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1 Contexte et objectifs généraux du projet

Cette action s’inscrit dans le cadre des missions de I'OFB relatives au soutien de programmes
d’étude, de prospective et de recherche a visée opérationnelle, pour connaitre et comprendre I'état et
le fonctionnement des écosystémes sous contraintes anthropiques. Plus spécifiquement, I'objectif est
de développer et de mettre a disposition des méthodologies innovantes, permettant de caractériser la
contamination chimique du milieu et d’en évaluer les impacts sur les organismes aquatiques le long
d’un continuum terre-mer.

Pour établir le lien entre I'exposition a des contaminants et les effets toxiques, il est nécessaire de
revenir a des observations aux niveaux d’organisation biologique inférieurs, de la molécule a I'individu.
Le développement de biomarqueurs a été conduit, en ce sens, sur un grand nombre d’espéces dites
sentinelles, selon des critéres liés a leur sédentarité, leur aire de répartition et les connaissances sur
leur biologie et écologie (e.g. Buisson et al., 2008 ; Xuereb et al., 2009 ; Bourgeault et al., 2010 ; La-
caze et al., 2011a, Di Poi et al., 2016 ; Erraud et al., 2018). Un précédent travail soutenu par 'OFB
(i.e. Projet B&Bl) a permis d’'une part la synthése la plus exhaustive possible des couples biomar-
queurs / espece disponibles au sein des laboratoires-instituts francais et d’autre part de définir une
grille permettant d’apprécier le niveau d’opérationnalité de ces couples et/ou d’identifier les éléments
de connaissance a acquérir pour un transfert vers la biosurveillance. Cependant, leur utilisation en
surveillance reste trés limitée, au regard de verrous techniques et scientifiques. D’'un point de vue
technique, il est difficile voire impossible de définir un corpus d’espéces sentinelles, que I'on puisse
retrouver sur I'ensemble des systémes aquatiques a surveiller (e.g. rivieres de téte de bassin, fleuves,
estuaires, littoral). D’autre part, leur interprétation se confronte encore souvent a 'absence de métho-
dologie permettant de considérer leur variabilité naturelle (i.e. I'influence de facteurs confondants).
Une premiéere réponse a ces limites, réside dans le développement d’approches de biosurveillance
active (i.e. déploiement d’organismes dans des systéemes d’encagement), désormais proposée pour
des organismes animaux couvrant différents groupes zoologiques (e.g. mollusque, crustacé, poisson ;
Bourgeault et al., 2010 ; Kerambrun et al., 2016, Le Guernic et al., 2016 ; Prygiel et al., 2016 ; Ciliberti
etal., 2017 ; Lopes et al., 2020). En effet, 'usage de I'approche active permet i) de limiter la variabili-
té naturelle des réponses biologiques sur la base du contréle de I'exposition (i.e. durée et saison) et
I'utilisation de spécimens calibrés (e.g. population de référence, genre, taille, statut reproducteur, état
physiologique), et ii) d’assurer le suivi des stations d’intéréts indépendamment de la disponibilité
des espéces dites sentinelles (e.g. Geffard et al., 2005 ; Geffard et al., 2007 ; Xuereb et al., 2009 ;
Coulaud et al., 2011 ; Lacaze et al., 2011b ; Charron et al., 2014 ; Dedourge-Geffard et al., 2013 ;
Pain-Devin et al., 2014 ; Séguin et al., 2016 ; Calves et al., 2013). Ces approches offrent par consé-
quent la possibilité d’'une meilleure comparaison des réponses de biomarqueurs entre différentes es-
péces encageées pour couvrir 'ensemble du continuum et appréhender une évaluation de la toxicité de
ses masses d’eau.

Dans ce contexte, le projet SASHIMI proposait de fagon originale de développer une méthodologie
de surveillance active, reposant sur I'utilisation de plusieurs espéces de groupes zoologiques dif-
férents — j.e. poissons, mollusques et crustacés — pour un diagnostic et une comparaison de la qualité
de masses d’eau trés différentes, a I'échelle du continuum bassin versant - estuaire - littoral. La mo-
bilisation de bindbmes ou trinbmes d’espéces pour chacun des groupes zoologiques permet /)
d’envisager l'investigation des différents districts du continuum, et ii) de considérer la question de la
diversité de sensibilité de ces taxons vis-a-vis des réponses choisies. La stratégie du projet SASHIMI
s’est focalisée sur des effets toxiques impactant le maintien de I'organisme — i.e. génotoxicité, im-
munotoxicité, et reprotoxicité - en ciblant tant que possible la mesure de marqueurs reconnus et appli-
cables de fagon consensuelle a 'ensemble des taxons ciblés. Les espéeces sélectionnées pour le pro-
jet sont les organismes modeéles du consortium de SASHIMI (Figure 1). Elles ont été, pour la quasi-
totalité, déja couramment étudiées dans un contexte de biosurveillance environnementale (cf. Projet

! Projet « Biomarqueurs & Biodiversité » - Office Frangais de la Biodiversité - AMI 2017. Base de données finale.

Office francais de la biodiversité

Péle de Vincennes

4 « Le Nadar » Hall C - 5 Square Félix Nadar
94300 Vincennes

www.ofb.gouv.fr


https://professionnels.ofb.fr/sites/default/files/pdf/Biosurveillance_OP/BASE%20DE%20DONNEES%20BB_Finale_07-12-2020%20-%20Copie.xlsx

B&B1). Ces especes représentent un intérét pour de nombreux hydrosystémes continentaux, estua-
riens et littoraux, aux niveaux national et européen (principalement I'Europe du nord), laissant envisa-
ger a terme une utilisation sur une large échelle géographique.

