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destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
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La biosurveillance
(Ou le contröle de l'innocuite des activites humaines pour
l'environnement au moyen de methodes biologiques)

Eric VINDIMIAN
Delegue Enviromiement (Eau-Ecotoxicologie) et
Charge de mission Recherche.
INERIS, Direcäon scientifique et de la qualite
BP2. 60550 VERNEUIL EN HALATTE.
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Lorsque l'on cherche ä proteger les ecosystemes contre des agressions exterieures, en general liees ä
l'activite humaine, 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 chinuques dans des matrices tres complexes mais
on n'envisage pas de leur eonfier l'analyse exhaustive de tous les produits presents ä chaque instant dans
le milieu.

Les chercheurs et les gestionnaires du milieu aquatique ont donc developpe depuis de nombreuses
annees des methodes de biosurveillance tant au laboratoire que sur le terrain. L'objectif de cette
presentation est de brosser tres rapidement le paysage de ces methodes biologiques en les limitant ä
celles qui visent la detection des toxiques et l'etude de leurs effets dans le milieu aquatique1.

La fa?on 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 rutilisation
d'organismes vivants modeies en conditions contrölees. Les bio-indicateurs fönt appel ä l'analyse de la
Situation des organismes peuplant les ecosystemes.

Nous verrons les principales caracteristiques de ces deux grandes famüles de methodes et nous
presenterons egalement d'autres techniques difficilement classables a priori. Nous tenterons enfin une
approche de classification afin de sensibiliser le lecteur ä la complementarite de ces methodes.

Les bio-essais

Ce sont des methodes de laboratoire, souvent normalisees, 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 normalise au niveau international.

Les bio-essais sont bien connus des agences de l'Eau qui pratiquent notamment les essais sur Daphnia
magna et l'essai sur bacteries bioluminescentes plus connu sous le nom commercial de microtox®. En
Amerique du nord la biosurveillance des effluents et du milieu fait appel ä des essais de toxicite
chronique essentiellement sur des algues unicellulaires et des daphnies (Ceriodaphnia dubia). II 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 index de toxicite.

La plupart des essais de toxicite aigue sont normalises par l'ISO et le CEN. Des travaux sont en cours
pour certains essais chroniques.

' Un texte plus elabore est disponible sous la forme du cahier technique inter-agences n°17, sous le titre Bio-
essais et bio-indicateurs de toxicite dans les milieux naturels (1993).
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Les bioessais se caracterisent par l'etablissement d'une courbe concentration-reponse illustree par le
graphe suivant.

Sur ce graphe on montre les diverses fa9on d'interpreter une courbe concentration-reponse2. NOEC3 et
LOEC4 sont des valeurs obtenues par des considerations statistiques sur les lots d'essais, les valeurs
dependent des choix des concentrations experimentales. 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
1,5, 10ou50%.

La modelisation de la courbe passe par une regression sur l'equation de Hill qui n'est pas lineaire.
Lorsqu'on ne dispose pas d'algorithme idoine ou bien lorsque la gamme de concentrations ne couvre pas
toute la courbe, ce qui interdit d'utiliser la regression non lineaire, il existe un palliatif. Dans ce cas on
utilise une regression polynomiale sur le debut de la courbe ou meme (mais c'est moins precis) une
interpolation lineaire. Ces deux demieres methodes permettent d'acceder ä des CIp pour p faible.

Bio-capteur s

Ils 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 ä 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 integralem" 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 permanence dans le milieu ä surveüler 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.

Quelques exemples d'alarmes sur le Rhin

Sur le tableau suivant on notera un certain nombre d'evenenients detectes par un capteur utilisant des
poissons obliges de nager ä contre-courant. Toute faiblesse des poissons est detectee et ces alarmes se

; On remarquera que l'ordonnee 0 est statistique, c'est ä dire qu'elle represente la moyenne du temoin. 11 ne
faut donc pas s'etonner de valeurs « negatives » c'est ä dire d'individus dont les perförmances sont superieures
ä la moyenne des temoins ä des concentrations faibles. La tendance generale pour l'effet observe est cependant
bien une perturbation croissante avec la concentration.
3 NOEC : No Observed EfFect Concentration = concentration maximale observee sans effet.
4 LOEC : Lowest Observed Effect Concentration = concentration minimale observee avec effet significatif
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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 representatifdes impacts sur le milieu aquatique.
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Les bio-indicateur s

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

Definition  de Patrick  BLANDIN  (MNHM)

Selon Patrick BLANDIN  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'ü ne peuvent caracteriser l'etat d'un ecosysteme dont ils sont par definition absents.

