radiations [Depledge, 1993]. Toutefois, du fait de la diversihtdesinants
environnementaux, de la multiplicité de leurs effets et des nombreuses interadtiereugnle diagnostic
environnemental doit s’appuyer sur la mise en ceuvre d’approches multi-biomarqueurs basées sur
I’association de paramétres complémentaires en terme de substances prises en compte, d’effets mesurés et de
niveau d’intégration biologique [Minier et al., 2000 ; Sanchez, Porcher, 2009

De telles approches présentent 1’avantage d’intégrer dans le temps et, selon les espéces modéles
sélectionnég dans I’espace, les expositions et/ou les effets des polluants environnementaux biodisponibles.
Les approches multi-biomarqueurs restituent alors, a un instant donné, une idqigdivet des variations
qualitatives et quantitatives de la contamination intégrant les facteurs enviemaar) toxicologiques et
écologiques [Depledge, 1993]. Cet important pouvoir intégrateur des biomarqéeuis toutefois
grandement les possibilités d’utilisation de ces outils comme sondes chimiques, leurs capacités
d’identification se limitant généralement a un ensemble de familles chimiques.

Les biomarqueurs, et a plus forte raison les approches multi-biomarqueurs, trouedeudsens dans la
description des effets toxicologiques. De plus, de récents travaux tendent a mettentele caractére
prédictif de ces outils. Par exemple, des travappgortent, suite a 1’exposition de truites a un génotoxique
modele, une relation entre le niveau d’endommagement de I’ADN des spermatozoides et des perturbations
de la descendance se traduisant par une augmentation des anomalies embryo-lad&itesmairtalité
[Devaux et al., 2011]. Un tel résultat met alors en lumiére la pertinaaegé&ue de la mesure de
I’endommagement de I’ADN dans les cellules germinales. Des indications similaires sont disponibles pour
d’autres biomarqueurs comme I’induction de la vitellogénine, un marqueur reconnu des effets oestrogéniques
[Kidd et al., 2007], ou les marqueurs du stress oxydant pour lesquels le lien avelcédemenes de
mortalité des especes aquatiques est désormais établi [Uchimura et al., 2003]. Péls dela alisposition
des écotoxicologues peuvent toutefois €tre considérés comme prédictifs d’effets populationnels, limitant
alors la portée du résultat a la descriptiimaffet biologique réel mais aux conséquences incertaines sur le
long terme.

Les biomarqueurs sont largement utilisés dans les programmes de recherche en légitoxisant a
déterminer le potentiel toxique des substances chimiques ou a statuer sur I’impact de la contamination des
milieux sur les organismes qui y vivent. Leur utilisation reste beaucoup plus speradians les
programmes réglementaires de surveillance des milieux aquatiques. En milieu marin, les travaux d’OSPAR
en Atlantigue Nord et @& du Programme pour I’Environnement des Nations Unies en Méditerranée
(MEDPOL) s’appuient sur I’utilisation d’un ensemble de biomarqueurs pour déterminer la qualité de ces
différentes zones géographiques. En milieu continental, le réseau américail. BESBIT{Biomonitoring of
Environmental Status and TrendsLarge Rivers Monitoring Network) apparait comme 1’unique réseau
national qui utilise les biomarqueurs pour évaluer la contamination de 1’environnement par des contaminants
persistants et pour détecidss changements a de faibles niveaux d’organisation biologique avant que des
effets populationnels soient visibles [Bauch et al., 2005]. Ce réseaa pauir objectif d’évaluer, dans
différents bassins versants (Mississippi, Rio Grande, Yukon,...), les effets des contaminants
environnementaux sur les poissons, s’appuie sur un ensemble de marqueurs mesurés au niveau de
I’organisme ou a des niveaux d’organisation inférieurs [Hinck et al., 2006 ; Hinck et al., 2007] sur différentes
especes de poissons autochtones échantillonnées sur environ 150 stations.