Pour répondre aux objectifs, le projet SASHIMI a été structuré autour de 3 actions visant a :

1. définir et/ou préciser les conditions d’encagement pour 'ensemble des modéles ;

2. harmoniser les protocoles analytiques, dans la limite du possible, afin de disposer de mé-
thodes de mesures des biomarqueurs communes a I'ensemble des espéces et assurer la
comparaison interspécifique ;

3. définir et/ou préciser des référentiels (i.e. valeurs basales et seuils) pour les différents
couples ‘réponse biologique/espece’, et calibrer, pour chaque réponse biologique, des grilles
de lecture favorisant une interprétation interspécifique.

Le projet SASHIMI s’articule étroitement avec un second projet opérationnel, le projet BIOSURVEIL-
LANCE?. Ce dernier propose un pilote de déploiement, a I'échelle du bassin de la Seine et sur
quelques petits estuaires de la cdte Normande, des méthodologies développées/optimisées durant le
projet SASHIMI (i.e. approche d’encagement, mesure des biomarqueurs et interprétation de leur mo-
dulation).

Le présent document propose une synthése des principales avancées du projet en termes d’acquis
techniques, points de vigilance, et perspectives de travaux futurs. Les méthodologies d’encagement et
d’analyses des biomarqueurs propres a chaque modéle biologique sont disponible dans le Recueil
méthodologique associé a la présente synthese.
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Figure 1. Espéces mobilisées dans le cadre du projet SASHIMI et leur attachement aux différentes masses d’eau.

2 Définition des procédures d’encagement

2.1 Stratégie adoptée pour la définition des procédures
d’encagement

Les approches actives de biosurveillance basées sur la transplantation d'organismes dans des sys-
témes d’encagement sont désormais reconnues comme pertinentes pour surveiller la contamination
et la toxicité des milieux aquatiques. Comme souligné précédemment, ces approches permettent de
prendre en compte la réalité et la complexité du terrain, tout en autorisant le contréle d’'une partie

% Projet « BIOSURVEILLANCE » - Agence de I'Eau Seine Normandie (cf. lien ici).
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des paramétres d’exposition — je. choix des stations investiguées, la durée et la période
d’exposition, la calibration des spécimens (e.g. provenance, taille/age, sexe, état reproductif) - connus
pour influencer les réponses biologiques. Cela nécessite, toutefois, d’optimiser spécifiquement les
procédures d’encagement, en fonction de I'espéce considérée et des paramétres mesurés. Concer-
nant les espéces introduites®, il s’agira d’appliquer cette méthodologie sur uniquement les sites ou leur
présence est renseignée.

Les conditions d’encagement pour chacune des 7 espéces étudiées ont ainsi été définies et/ou préci-
sées au regard du cadre défini par le projet SASHIMI. En effet, les méthodologies d’encagement se
devaient d’étre cohérentes vis-a-vis d’'un déploiement concomitant des différentes espéeces pour
une couverture du continuum, d'une part, et de la mesure de biomarqueurs, d’autre part. Sur cette
base,
1. les méthodologies d’encagement (i.e. techniques et durées) existantes ont été recueillies et
optimisées le cas échéant, et les méthodologies manquantes ont été développées ;
2. une période de I’année, optimale pour le déploiement conjoint des espéces sur le conti-
nuum, a été définie.

2.2 Recueil, analyse et optimisation des procédures d’encagement

Sur le plan technique, les méthodologies d’encagement étaient déja maitrisées au sein du consortium
pour le gammare, I'épinoche et la dreisséne (e.g. Besse et al. 2013 ; Kerambrun et al., 2016 ; Le
Guernic et al., 2016 ; Chaumot et al., 2019 ; Lopes et al., 2020 ; Catteau et al., 2022) — ou étaient déja
bien documentées — i.e. la moule bleue. Concernant le flet, les méthodes existantes (e.g. Bourcier et
al.,, 2019) pouvaient étre optimisées et/ou adaptées pour répondre aux objectifs du projet. Enfin,
I'expertise manquante autour des modeéles crevettes et moule brune a nécessité une phase de déve-
loppement spécifique. Le Tableau 1 présente une synthése des procédures d’encagement optimisées
et les points d'amélioration qui pourront étre considérés dans une démarche d’amélioration continue.
Le détail de la procédure est présenté respectivement pour chaque espéce, au sein des fiches mé-
thodologiques (cf. Recueil méthodologique associé a la présente synthése).

Brievement, de nombreux perfectionnements ont été apportés afin d’améliorer les conditions
d’encagement des flets au cours de la période d’exposition en intégrant notamment les nouvelles di-
rectives liées au bien-&tre animal. Un nouveau systéme de mise en place et de fixation des cages,
logistiguement moins lourd et moins colteux a été développé. Divers aménagements ont été déve-
loppés et testés tels que la présence de zones de refuge contre les courants (i.e. tube PVC, bac en
plastique, plaque de Plexiglas entourant le bas des cages sur une hauteur de 15 cm). L'une des prin-
cipales limites de I'encagement d'organismes non filtreurs concerne I'alimentation des individus durant
la période d'encagement. Dans le cas du flet, le probléeme a été résolu en développant, au sein des
cages, des récifs de coquilles d'huitres. Les expérimentations réalisées ont montré que les récifs
étaient trés vite colonisés par de nombreux organismes tels que des amphipodes (i.e. proies pour les
poissons). L'analyse des contenus stomacaux des poissons a la fin de I'encagement a confirmé que
les poissons se nourrissaient bien des proies concentrées sur le récif. Il a ainsi été démontré que les
poissons ne perdaient pas de poids durant les encagements, et présentaient des croissances compa-
rables aux individus in natura. Les taux de survie aprés quinze jours d'encagement sont de I'ordre de
90 a 100 %.