Les indicateurs  ecologiques

Ils fönt appel ä la comiaissance fine de la structure et du fonctionnement des ecosystemes.

La comparaison de la composition floro-faumstique des stations etudiees ä une reference permet de les
classifier selon le degre de perturbadon de leur qualite ecologique.

Exemple : IBGN (indice biotique general normalise) normalise par I'AFNOR,  norme ISO/CEN en cours.

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

La detection de toxiques par les indicateurs ecologiques de type IBGN est delicate et probablement
impossible. Ces indicateurs ont ete crees pour faire face ä des situations de pollution organique.
Quelques approches sur des indices plus specialises (Oligochete) sont plus prometteurs dans le domame
de l'ecotoxicologie. II est possible que des outils bases sur la modelisation comme le concept britannique
RIVPACS permettent un jour de diagnostiquer la presence de toxiques dans le milieu.

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 parfois tres specifique. L'etude de cette cible peut
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donc donner des indicatioDS sur une etape precoce d'intoxication. Ces indicateurs sont donc des systemes
d'alarme precoce qui revelent im 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 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 la biocenose.

Les indicateurs biochimiques sont bien souvent specifiques des substances capables de provoquer leur
reaction. Cela peut etre considere comme 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.
• Metallothionemes
• 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. EUes peuvent ainsi mettre en evidence la presence de metaux sous une
forme bio-disponible au sein des ecosystemes. Leur sensibüite 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 mecamsmes de metabolisation des xenobiotiques, leur sensibilite
et leur specificite 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 polycychques (HAP), les polychlorobiphenyles (PCB) et
les dioxines. Ils sont presents chez tous les etres vivants.

La mesure de l'induction peut se faire par la mesure d'activites enzymatiques specifiques, le dosage de la
proteine par des anticorps ou le dosage des ARN messagers specifiques.

Les mono-oxygenases sont des enzymes capables de fonctionnaliser les hydrocarbures aromatiques
polycychques tres stables et persistants. Elles fönt partie des systemes de defense des etres vivants qui
leur permettent d'excreter, via la conjugaison dans une deuxieme phase, les molecules fortement
bioaccumulables en les rendant hydrosolubles.

L'induction de ces enzymes par un certain nombre de polluants fortement remanents dans
l'environnement est le mecamsme utilise pour reveler la presence d'une pollution par ce type de
composes.
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Exemple de la Durance

Induction EROD en aval du rejet

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 ville d'Amsterdam

Cet exemple est tire d'une etude en commun avec la municipalite d'Anisterdam. 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 determiner des valeurs de parametres chinliques par le
dosage de biomarqueurs.

L'analyse en composantes principales, representee ci-dessous, montre les mterrelations contaminants
biomarqueurs dans l'environnement. Sur ce graphe on remarque la proximite dans le plan principal des
activites enzymatiques de phase I avec les residus de PCB et organochlores doses dans les tissus.
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ACP dujeu  de variables  chimiques  et biochinüques

L'analyse discriminaiite ci-dessous permet 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 contaminants des Sediments ou
des poissons ne permettent pas une teile discrimination.

Prediction des bioconcentrations en organochlores äpartir des biomarqueurs

CiKffldat s EcMlnie «—umet Pniiin t
Constant e 224.U 2Ui US UM
n m.12 im) isss  MM
F2 -H.44 11.38 -175 U—
F3 -25.80 23LM -IM UM
F4 -91.61 27.02 • 3JH UM
FS • vua 3181 • i.m uu
F6 -96.M 41.» -233 MM

. Fr -292.77 (1J3 -473 UM
F8 -3H.85 TtM -US *JM
FS 247.42 m31 IM «Jlt t

t .
* Valeurs prtdte s

• Pesiades aginochlort *

^W

Oz

• ,<J.I,p-,«,l,-,I,t,t,i,l

4 GP

,-«I,.t'
Nm

iLi
Ah

F Valurc«x»d> F
2786 30E-1E

%I,1.In.I»iI1

Ey

i ,
I

Vm

.'• l
•

S

I

L'analyse en composantes principales est egalement un outil de modelisation puisqu'elle fourmt des
facteurs qui constituent un jeu de variables orthogonales. II est donc possible d'effectuer une regression
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sur ces facteurs pour predire la valeur d'une variable quelconque. Dans cet exemple on ajuste avec une
assez bonne precision la valeur de concentration des organochlores totaux ä partir des facteurs de l'ACP
sur des biomarqueurs.