Différents auteurs mettent donc en avant le potentiel des biomarqueurs pour la surveilamiéede
aquatiques continentaux et préconisent 1’utilisation de ces outils dans les programmes réglementaires de suiVi



de I’environnement, notamment les programmes définis par la DCE. Le déploiement a large échelle des
biomarqueurs se heurte toutefois aux problémes liés a I’analyse des données et plus particuliérement a la
définition de valeurs de référence [Sanchez, Porcher, 2010]. En effet, les nombremaesoins entre le
poisson, son statut physiologique et son environnement rendent la définition de deleiésence absolues
particulierement complexe. Aussi, sous réserve de travailler avec des especedragdantsur des sites
physiqguement séparés, la comparaison amont/aval apparait comme une alternative int@assardgttre
en ceuvre les biomarqueurs [Sanchez et al., 2008

Il UTILISATION DES BIOMARQUEURS POUR LE CON TROLE D’ENQUETE

[.1  Anomalies morphologiquesen aval d’un rejet

En 2008, des pécheurs rapportaient la présence de go@obg (gobid présentant un gonflement de
I’abdomen associé a une hypertrophie des gonades dans une zone soumise a des rejets d’origine urbaine
(deux stations d’épuration de 8100 et 1800 EH) et recevant également les effluents d’une industrie. Afin de
déterminer les causes de ces anomalies morphologiques, des prélevements de goujonSatinéstgar
péche électrique au cours de 1’automne 2008 et 2009 sur 3 sites dont 2 sont situés en aval des effluents
urbains et industriel (Figure 1). En raison de la possible implication de polluanishatstirs endocriniens
dans les effets observés, des parameétres liés a la fonction de reproductioh mesétes sur chaque
poisson :

i) La vitellogénine (VTG) qui est une protéine oestrogéno-régulée naturellemeetteré&hez les
poissons femelles et induite chez les males et les juvéniles exposés a desrmsstiBgmpter,
Jobling, 1995] a été mesurée dans le sang des poissons afin de caractériser uriie éxgoaisigon
a des contaminantsstrogéniques.

ii) Une analyse histologique du tissu gonadique a été réalisée afin de confirnxer des@oissons et
de mettre en évidence des perturbations du tissu reproducteur. Le premier typeurdbatjmert
examiné est la présence d’intersexe c'est-a-dire de cellules femelles dans des gonades males ou
inversement. D’autres anomalies comme les fibroses ou les nécroses sont également recherchées.

iii) L’indice gonado-somatique qui traduit la proportion de gonade dans le poisson a également été
calculé afin de mettre en évidence une atteinte au niveau de 1’organe reproducteur.

Les goujons échantillonnés en aval des rejets se caractérisent par une irgigetimative de la VTG
(Tableau 1) et une importante intersexualité gonadique (Figure 2) par rapport aurgpissenant du site
amont. Ce résultat confirme I’implication de polluants perturbateurs endocriniens dans les effets observés.
De plus, I’analyse du sex-ratio des populations de goujons rencontr@esles sites d’étude montre un
déséquilibre de ce paramétre avec, sur les sites en aval des rejets, une diminntimbr@dude goujons
femelles au profit des individus intersexués (Figure 3). Ce profil de @p@mrait comme atypique. En
effet, peu @&tudes scientifiques décrivent la masculinisation des populations sauvages alors que la
féminisation est plus couramment observée notamment en aval des stations d’€puration urbaines. Les
réponses observées semblent toutefois cohérentes avec la natuggt dudustriel provenant d’une
installation impliquée dans la production de substances hormonales telles que la ls@métt la
spironolactone [Sanchez et al., 2Ddnt les effets masculinisant sont décrits au travers d’études réalisées
en laboratoire [Howell et al., 1994 ; Hattori et al., 2009

Dans cette étude, la mise en ceuvre d’une batterie de biomarqueurs a permis de mettre en évidence
I’existence d’un phénoméne de perturbation endocrinienne chez les poissons échantillonnés en aval de rejets
urbains mais aussi industriel. Afin d’évaluer une éventuelle conséquence de ces perturbations de la fonction
de reproduction au niveau du peuplement piscicole, une étude populationnelle a été réaliséielersyrara
les 3 sites étudiés. Les résultats obtenus mettaient alors en évidence une diminutioniggdéitatlensité
de poissons entre 1’amont et I’aval de la zone d’étude, cette derniére passant de 301 a 74 individus pour 938
m? [Sanchez et al., 2011Ces travaux ne permettent pas d’identifier formellement les molécules impliquées
dans les effets observés. Aussi, des études complémentaires sont en cours afin ééseradact
contamination chimique du milieu et d’établir un lien entre cette contamination et les effets biologiques
rapportés dang kours d’eau.