Avec le concours du SMEL*, de nombreux essais d'encagement ont été réalisés en eau de transition
avec la crevette blanche Palaemon longirostris et sur zone cotiére avec la crevette bouquet P. serratus
de 2019 a 2021, permettant une amélioration continue des procédures. Les cages ont été garnies de
nombreuses caches en grillage polyéthylene et tube PVC, permettant d’augmenter la surface
d’accroche et de réduire les interactions entre spécimens. La durée d’exposition a été fixée a 15 jours,
contrainte notamment par le calendrier de marée pour les encagements de la crevette bouquet sur

% On considérera, ici, le terme « espéce introduite » comme une espéce non-indigéne, déja naturalisée.
* syndicat mixte Synergie Mer Littoral — centre expérimental Zone conchylicole Parcelle n°45, 50560 Blainville-sur-Mer.
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I'estran (i.e. accés aux stations immergées a marée basse de vive eau, restant accessibles par coeffi-
cient minimum de 'ordre de 80). Le suivi de la biométrie et des réserves énergétiques a montré que la
condition des spécimens restait stable, en dépit des forts courants présents sur les stations
d’encagement. Les taux de survie, pour la crevette blanche, étaient compris entre 70 et 90 % durant
les derniers essais, malgré des dessalures rencontrées sur les stations les plus oligohalines (i.e. sali-
nité < 1). En revanche, le taux de survie moyen mesuré pour la crevette bouquet était de I'ordre de
60 %, du fait d’'un comportement de cannibalisme exacerbé en captivité, et ce malgré I'enrichissement
des casiers. Le format de type « casier a crevette » aura autorisé une grande plasticité de déploie-
ment (e.g. sur I'estran, depuis un embarcadeére, en pleine mer) mais des leviers d’améliorations res-
tent encore disponibles. Le dispositif d’encagement pourrait notamment étre optimisé de fagon a ré-
duire davantage les interactions entre spécimens. Ces essais auront souligné par ailleurs 'importance
de stabiliser le gisement d’approvisionnement en spécimens, dans le but de minimiser les variations
intrinséques des réponses biologiques mesurées. Une évolution vers une stratégie de production de
crevettes dans un espace zootechnique (semi-)contrdlé répondrait de fagon optimum aux variations
de qualités du milieu qui peuvent étre rencontrées chez des espéces mobiles, dans des milieux aussi
ouverts que les estuaires et le littoral.

L'encagement de la moule bleue avait déja été démontrée dans la littérature (e.g. Bolognesi et al.,
2004 ; Cappello et al., 2013 ; Rossi et al. 2016). La durée d’exposition a été fixée a 15 jours, permet-
tant des encagements simultanés a ceux de la crevette bouquet. Les différents essais menés entre
2019 et 2021 ont montré une trés bonne survie des individus, avec des taux moyens de l'ordre de
90 %. Ici encore, le gisement d’origine des spécimens est ressorti comme un point de vigilance impor-
tant. A ce titre, I'approvisionnement auprés de mytiliculteurs est ressorti comme une option satisfai-
sante.

L’encagement de Mytilopsis leucophaeata est aisé dans la mesure ou cette petite espéce vit fixée sur
différents supports durs et s’alimente par filtration, ce qui dispense de tout apport de nourriture. Une
fois encagées, les moules s’agregent rapidement formant ainsi des grappes dans les cages (grilla-
gées en polypropyléne). La durée d’encagement nécessaire pour obtenir des différences intersites
dans la réponse immunitaire des moules a été testée avec I'exposition pendant 7 jours, 14 jours et 28
jours et si des différences apparaissent aprés 14 jours, elles sont plus marquées au bout de 28 jours.
A lissue de cette période d’encagement la survie des moules est supérieure a 90-95 % dans la plu-
part des sites. Une durée de 3 a 4 semaines peut ainsi étre préconisée, comme c’est le cas pour
I'espéce proche, Dreissena polymorpha.

2.3 Choix de la période d’encagement

L'intérét de délimiter une période optimale d’encagement peut se résumer en 3 points : /) garantir une
représentativité des mesures par rapport a la question posée, ii) garantir le succés des encagements
et iii) le cas échéant, minimiser l'influence des variations saisonniéres (e.g. variations des tempéra-
tures, cycles biologiques des organismes) sur 'homéostasie des réponses biologiques mesurées. Ce
choix fait intervenir des considérations diverses, allant d’aspects logistiques (e.g. conditions météoro-
logiques, conditions de crue et/ou d’étiage répondant aux objectifs), & des aspects purement biolo-
giques (e.g. disponibilité des organismes, influence de la saison sur les couples biomarqueur/espéce).

L'objectif de cette partie a été de définir le meilleur compromis autorisant un déploiement simultané
des différentes espéces le long du continuum. La saison automnale correspond a la période la plus
favorable permettant /) de garantir 'approvisionnement de tous les organismes, ii) d’écarter les pé-
riodes de conditions climatiques et hydrodynamiques trop contraignantes, et iii) d’éviter la pleine sai-
son de reproduction. En effet, concernant ce dernier point, les 3 modeéles bivalves et I'épinoche pré-
sentent une période annuelle de pleine maturité sexuelle qui peut fortement influencer les constantes
biologiques (e.g. Delaporte et al., 2006). Il convient, toutefois de souligner pour le modele M. leuco-
phaeata, le relatif étalement de la période de maturité sexuelle et de ponte sur une grande partie de
'année et ce
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Tableau 1. Récapitulatif des conditions d’encagement de chacun des organismes d’étude.

