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Resume
Lorsque l'on cherche ä proteger les ecosystemes contre des
agressions exterieures qui perturbent leurs mecanismes
biologiques, l'idee la plus simple est de chercher au sein des
organismes vivants les temoins de ces perturbations. La
notion de bio-surveillance vient de lä. Cela est
particulierement vrai en ce qui conceme les rejets de
produits chimiques dans l'environnement. Les analystes
peuvent detecter des traces de produits chimiques dans des
matrices tres complexes mais ne peuvent etre exhaustives.
Les chercheurs ont donc developpe depuis de nombreuses
annees des methodes de biosurveillance tant au laboratoire
que sur le terrain.

Abstract
The most simple idea conceming ecosystems protection
against extemal perturbations is to measure directiy the
effects on living organisms. Biomonitoring odginates from
that idea. This is particularly true for chemical inputs in the
environment. chemical analysis cannot be comprehensive in
that respect. Biomonitoring methods have been developed at
the laboratory and in the field to achieve ecosystems
protection.

Introduction
La facon la plus simple de presenter les outils de la
biosurveillance est de les classifier en bioessais et bio-
indicateurs. Les premiers sont des methodes de laboratoire
essentiellement basees sur l'utilisation d'organismes vivants
modeies en conditions contrölees. Les bio-indicateurs fönt
appel ä l'analyse de la Situation des organismes peuplant les
ecosystemes.

Les bio-essais
Ce sont des methodes de laboratoire, souvent nonnalisees,
qui permettent de mesurer des concentrations
significativement nocives pour des organismes vivants que
l'on sait elever ou maintenir hors de leur biotope. On
distingue couramment les bio-essais chroniques et les bio-
essais aigus pour des questions de duree.

• Exemple : essai de toxicite sur Daphnia magna nonnalise
au niveau international.

Les bio-essais sont bien connus des agences de l'Eau qui
pratiquent notamment les essais sur Daphnia magna afm de
caracteriser la toxicite des rejets. Le figure ci-dessous
montre l'evolution de la toxicite des effluents mesuree par
l'essai sur Daphnia magna.
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En Amerique du nord la biosurveillance des effluents et du
miüeu fait appel ä des essais de toxicite chronique
essentiellement sur des algues unicellulaires et des daphnies
(Ceriodaphnia dubia) [ l ] . U s'y ajoute des essais sur des
phases embryo-larvaires de poisson (Fathead minnow). En
Europe ces essais sont egalement developpes mais leur
application est encore embryonnaire. En France les agences
de l'Eau ont etudie la faisabilite de ce type de contröle par
des essais chroniques et reflechissent maintenant aux
modalites d'application sous la forme d'un indice de toxicite
[2] .

La plupart des essais de toxicite aigue sont normalises par
l'ISO et le CEN. Des travaux sont en cours pour certains
essais chroniques.
Les bioessais se caracterisent par l'etablissement d'une
courbe concentration-reponse fflustree par le graphe suivant.

Sur ce graphe on montre les diverses facon d'interpreter une
courbe concentration-reponse. NOEC et LOEC sont des
valeurs obtenues par des considerations statistiques sur les
lots d'essais, les valeurs dependent des choix des
concentrations experimentales.
NOEC : No Observed Effect Concentration = concentration
maximale observee sans effet
LOEC : Lowest Observed Effect Concentration =
concentration minimale observee avec effet significatif



En outre la dispersion des resultats autour de la moyenne
depend du nombre de replicats ce qui conduit ces valeurs ä
dependre fortement du nombre d'essais realises aux
concentrations NOEC et LOEC. En revanche la courbe de
toxicite est stable avec la repetition, c'est la precision des
parametres de l'equation de la courbe qui augmente avec le
nombre de repetitions. II est donc preferable d'utiliser des
valeurs issues de cette courbe comme les CIp p valant l , 5,
10 ou 50%.

Bio-capteurs
Il s mesurent en temps reel des reactions biologiques dans le
cadre de la surveillance des ecosystemes. Ils sont en general
bases sur des systemes vivants encages dans le milieu naturel
avec un capteur de parametres physiologiques (nage,
respiration, ouverture de valves). Des electrodes
enzymatiques ou bien incluant des cellules vivantes couplees
à des electrodes de pH ou d'oxygene ont ete utilisees. Ces
systemes peuvent etre couples ä des preleveurs declenches
au passage des pollutions.

Les biocapteurs cherchent ä pallier le manque de caractere
integrateur des bio-essais. En efFet un bio-essai passe par un
prelevement d'eau ou d'effluent qui n'est representatif que de
l'instant, ou d'une periode assez courte. ün capteur present
en pennanence dans le milieu ä surveiller devrait permettre
de detecter toute presence d"un agent toxique au moment de
son passage. Couple ä un preleveur d'echantillon le bio-
capteur declenchera une alarme et le gestionnaire du milieu
aura toute la possibilite d'analyser des echantillons
representatifs de l'evenement detecte.