1.2 Déclin d’une population de poissons

Depuis 2008, les pécheurs du Haltier observent une diminution des captures d’Ombre commun
(Thymalus thymalys Afin de comprendre 1’origine de ce phénoméne, des études portant sur ’altération
hydro-morphologique du milieu ou encore la dégradation des frayeres ont été initiées. Lassréggiatifs
de ces travaux ont amené les acteurs locaux a envisager une perturbation en lien avenck geése
micro-polluants dans le milieu. Pour vérifier cett@dtyi¢se, une étude a été mise en ceuvre sur deux espéces
de poissons présentes sur la zone d’étude : la truite fario Salmo trutta et le goujon. L’objectif de ce travail
est d’évaluer trois mécanismes d’action des polluants environnementaux pouvant expliquer la diminution des
captures d’ombre commun :

i) Des perturbations de la reproduction des poissons pourraient affecter le peuplestientepi
Plusieurs travaux menés chez le poisson mettent en évidence un lien entre 1’exposition a des
perturbateurs endocriniens, des perturbations biochimiques, histologiques ou physésiatg la
reproduction et des atteintes au niveau des populations [Kidd et al., 200vd’évaluer cette
hypothése, la VTG a été mesurée chez les poissons échantillonnés et une artalpsgqes
similaire a celle décrite dabexemple précédent a été réalisée.

ii) Des effets neurotoxiques pourraient perturber le comportement des poissons et kdfecter
populations. De nombreux polluants environnementaux sont en effet connus pour leur capacité a
inhiber I’AChE, perturbant ainsi la transmission de 1’influx nerveux. Une exposition a ces molécules
peut également induire des perturbations du comportement de fuite, de la nage ou du comportement
alimentaire des poissons susceptibles d’entrainer la mort de 1I’organisme et a terme des perturbations
populationnelles [Garcia de la Parra et al., 2006 ; Vieira et al., 2009].

iii) Une immunosuppression pourrait accroitre la sensibilité des individus aux maagersurber les
populations de poissons. L’immunité est une fonction centrale chez le poisson visant a protéger ce
dernier des agressions par les pathogénes. Toutefois, de hombreux contaminants sont connus pour
diminuer les capacités de défense des organismes, augmentant ainsi leur suscaptibiatadies.

De tels effets au niveau individuel pourraient avoir des conséquences au niveau du grguplem
piscicole [Bols et al., 2001]. Afin de tester cette hypothése, la distribution jgairecet la viabilité
cellulaire sont mesurées. De méme, 1’activité de phagocytose et la flambée oxydative basale qui sont
deux parametres impliqués dans la neutralisation et I’élimination des pathogénes sont étudiés.

Pour cette étude, des poissons adultes des deux espéces retenues (truite farionptogbugté
échantillonnés par péche électrique sur deux sites situés en amont et en aval desia meelle la
diminution des captures a été observée. Les résultats obtenus montrent, sur sthiiqoe des
concentrations en VTG faibles (de I’ordre de la centaine de ng/mL de plasma) chez les deux espéces.
Associé a ’absence d’anomalie histologique au niveau du tissu gonadique, ce résultat invalide 1’hypothese
baséesur I’exposition des poissons a perturbateurs endocrinienstrogéniques. Inversement, les profils de
réponse de I’activité AChE et des paramétres immunitaires montrent un effet entre les zones amont et aval de
I’¢tude (Tableau 2). En aval, les poissons présentent une inhibition de I’AChE de 31 et 27% respectivement
chez la truite et le goujon, un résultaii tend a signer 1’exposition des poissons a des composés
neurotoxiques. Des travaux de laboratoire montrent que des taux d’inhibition de I’AChE similaires peuvent
induire des perturbations comportementales [Vieira et al., 20&jendant, aucune donnée ne permet de
transposer cette relation situ et donc de statuer sur le réel caractére prédictif de I’AChE. Concernant les
paramétres immunitaires, les truites et les goujons échantillonnés en aval de la zone d’étude se caractérisent
par une augmentation de la mortalité cellulaire associée a une déstabilisatiogtéauecotarquée par la
réduction du pool de granulocytes/macrophages. Si ce phénoméne tend & étre compensé par une
augmentation de I’activité de phagocytose (environ 8%), les capacités de dégradation des corps étrangers
restent amoindries du fait de la diminution de la flambée oxydative basale. Les poigaohsrvaval du
secteur étudié apparaissent donc comme immunodéprimés. Ces résultats sont en acaesddaueéds
disponibles dans lhttérature scientifique montrant I’impact de la contamination chimique du milieu sur la
réponse immunitaire [Holladay et al., 1998 ; Sarmento et al., 2004]. Toutefois, seul®tatonjavec une
pathologie pourrait expliquer un déclin des populations. Aussi, une analyse anatomogiba été mise
en ceuvre sur les poissons échantillonnés. Cette derniére révele, chez le goujon, une contamimdéorepa
monogeneGyrodactylussp. et par un protozoaire ciliérichodinasp. La faible abondance de ces deux
parasites semble toutefois insuffisante pour expliquer un déclin des populations piscicoles.