Method e PICT5

II  s'agit de mesurer la resistance de communautes prelevees sur le terrain en diverses stations ä certains
toxiques connus, au laboratoire. Cette methode a ete developpee pour l'etude des communautes
phytoplanctoniques qui presentent l'avantage d'etre cultivables au laboratoire. Les echantillons des zones
non polluees sont plus sensibles aux produits toxiques. On peut mesurer des effets qui se traduisent au
niveau genotypique.

On peut ainsi mesurer la tolerance aux toxiques qui depend du degre de contamination du milieu, les
organismes vivants s'etant adaptes ä cette contamination. On met alors en evidence une relation de cause
ä effet entre la contamination et un effet sur les communautes vivantes in situ.

Method e T.I.E.

T.I.E, (toxicant reduction evaluation) est une methode couplant les bioessais et les methodes d'analyse
chimique pour etablir les relations de cause ä effet au laboratoire. II s'agit par divers types de
fractionnement de trouver les molecules responsables de la toxicite d'un effluent. La methode est
iterative et s'arrete quand les proprietes des agents toxiques sont suffisamment eonnues pour envisager
des mesures de protection.

Cet outil a ete developpe par l'agence de protection de l'environaement aux Etats-Unis (US EPA). Cela
permet par le jeu de fractionnements successifs des effluents et d'essais biologiques de determmer
quelles substances sont responsables de la toxicite observee dans un effluent.

Comment  choisi r la bonn e method e

Les differentes methodes biologiques sont plus complementaires que concurrentes.
• Elles peuvent fournir des informations tres differentes de valeur ecologique variable.
• Leurs apports ä la connaissance des contaminants sont egalement tres divers.

Nous pouvons classer les caracteristiques des differentes methodes dans un tableau en fonction de
differents criteres : signification ecologique, relation de cause ä effet, mfluence de la typologie des
ecosystemes, alarme precoce...

Codage  des qualites  de diverses  methodes
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' PICT : pollution induced community tolerance.
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Les differentes methodes biologiques (et l'analyse chimique) sont presentees en colonne :
• EFFL : essais sur effluents
• AMBI : essais sur l'eau du milieu
• SEDI : essais sur les Sediments du milieu
• SUBS : essais sur substances chimiques
• CAPT : utilisation de biocapteurs
• INDI : indicateurs ecologiques
• BIOC : indicateurs biochimiques
• PICT : methode PICT
• TIE : methode TIE
• CHIM : analyses chimiques

En ligne on indique pour chaque rubrique correspondant ä une caracteristique de ces methodes une note
de0ä5.

Arbre  de classification des methodes
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La classification automatique fait apparaitre quatre groupes principaux representes par des couleurs
differentes.

Analyse factorielle des correspondances
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En analyse factorielle on peut representer la proximite des caracteristiques des methodes avec chacun
des groupes issus de la classification.
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Classification des methodes

On obtient quatre groupes :

1. Bioessais : faiblement significatif, independant du fbnctionnement, mise en oeuvre aisee.

2. Groupe causal (PICT, TIE), plus complexe mais apporte des preuves.

3. Indicateurs ecologiques : bonne representativite ecologique, non explicatif, reponse lente.

4. Chünie, essais sur substances : utile avant utilisation des substances chimiques.

Conclusion

L'analyse des impacts toxiques dans les ecosystemes n'utilise pas toujours les methodes les plus
rationneues.

L'association des bio-indicateurs, des essais biologiques, de l'analyse chimique et d'autres techoiques,
selon un Schema clair permet de defmir une bio-surveillance pour un coüt minimunL

II  est important de normaliser les methodes biologiques afm de passer d'objets de recherche ä des outils
operationnels

Eric VINDIM1AN , Colloque de Montbard : « Mesurer l'eau ». Biosurveillance page 9