0 - Ouelques exemples d'alarmes sur le Rhin

Sur le tableau suivant on notera un certain nombre
d'evenements detectes par un capteur utilisant des poissons
obliges de nager ä contre-courant [3].

Date
15/4/88

6/7/88

26/10/88

6/2/89

Produte d6tect6s
Isophorone

Isophorona
T61rachloro6thane
T6trachloro6th6ne
Fluoranthrfene
Pyrtne
Paraoxon
Tr ioxane
Fluoranthrene
Pyrene
Alcoxya lcane
Terpenoicte

Ccmcentrat ion (p;3/L)CL50(mg/L)
26
26
10
02
0.4
0.3
1.3

2
0.5
0.4
0.5
0.5

CL50 (mg/L)
220
220
37
5
A

0.0026
-
-
-

0.0026
-
-

Toute faiblesse des poissons est detectee et ces alarmes se
revelent bien plus sensibles que la concentration letale des
produits detectes. On peut en conclure que la presence de
nombreux toxiques est aggravante et que la letalite est un
parametre trop peu sensible pour etre representatif des
impacts sur le milieu aquatique.

Les bio-indicateurs
Les bio-indicateurs sont des organismes vivants qui par
reference ä des variables biochimiques, cytologiques,
physiologiques, ethologiques ou ecologiques permettent de
caracteriser l'etat d'un ecosysteme.

Selon Patrick BLANDI N [4] du museum d'histoire naturelle

tout organisme vivant peut etre un bio-indicateur des lors
que la mesure que l'on effectue est significative de l'etat de
l'ecosysteme etudie. Le niveau de cette mesure est lui meme
tres variable, du sub-cellulaire au supra-specifique. On voit
cependant que les bio-essais, qui utilisent des especes
vivantes sorties de leur milieu, ne sont pas concemes
puisqu'il ne peuvent caracteriser l'etat d'un ecosysteme dont
ils sont par definition absents.

1 - Les indicateurs ecologiques

Il s fönt appel ä la connaissance fine de la structure et du
fonctionnement des ecosystemes. La comparaison de la
composition floro-faunistique des stations etudiees ä une
reference permet de les classifier selon le degre de
perturbation de leur qualite ecologique.

L 'BGN est un indicateur ecologique maintenant utilise en
routine. II est normalise par l'AFNOR. Au niveau
international l'utilisation d'indicateurs ecologiques fait l'objet
de travaux de normalisation en cours. Chaque pays possede
ses propres methodes qui sont difBcilement transposables
meme si elles sont tres proches dans leur esprit.

L TBGN devrait etre retenu dans le cadre de la norme
ISO/CEN comme un des exemples de methodes biologiques
de classification des rivieres. Cette action de normalisation
est fortement correlee avec la mise en place parallelement
par runion Europeenne d'une directive sur la gestion globale
de l'eau qui integre la directive sur la qualite ecologique des
eaux qui etait en cours d'elaboration. L'exemple ci-dessous
illustre la mesure de la qualite ecologique des eaux mesure
par un tel indice sur le bassin Seine-Normandie [5].

1971 1988 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995

nombre de stations

Classes de qualite
miNaturelle
OlQuasi naturelle
ESaaPerturbation moderee
^^Perturbation severe
E^absence de groupes indicateurs

2 - Indicateurs biochimiques

Toute interaction d'un toxique avec un etre vivant passe par
une premiere etape moleculaire qui est l'interaction du
toxique avec une cible biochimique partbis tres specifique.
L'etude de cette cible peut donc donner des indications sur
une etape precoce d'intoxication. Ces indicateurs sont donc
des systemes d'alarme precoce qui revelent un probleme
potentiel dans l'ecosysteme etudie.

Le fait de s'interesser ä une phase precoce de l'intoxication
est interessant par son aspect predictif. En revanche la
pertinence ecologique n'est pas claire. On ne sait pas
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vraiment dire quel est le risque pour les organismes exposes
aux toxiques des lors que leur metabolisme a reagi. Le
principe de precaution implique cependant de prendre en
compte le phenomene qui demontre de toute evidence que
les composes contaminant l'ecosysteme etudie ont interagi
avec ia biocenose.

Les indicateurs biochimiques sotrt bien souvent specifiques
des substances capables de provoquer leur reaction. Cela
peut etre considere conune un inconvenient si l'on recherche
un indicateur universel, simple Systeme d'alarme. En
revanche ces indications specifiques sont tres utiles pour
connaitre les causes d'intoxication ou bien pour cemer le
type de pollution affectant un ecosysteme.

Exemples d'indicateurs biochimiques
• Mono-oxygenases ä Cytochrome P450.
• Metallothioneines
• Proteines de stress
• Enzymes de conjugaison
• Marqueurs de stress oxydatif

Les mono-oxygenases ä Cytochrome P450 sont les
indicateurs biochimiques les plus utilises. Un exemple de
leur utilisation sera presente plus loin.