Cette étude, réalisée dans un contexte de déclin piscicole, permet d’émettre des hypothéses relatives au lien
entre les effets des micro-polluants chez le poisson et les altératmuiatpmnelles. Toutefois, le manque



de connaissances sur le lien entre les effets précoces des contaminants mesurés hiocthimigue ou
histologique et la santé des peuplements piscicoles ne permet pas de statsi@asisele absolues du déclin
observé. Si les effets neurotoxiques et immunotoxiques pourraient étre imptigedsypothéses doivent
encore étre étayées par une approche plus approfondie de I’infestation parasitaire des poissons mais
¢galement par I’intégration de parametres en lien avec le statut nutritionnel des individus.

IV CONCLUSIONS

Largement utilisés dans les programmes de recherche, les biomarqueurs mesurés cheznle poisso
apparaissent comme des outils a fort potentiel pour la surveillance des nalipiatiques et tout
particuliérement dans le cadre du contréle d’enquéte. Comme cela est mis en avant dans les deux études de
cas présentées ici, la mesure de réponses biologiques au niveau biochimique,duistologihysiologique
permet d’appréhender les mécanismes susceptibles d’étre a ’origine de perturbations individuelles ou
populationnelles. Ces outils s’avérent donc étre parfaitement complémentaires des analyses chimiques et
biocénotiques classiquement mises en ceuvre pour la surveillance des masses d’eau en apportant une
information relative aux effets des stress environnementaux sur les poissomgoigoen raison de la
diversité des mécanismes susceptibles d’expliquer les perturbations environnementales a la base des
investigations, les biomarqueurs ne doivent pas étre utilisés seuls. Leuantiorégitans des études
pluri-disciplinaires intégrant en plus des mesures de biomarqueurs, des acdhilysgaes, biocénotiques
mais aussi des mesures portant sur la qualité hydro-morphologique du milieu ou encorergamaation
biologique s’avere alors étre importante pour garantir le succés de la démarche.

La mesure des biomarqueurs dans le cadre du contréle d’enquéte permet de s’affranchir, au moins
partiellement, des problémes liés a la diversité des especes. En effet, la compaeisioes iau sein d’un
réseau de surveillance est rendu délicate du fait de la variation géographique des peugkmioetgs. A
contrario, la faible étendue des zones étudiées pour le contrdle d’enquéte permet de s’affranchir de cette
variabilité et dans la majorité des cas, des variations amont/aval liées a 1’hydro-morphologie des cours d’eau
[Huet, 1949] D’autres écueils peuvent toutefois limiter la mise en ceuvre des biomarqueurs avec i) la
disparition d’especes d’intérét en raison de la contamination du milieu et ii) I’absence d’espéces connues
d’un point de vue écotoxicologique sur la zone d’étude. L’encagement de poissons provenant soit de la zone
amont soit d’un élevage apparait alors comme une alternative pertinente pour évaluer les causes éventuelles
d’une détérioration de I’environnement.