Stade de vie /
taille

Origine

Période

Durée

Densité (nb.
individus / cage)

Profondeur
d’immersion des
cages (min -
max)

Habitats pour
déploiement
(salinite,
courant)

Type de cage
(dimensions,
matériaux,
fixation)

Besoin moyen
Nautique

Opérationnalité

Points
d’optimisation
et/ou limites

Laboratoire
référent

Dreisséne

Adultes
(22-25 mm)

Lac du Der

Automne

21j

200

0,56-3m

Eau douce
Milieux calmes

a fort hydrody-
namisme

Petites cages
en polyéthyléne
(20x10x10 cm)

Non

Maitrisé

UMR Sebio-
URCA

Moule brune
Adultes (> 15 mm)

La Riviere Morte (La
Touques), ports
d’Ouistreham et/ou de
Carentan

Toute I'année
Préférence pour la fin de
'automne

21-28 j (possible jusqu’a
plusieurs mois)

100-200 et jusqu’a 400

50cm-2m

Eau douce et milieux
mésohalins (7-15)

Milieux calmes (faible
hydrodynamisme)

Petites cages (20x5x5 cm)
en polyéthylene (« amari-
nées »),

elles-mémes placées
dans des poches plus
grandes (26x20x10 cm)
sous les pontons

Non

Maitrisé

Provenance des
spécimens

Présence sur sites
d’encagement a vérifier au
préalable (espéce intro-
duite)

UMR BOREA

Moule bleue

Adultes
(40-50 mm)

Mytiliculture
(Blainville-sur-
Mer)

Toute I'année
Préférence pour
'automne

15]

20 a 100

2-15m

20435

Casier 20 L
- 60x16x22 cm
- Mailles 5 mm
ou

Poches grillagées

Fonction du site
d’encagement

Maitrisé

UMR Sebio-
ULHN

Gammare
Adultes
(8-10 mm)
Maitrise du sex-ratio

Production contrélée en
cressonniere

Toute I'année sauf
excepté les pics de
chaleur estivaux

7-21 jours

Entre 7 et 20 selon les
biotests

- Sur fond des cours
d’eau ayant une hauteur
max de 50 — 60 cm

- Dans la colonne d’eau
a 50 cm—1m en des-
sus de la surface

Eau douce

Milieux calmes a fort
hydrodynamisme

Cage cylindrique :
volume de 20-25 litres

ou

Cage rectangulaire
(50x30x15 cm)

Non

Maitrisé

INRAe

Crevettes

Adultes (P.s. : 55-65 mm ;
P.. : 30-40 mm)
Maitrise du sex-ratio

P.s.: prélevement (pécheurs
Cherbourg)

P.I. : prélevement (estuaire
de Seine)

Automne

15

20<<40
selon I'espece

= 0.5m a BM en zone
abritée

=5 m a BM en zone expo-
sée aux vagues

Ps:15a40
Pl:0a40

Milieux calmes a fort
hydrodynamisme
Casier 20 L (60x16x22 cm) ;
mailles 5 mm
- Montage type filieres
fixation ancres
- Amarrage sur I'estran
(e.g. enrochements,
structures conchylicoles)
- Amarrage sur embarca-
dére
Fonction du site
d’encagement

Maitrisé

Cannibalisme

Provenance des spécimens

UMR Sebio-ULHN

Flet
Juvéniles (80-90 mm)

Canche
Dépura-
tion/acclimatation
10 jours

Fin été/automne

15-30 j

10a15

2-20m

0a35

Milieux calmes a fort
hydrodynamisme

Cage rectangulaire :
- 100x60x60 cm

- Volume 360 L

- Maille 15 mm

- Armature Inox + filet
- Fixation : ancres

Oui

Maitrisé

- Alimentation des
poissons optimisée

- Facilitation de la
technique de mise en
place des cages

UMR LOG

Epinoche

Adultes (35-45 mm)
Maitrise du sex-ratio

Production INERIS

Toute 'année
Préférence pour
'automne

14-21j

Jusqu’a 30

Max 5 m

Théorique : < 35
Effectif : actuellement
eau douce

Cage cylindrique, cloi-
son amovible, acier
inoxydable

- Volume : 36L

- Longueur : 63cm

- Diametre : 27cm

- Mailles : 5 mm

- Fixation : cables +
serres cables

Non

Maitrisé
- Densité optimisée
- Cage optimisée

Exposition au courant

UMR Sebio-INERIS



BM = Basse Mer ; Pl. = Palaemon longirostris ; P.s. = Palaemon serratus



jusqu’a I'hiver (Verween et al., 2009). Cette considération est moins vraie pour les modéles crustacés
qui présentent une reproduction relativement étalée au cours de I'année et/ou dont le phénotype
sexuel peut étre facilement calibré, et n’a lieu d’étre pour le flet dans la mesure ou I'encagement con-
cerne des spécimens juvéniles.

3 Harmonisation des protocoles analytiques des
marqueurs, et adaptation a la surveillance

3.1 Marqueurs d’effets toxiques sur les systémes immunitaires

3.1.1 Mesures des effets toxiques des contaminants environnementaux sur
les systémes immunitaires

Les études en matiére de toxicologie ont démontré que le systéme immunitaire constitue une cible
d'action des xénobiotiques a la fois chez I'espéce humaine (Proch, 1992 ; Dean, 1994 ; Anderson et
Shane, 2018) et chez les organismes aquatiques de différents groupes taxinomiques; a titre
d'exemples, mammiféres (Desforges et al., 2016 ; Desforges et al., 2017), poissons (Lugo et al.,
2006 ; Datta et al., 2009 ; Bado-Nilles et al., 2015) et bivalves (Grundy, Ratcliffe et Moore, 1996 ;
Gagné et al., 2002 ; Tryphonas et al., 2005 ; Auffret et al., 2006 ; Bado-Nilles et al., 2008 ; Hannam et
al., 2009 ; Farcy et al., 2011 ; Evariste et al., 2017).