Les metallothionemes sont des proteines qui fixent
specifiquement les metaux et dont la synthese est induite par
ces memes metaux. Elles peuvent ainsi mettre en evidence la
presence de metaux sous une forme bio-disponible au sein
des ecosystemes. Leur sensibilite n'est pas encore clairement
etablie et suscite encore des discussions.

Les proteines de stress reagissent ä toutes sortes d'atteintes
non specifiques ce qui fait leur principal interet. Cependant
la source de stress n'est pas forcement toxique et la
signification pour les atteintes aux ecosystemes reste ä
prouver.

Les enzymes de conjugaison (encore appelees enzymes de
phase 11) interviennent en aval des mono-oxygenases (dites
de phase I) dans les mecanismes de metabolisation des
xenobiotiques, leur sensibilite et leur specificns sont
cependant plus faibles que celles des enzymes de phase I.

Les marqueurs de stress oxydatifs revelent l'apparition d'une
toxicite au niveau cellulaire. II n'indiquent donc pas
seulement la presence d'un contaminant bio-disponible mais
un reel efFet toxique.

Mono-oxygenases ä Cytochrome P450

Les systemes enzymatiques ä Cytochrome P450 sont induits
par la presence de composes aromatiques plans comme les
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), les
polychlorobiphenyles (PCB) et les dioxines et füranes. Ils
sont presents chez tous les etres vivants.

La mesure de l'induction peut se faire par la naesure
d'activites enzymatiques specifiques comme
l'ethoxyresorufine-0-deethylase (EROD), le dosage de la
proteine par des anticorps ou le dosage des ARN messagers
specifiques.

L'induction de ces enzymes par un certain nombre de
polluants fortement remanents dans l'environnement est le

mecanisme utilise pour reveler la presence d'une pollution
par ce type de composes. L'exemple ci-dessous illustre ce
type de biosurveillance sur des stations polluees par un rejet
industriel dans la Durance [6].
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Ce graphe montre clairement l'induction des enzymes ä
Cytochrome P450 (activite Ethoxyresorufine-0-deethylase)
en aval d'un rejet polluant industriel. Les activites ont pu
etre correlees avec la presence de PCB dans les tissus des
poissons ä certaines epoques de l'annee ä la Station la plus
proche du rejet. Les hydrocarbures aromatiques
polycycliques et les PCB dans les Sediments etaient
indetectables. On note egalement la sensibilite differentielle
des especes avec un phenomene typique d'inhibition en aval
proche pour une espece benthique comme le barbeau.

Ces resultats illustrent bien comment un Systeme de bio-
surveillance peut renseigner sur la presence de polluants bio-
disponibles sur le profil en long d'une riviere.

Exemple de la vill e d'Amsterdam

Cet exemple est tire d'une etude en commun avec la
municipalite d'Amsterdam [7]. Au sein de l'agglomeration
six pieces d'eau ont donne lieu ä des prelevements
d'anguilles et de Sediments. De nombreuses analyses
chimiques et des dosages de biomarqueurs ont ete realises.
Le traitement statistique qui va suivre illustre comment on
peut detennmer des valeurs de parametres chimiques par le
dosage de biomarqueurs.

L'analyse discriminante ci-dessous pennet de comparer des
sites difFerant par leur contamination en fonction de la
reponse de biomarqueurs. On voit sur la figure que 9
biomarqueurs permettent une Separation des six sites
investigues alors meme que des analyses sur des
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contaminants des Sediments ou des poissons ne permettent
pas une teile discrimination.

38°/>

Prediction des bioconcentrations en organochlores a
partir des biomarqueurs

1500

1000

500

F Va
27.86

1 «Valeui

1 oPntlet

n n A n Ç o ^

Dz

3.88E-1fl

pridite*

« orga(iochlor6s

J... . . v ,,
Gp

î Ï*

Nin

T

I,,, J,J,X
Ah Ey

II,
° I

0

I s
î l
i ,

Vm

L'utilisation des neuf biomarqueurs pennet par regression de
retrouver les concentrations en organochlores de facon
satisfaisante. II ne s'agit que d'une correlation mais cela
illustre l'interet de ce type de mesure.

Conclusion
L'analyse des impacts toxiques dans les ecosystemes n'utilise
pas toujours les methodes les plus rationnelles. Bien
souvent, pour des raisons de culture scientifique la
biosurveillance est delaissee au profit de la metrologie
classique par la chimie analytique.

L'association des bio-indicateurs, des essais biologiques, de
l'analyse chimique et d'autres techniques, selon un schema
clair permet de definir une bio-surveillance pour un coüt
minimum.

L'enjeu le plus important est maintenant celui de la
normalisation des methodes biologiques afin de passer
d'objets de recherche ä des outils operationnels. La directive
cadre sur les eaux, en preparation au niveau de la
commission europeenne qui prevoit la determination de la
qualite ecologique des eaux rend necessaire cette approche
et sä standardisation.
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