Si I'utilisation d’un ensemble cohérent de biomarqueurs permet de déterminer des mécanismes d’action
susceptibles d’étre a I’origine des effets observés, le manque de spécificité des biomarqueurs empéche
I’identification formelle de polluants ou de familles de polluants pouvant expliquer les effets mesurés. Cette
identification demeure pourtant un élément nécessaire a la mise en place de c@msactises. Pour
comblercette lacune, des méthodologies d’identification des polluants associant analyses chimiques et tests
biologiques ont été développées et permettent de relier une activité biologique a unesarspiusiécules
[Dévier et al.,, 2011]. Cette méthodologie apparait alors comme complémentairemasilge des
biomarqueurs dans un contexte de controle d’enquéte.

Enfin, si les biomarqueurs peuvent apporter une information mécanistique importante, leur capacité a
prédire des effets individuels et populationnelserimitée. L’interprétation des données acquises se réduit
alors en la définition d’hypothése dont la validation repose sur une accumulation de preuves indirectes.
Aussi, il semble important de réaliser des études visant a mettre en évidercagastériser les relations
pouvant exister entre la réponse précoce des organismes et des effets intégrés andesirésreaux
supérieurs d’organisation biologique.
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Figure 1 : Représentation schématique de la zone d’étude. Les fléches localisent les rejets des stations d’épuration des
eaux usées urbaines (STEP) et de la station d’épuration des eaux industrielles (Industrie). Les deux points sur le cours
d’eau indiquent la position des stations d’échantillonnage par rapport aux différents rejets.

Tableau 1 : Etude de cas 1 - Réponse des biomarqueurs mesurées ghajpiesGobio gobig. Les données sont
présentées sous la forme moyenne + écart-type sauf pour la vitellogénaie sont reportées sous la forme de
moyenne géométrique + intervalle de confiance. Le nombre de poisfiosspdur la mesure des biomarqueurs sur
chaque site est présenté. Les valeurs annotées avec des lettres différentes sont statistiiffiéeemtes (p<0,05).

Année Nombre Amont Aval

de poissons

(amont/aval)
Vitellogénine 2008 5/9 242 (86-682) 7756 (747-1660)
(ng/mL) 2009 10/17 390 (264-817f 11998 (3521-4983)
EROD 2008 12/10 41.0+35.2 41.1 +38.0
(pmol/min/mg) 2009 20/20 32,5+18,6 29,6 +19,3
CYP3A 2008 12/10 29+15 21+1.7
(pmol/h/mg) 2009 20/20 2418 36+22
GST 2008 12/10 4114 + 927 3865 + 645
(U/g) 2009 20/20 3836 + 755 4627 + 937
AChE 2008 12/10 137 + 20° 141 + 36°
(U/mg prot.) 2009 20/20 118 +£16* 134 £ 22

Figure 2: Etude de cas 1Coupe histologique d’une gonade de goujon (Gobio gobig échantillonné en aval de la zone
d’étude et présentant un phénomene d’intersexualité sévere. M indique le tissu testiculaire (male) et F indique le tissu
ovocytaire (femelle).
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Figure 3: Etude de cas 1 - Analyse du sexe-ratio de la population de gdsgdmo(gobid échantillonnés en 2008 et
2009. Les effectifs représentent le nombre de poissons analyséssadecdeux années.

Tableau 2 Etude de cas 2 - Réponse des biomarqueurs mesurées chez les @@ofiogyobig. Les données sont
présentées sous la forme moyenne + écart-type sauf pour la vitellogénellesogont reportées sous la forme de
moyenne géométrique + intervalle de confiance. Le nombre de poisflosspdur la mesure des biomarqueurs sur
chaque site est présenté. Les valeurs annotées avec des lettres différentes sont statistiiféemis gh<0,05).

Espece Nombre de Amont Aval
poissons
(amont/aval)

Vitellogénine Truite 10/6 482 (128-913) 396 (67-735)
(ng/mL) Goujon 2/11 - 351 (96-684)
AChE Truite 20/12 156 + 24° 108 + 13
(U/mg prot.) Goujon 12/16 104 + 16° 76 +10°
Lymphocytes Truite 19/12 70+ 72 64+6°
(%) Goujon 11/14 91 +1° 78 +4°
Granulocyte/ Truite 19/12 30+7° 36+6"
Macrophage (%)  Goujon 11/14 9+1° 22+4°