En exercant des effets perturbateurs des réponses immunitaires, les polluants environnementaux sont
a l'origine du développement de pathologies observables sur des individus vivant dans les hydrosys-
témes contaminés. Ces pathologies révelent des dyfonctionnements dans les mécanismes de lutte
antitumorale, des désordres histologiques (Vos et al., 1989 ; Vethaak et Van Der Meer, 1991 ; Lo-
renzen, Des Clers et Anders, 1991 ; Akaishi et al., 2007) ou I'émergence de maladies infectieuses
d'origine bactérienne (Ross, 2002) ou parasitaire (Chu et al., 2002). L'altération des capacités immuni-
taires a des conséquences a terme sur la survie des organismes (Zelikoff et al., 2000). Deux groupes
d'immunomarqueurs sont classiquement considérés, les paramétres hématologiques et les mar-
queurs d'immunocompétence.

Parmi les paramétres hématologiques, la cellularité (i.e. concentration leucocytaire ou hémocytaire
dans les organes hématopoiétiques, le sang ou I'hémolymphe), la formule (i.e. répartition des immu-
nocytes en différents phénotypes) et la viabilité immunocytaires sont des indicateurs d'intérét dans la
mesure ou ils sont affectés par les contaminants environnementaux a la fois chez les vertébrés et
les invertébrés (Luster et al., 1992 ; Fournier et al., 2000 ; Auffret et al., 2002 ; Basova 2017).

Les marqueurs d'immunocompétence renseignent sur l'efficacité des défenses anti-infectieuses.
Ces défenses divisent le monde animal en deux groupes distinguant classiquement les organismes
dotés d'une immunité exclusivement innée d’une part, c'est-a-dire figée dans le génome germinal,
et les animaux qui acquiérent une défense adaptée aux pathogénes via la production d’anticorps
spécifique (Flajnik et Du Pasquier, 2004). Parmi I'ensemble des voies de défenses déployées par les
étres vivants, la phagocytose constitue une arme universelle, observée fondamentalement dans tout
le réegne animal (Jiravanichpaisal, Lee et Sdderhall, 2006 ; Yutin et al., 2009). Ce processus, permet-
tant aux cellules d'ingérer et de détruire les microorganismes, se définit comme la capacité a internali-
ser des particules de plus de 0,4 ym de diamétre (Haas, 2007). L'activité phagocytaire peut également
étre modulée par les contaminants environnementaux, a la fois chez les vertébrés et les invertébrés
(Fournier et al., 2000 ; Anne Bado-Nilles et al., 2008 ; Covantes-Rosales et al., 2019 ; Marchand et al.,
2020).
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3.1.2 Stratégie adoptée pour I’harmonisation des méthodes, dans le cadre du
projet SASHIMI

Sur la base des connaissances scientifiques et techniques disponibles au sein du consortium, une
liste de proxys révélateurs de I'état des fonctions immunitaires et quantifiables chez tous les modéles
biologiques de I'étude a été retenue (Figure 2) :

1. Surle plan hématologique : cellularité, formule et viabilité immunocytaire,

2. Sur le plan fonctionnel : activité phagocytaire.
L'approche analytique unique est la cytométrie en flux.

La démarche expérimentale s'est appuyée sur les acquis du consortium afin d'aboutir a un protocole
de mesure optimisé :
1. Recueil et analyse des procédures expérimentales maitrisées : Mytilus spp, Dreissena po-
lymorpha et Gasterosteus aculeatus,
2. Transfert des procédures expérimentales chez les nouvelles espéces : Mytilopsis leu-
copheata, Palemon spp, Gammarus fossarum et Platichthys flesus,
3. Identification des verrous méthodologiques pour une application en biosurveillance ac-
tive et définition de I'ensemble des choix techniques pour 'opérationnalité sur le terrain,
4. Optimisation des procédures avec un effort d'homogénéisation dans le respect des con-
traintes imposées par les spécificités biologiques des organismes.

Connaissance des organismes
maitrise de la biologie, optimisation expérimentale pour la biosurveillance, accroissement de la réplicabilité

e Prélevement d’hémolymphe
(invertébrés) / de rate (poisson)

*  Préparation des immunocytes Essai Traitement des
o Numération phagocytaire données
o Formule immunocytaire
o Viabilité

Connaissance des parameétres immunitaires
Niveaux de base, robustesse, variabilité, intervalle de confiance, seuil de réponse, comparaisons inter-espéces

Figure 2. Cadre scientifique de I'application des immunomarqueurs en biosurveillance, du programme SASHIMI.

3.1.3 Recueil, analyse et optimisation des procédures expérimentales pour
I'ensemble des organismes du projet SASHIMI

Une synthése des procédures expérimentales, par étape et par espéce, est présentée en Figure 3. Le
principal résultat de cette phase du programme est la démonstration de la faisabilité d'inclure les
organismes M. leucophaeata, Palemon spp et G. fossarum dans le dispositif. Une reprise des condi-
tions expérimentales appliquées dans les différentes équipes, chez les espéces déja investiguées
dans différents programmes de surveillance, a permis de proposer un cadre méthodologique permet-
tant la détermination des paramétres phagocytaires chez la moule brune, la crevette et le gammare.
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Mytilus Dreissena Mytilopsis Crevette Gammare Flet Epinoche

N B
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Phago Marquage IP IP Hoechst leatloanA 3% Marquage IP p
Results P+V+ P+V- P+V+ P+V- Différé P+V+ P+V- P+V+ P+V- P+/P- P+/P-
P-V+ P-V- P-V+ P-V- P+/P- P-V+ P-V- P-V+ P-V-

Figure 3. Synthése des procédures d’analyses d'immunomarqueurs sur une collection d'espéces sentinelles d'intérét pour la
bioévaluation de la qualité des hydrosystémes continentaux, estuariens et littoraux représentatifs de I'Europe du nord.

TM = Température au plus proche de celle du Milieu des stations étudiées, durant la période d’encagement; P = phagocytose ; V =
viabilité ; "+" = positive ; "-" = négative.

Les protocoles retenus permettent la mesure quantitative des populations cellulaires a partir de I'ana-
lyse morphologique en taille/complexité et la détermination du taux de cellules viables dans
I'échantillon prélevé par un marquage a l'iodure de propidium (Figure 4). Pour les bivalves et les crus-
tacés, une attention particuliére a été portée a l'obtention de suspensions d'immunocytes mono-
dispersées sans agrégat, ni réaction hémostatique, aux deux étapes clés du protocole, lors du préle-
vement sanguin d'une part, et lors du décollement des cellules adhérentes aprés I'étape de phagocy-
tose. Ces suspensions sont obtenues avec des solutions différentes en fonction des organismes, par
dissociation enzymatique douce pour les crustacés et la dreisséne, par chélation du Ca*" en milieu
légérement hypotonique pour la moule bleue. Lexpérimentation en tube pour Mytilopsis dispense de
I'étape de décollement des hémocytes. Les leucocytes de poissons restent dispersés en solution.

La procédure de phagocytose repose sur l'incubation des cellules (de 1 h a 4 h en fonction de
I'optimum physiologique de I'espéce) avec des microbilles fluorescentes et la détection des événe-
ments d'internalisation des billes. La phase d'optimisation a reposé sur la définition des meilleures
conditions expérimentales en termes de probabilité de rencontre entre le phagocyte et ses cibles.
Ainsi, pour chaque organisme, la démarche consiste a rechercher le nombre optimal d'immunocytes
par unité de volume (phagocytose en suspension chez les poissons et Mytilopsis) ou de surface d'es-
sai (phagocytose sur cellules adhérentes chez les bivalves et crustacés), ainsi que de ratio
billes/cellule. Les paramétres phagocytaires analysés sont au nombre de trois, i) la capacité phago-
cytaire correspond au pourcentage de cellules ayant internalisé au moins 1 bille (région M3-All+, Fi-
gure 4), ii) I'efficacité phagocytaire correspond au pourcentage de cellules ayant internalisé au
moins 3 billes (région M2-3+, Figure 4) et iii) I'avidité qui correspond au nombre moyen de billes pha-
gocytées par les cellules ayant phagocyté 1 billes et plus. Un exemple d'optimisation est fourni en
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Figure 5 pour Gammarus fossarum.

n — @ Phago 2h/HEMOCYTES
2 | Blood colls -
Hyicts ‘
o © Yesht /HEMQ. isieg
— T 4540%
1 LIVE DEAD
o 9820%  023% N
r H"\
Ean {
: ° S | 1 - 4
T = || | 2
£ | =
% 5 5
3 | g
o= H S a bead ' o
= J \ ! 1‘.’_D-1
. f \ ‘
S I W S B It
£ il
1095 102 10% 10% 10% 1087 LAY \”.' "
I\
. PE-Cy7-H o boer” A
Ti0® 108 0 102 10’ 10? 10° 104 10 108 1072
FSCH PE-H
Analyse Phaga — - = | ||
[4- 4 A 4 4- |8
Tauwcde Capacite
Specimen ID Specimen Sample Eﬂftwa Exics
) [
» 2 OFF-Line analysis  Phage 2h 70601 17.53 4319 219
2 OFF-Line analysis  Phago 4h 70078 2960 5951 27
2 OFF-Line analysis  Phago 6h 66 880 3251 6146 2395
2

Figure 4. Résultats représentatifs de I'analyse des immunomarqueurs par cytométrie en flux chez Mytilus edulis. A, nuage de
points bi-paramétrique des différentes populations cellulaires de I'échantillon en taille (FSC-H) / complexité (SSC-H). B, histo-
gramme mono-paramétrique présentant la fluorescence cellulaire aprés marquage a l'iodure de propidium afin de déterminer la
viabilité des immunocytes. C, histogramme monoparamétrique permettant la détermination des parametres phagocytaires aprés
2 heures de phagocytose sur une surface couverte avec 50 microbilles par hémocyte (Fluosphéres™ Carboxylate Modified

OFF-Line analysis  Phago 8h 78742
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Microsphére 2 ym, #F8824 ; ThermoFisher). D, analyse de la phagocytose pour quatre échantillons d'hémolymphe.
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Figure 5. Etude par cytométrie en flux du ratio billes/hémocytes de Gammarus fossarum. Résultats d’efficacité (a), de capacité
(b), d’avidité (c) et de mortalité (d) a I'iodure de propidium suivant différentes concentrations en billes de phagocytose (Fluos-
pheres™ Carboxylate Modified Microsphére 2 pm, #F8824 ; ThermoFisher) sur des hémocytes de Gammarus fossarum a 4 h
d’incubation. Les lettres capitales (A,B) représentent une différence significative selon les résultats d'une ANOVA a mesures

répétées suivie d’'un test de HSD Tukey au risque 5 % sur un pool de 5 gammares (n = 10/13).

13

Office francais de la biodiversité
Pole de Vincennes

« Le Nadar » Hall C - 5 Square Félix Nadar

94300 Vincennes
www.ofb.gouv.fr



3.1.4 Choix techniques pour I'opérationnalité terrain

Dans le cadre de l'applicabilité des procédures a des organismes issus de cages déployées sur le
terrain, trois contraintes principales ont été identifiées :
1. les délais successifs séparant la collecte des individus encagés, les prélévements
d’hémolymphef/rate, la préparation des échantillons et I'analyse,
2. les variations de température entre les conditions environnementales et le laboratoire,
3. les différentes techniques mises en ceuvre au moment du prélevement et de I'analyse par
cytométrie.

En conséquence, afin de préserver la qualité des procédures expérimentales, il est apparu impor-
tant de dissocier la partie analytique des étapes terrain. Ainsi les trois phases principales sont
découpées en, i) retour des organismes, ii) prélévement et préparation des échantillons et iii) analyse
de l'activité de phagocytose. Cette démarche expérimentale permet de segmenter les besoins tech-
niques entre le personnel de terrain, les biologistes préleveurs et les cytométristes. Le schéma synop-
tique de l'ensemble de la procédure est illustré Figure 6. Les étapes optionnelles reposant sur une
fixation post-phagocytose pour une analyse différée des échantillons sont encore en phase de mise
au point.

Stabulation des organismes
au laboratoire

(eau et T°C terrain, 12-24 h) Cytométrie Cytométrie
NFS
Retour Préelevement Pré-viabilité Fixation Post-viabilité
Hémolymphe
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Temps
A
‘ ‘ Sous-échantillon ‘ : ‘
Si

Déplacement Relévement Maintien des échantillons Décollement Activité Analyse
Casiers (12h, 4°C) Incubation phagocytose résultats

Prélévement (1-4 h, 15-17°C)

i L esssm—  Séquence poissons
Organe Hématopoiétique

(terrain ou 1-2h aprés retour) e  Séquence invertébrés
\ / \ / \ e  Optionnel /
Terrain Préparation des échantillons Test de phagocytose

Figure 6. Synoptique de la procédure expérimentale "suivi des immunomarqueurs en biosurveillance" du programme SASHIMI.
Aprés collecte, au retour au laboratoire, les organismes sont conservés dans l'eau du site d'encagement a la température du
terrain. Aprés un délai de 12 a 24 h, 'némolymphe est collectée et les échantillons sont préparés pour la NFS afin de renseigner
les paramétres hématologiques et de déterminer les conditions de phagocytose. Pour les poissons, les leucocytes sont prépa-
rés sur le terrain et conservés pour une durée équivalente, a 4°C. L'essai de phagocytose est effectué par incubation avec des
billes fluorescentes de 1 a 2 uym sur une durée de 1 a 2 h a une température fixe, typiquement 15°C. Une étape de fixation,
optionnelle, permet de différer I'analyse en cytométrie. Un deuxi€éme marquage, dit "post-viabilité" permettant de déterminer la
viabilité des phagocytes apres la phagocytose, peut étre proposé.

3.2 Marqueurs d’altération de l'intégrité de ’ADN

3.2.1 Mesure des effets génotoxiques des contaminants

Parmi les biomarqueurs de dommages, les biomarqueurs de génotoxicité sont considérés comme des
outils intégrés, capables de fournir une information complémentaire aux analyses chimiques et écolo-
giques pour évaluer la toxicité liée a la pollution aquatique affectant les organismes a tous les niveaux
trophiques (Jah, 2008 ; Lacaze et al., 2011a ; Bolognesi et al., 2014 ; Hussain et al., 2018). En effet,
les molécules décrites comme potentiellement génotoxiques représenteraient le tiers des contami-

Office francais de la biodiversité

Péle de Vincennes

14 « Le Nadar » Hall C - 5 Square Félix Nadar
94300 Vincennes

www.ofb.gouv.fr



nants rejetés dans les compartiments aquatiques (Claxton et al., 1998). Ces molécules entrainent des
impacts, directement ou indirectement, avec une atteinte de l'intégrité du matériel génétique d'une
cellule (ADN, ARN), susceptible de provoquer des effets mutagénes, cancérigeénes ou tératogénes
(Kaur et al., 2018). Par ailleurs, l'interaction de ces composés sur le processus de reproduction est
susceptible d’avoir de graves répercussions au niveau populationnel (Aitken et De luliis, 2007).

Différents degrés de dommages a I'ADN — j.e. dommages primaires a I'ADN (potentiellement répa-
rables), mutations et/ou dommages chromosomiques (effets clastogenes et/ou aneugénes, irrépa-
rables) - peuvent étre distingués (Orsiére, 2005). Parmi les biomarqueurs, la mesure de I'intégrité de
I'ADN par le test Comet (i.e. Single cell gel electrophoresis assay) est particulierement préconisée
pour la biosurveillance de la génotoxicité environnementale (Bolognesi et al., 2014). Celui-ci consiste
a estimer, sur des cellules individualisées, les niveaux d’altération du génome par électrophorése des
noyaux cellulaires sur micro-gels d’agarose. Le test Comet est une méthode sensible, fiable et assez
peu colteuse, applicable sur différents types cellulaires (Collins et al., 1997). Les cellules circulantes
telles que les hémocytes chez les invertébrés ou les érythrocytes chez les poissons, sont parmi les
cellules somatiques les plus employées en raison i) de leur prélevement non létal pour les orga-
nismes, ii) de leur disponibilité tout au long de I'année et iij) de leur sensibilit¢ a de nombreux géno-
toxiques environnementaux. Par ailleurs, les érythrocytes de poissons semblent étre dépourvus de
capacités de réparation de 'ADN, renforcant ainsi leur caractére intégrateur (Santos et al., 2014). Les
cellules germinales, en particulier les spermatozoides, sont également d’un fort intérét au regard de
leur implication dans la fonction de reproduction qui leur confére a priori un caractére prédictif d’effets
a des niveaux d’organisation biologique plus élevés. De plus, a l'instar des érythrocytes de poissons,
la faible présence, voir 'absence de mécanismes de défense ou de réparation des dommages a
I'ADN, rendent les spermatozoides intégrateurs et sensibles a I'ensemble des pressions génotoxiques
(Erraud et al., 2019a,b ; Lacaze et al., 2011b).

3.2.2 Stratégie adoptée pour I’harmonisation des méthodologies de COMET,
dans le cadre du projet SASHIMI

Etant donné sa sensibilité, Le test Comet en condition alcaline (i.e. pH > 13, tel que préconisé par
Singh et al. (1988) et largement appliqué en toxicologie/écotoxicologie), a été sélectionné pour mesu-
rer I'intégrité de I'ADN dans le cadre du projet SASHIMI. Sa version alcaline permet la mise en évi-
dence des cassures simple (SSBs) et double (DSBs) brins de I'ADN, ainsi que l'expression des sites
alcali-labiles (ALSS), renforgant ainsi son caractére intégrateur (Singh et al, 1988). Le choix des mo-
deles cellulaires a été établi sur la base de I'expertise scientifique et technique déja présente au
sein du consortium, a savoir :

1. les érythrocytes de poissons (i.e. épinoche a trois épines, flet),

2. les hémocytes de mollusques (i.e. moule zébrée, moule brune, moule marine),

3. les spermatozoides de crustacés (i.e. gammare, crevette).

La démarche expérimentale s'est articulée en deux temps :
1. recueil et calibration inter-laboratoire des méthodologies de Comet mises en ceuvre par
les différentes équipes du consortium,
2. identification des verrous méthodologiques, points de vigilance et définition des choix
techniques, pour une application en biosurveillance active répondant aux exigences ca-
drées par la problématique du projet SASHIMI.

3.2.3 Recueil et analyse des méthodologies de COMET mises ceuvre au sein
du consortium

La premiere démarche a donc consisté en un état des lieux des connaissances relatives a I'évaluation
de la génotoxicité chez les différents modéles biologiques et, le cas échéant, du protocole de Comet

® Les sites alcali-labiles correspondent & des défauts et/ou fragilités de la structure d’ADN (i.e. présence d'une base azotée
sans le sucre associé ; présence d’intermédiaires dans la voie de réparation par excision des bases), générant des fragments
d’ADN endommagé supplémentaires en condition trés alcaline.
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employé par les laboratoires du consortium. Le niveau de détail est allé jusqu’a I'enregistrement des
références du matériel de laboratoire (e.g. générateurs et cuves électrophorétiques, supports
d’analyses microscopiques), ainsi que des réactifs utilisés pour la réalisation du test.

En raison de la spécificité des différents protocoles de Comet (e.g. en termes de réactifs, matériels et
protocoles de scoring), il a été décidé de tester la reproductibilité des résultats obtenus entre les labo-
ratoires au moyen d'un comparateur commun. Des échantillons cryopréservés d’érythrocytes
d’épinoche (i.e. réplicas de 20 pL a 1 million de cellules par mL), préalablement exposés ou non a un
génotoxique de référence (i.e. Méthylméthane Sulfonate pendant 1 h a 5 mM, 4°C, obscurité) ont été
analysés par chacun des partenaires, selon une base de procédure commune, a I'occasion d’une
série de 3 expérimentations indépendantes. Chaque échantillon a été dupliqué de sorte a pouvoir
comparer les analyses des cometes effectuées sur place par chacun des laboratoires, avec une ana-
lyse centralisée au sein d’un laboratoire désigné comme référence (nommé laboratoire A). Les résul-
tats des premiers essais figurent dans le Tableau 2. Il est ressorti de ces expérimentations une bonne
répétabilité des mesures effectuées au cours du temps au sein de chacun des laboratoires. En re-
vanche, la comparaison des résultats inter-laboratoires a témoigné, d’'une mauvaise reproductibilite.
Ce défaut dans la reproductibilité des résultats pourrait résulter de différences dans le traitement,
I'envoi, le stockage a -80°C des échantillons au sein de chaque laboratoire, bien qu’il s’agisse plus
probablement d’'un effet lié aux différents matériels utilisés par les laboratoires partenaires (tel
qgu’indiqué précédemment). L’harmonisation des procédures de Comet est par conséquent ressortie
comme un point de vigilance extrémement important.

Tableau 2. Synthese des résultats obtenus visant a évaluer la répétabilité et la reproductibilité des expérimentations autour du
référentiel commun. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’ADN endommagé (% Tail DNA), hormis pour le laboratoire B
(exprimés en unités arbitraires : AU).

Lecture par chaque laboratoire Lecture par le Laboratoire A
Echantillons non traités Echantillons traités Echantillons non traités Echantillons traités

Laboratoire A 4.8/4.7/5.8/6.7 40/44/48/57 4.8/4.7/5.8/6.7 40/44/48/57
(avant envoi) Moyenne 5.75 Moyenne 47.25 Moyenne 5.75 Moyenne 47.25
Laboratoire B 16/20/15 (AU) 296/333/301(AU) 30/15/22 52/58/45
Moyenne 17 Moyenne 310 Moyenne 22.3 Moyenne 48.3
Laboratoire C 16/15/17/17 37/33/35/39 17/9/6/10 55/34
Moyenne 16.25 Moyenne 36 Moyenne 10.5 Moyenne 44.5
e 37/32/33 57/58/56 13/11/11 25/27/34
Moyenne 34 Moyenne 57 Moyenne 11.6 Moyenne 28.6

3.2.4 Harmonisation et choix techniques pour I'opérationnalité terrain

La figure 7 présente le schéma synoptique de I'ensemble de la procédure d’évaluation des dom-
mages a 'ADN par le test Comet. Comme précédemment vu pour les marqueurs de la réponse im-
munitaire, on retrouve trois phases principales, a savoir i) le retour des organismes au laboratoire, ii)
le prélevement et la préparation des échantillons et iii) la réalisation du test Comet a proprement par-
ler. Lenjeu a été d’harmoniser au maximum la procédure, au regard des spécificités propres a
chaque espéceltype cellulaire et des délais successifs séparant la collecte des individus encagés,
les prélevements, la préparation des échantillons et la réalisation du test Comet.

Les méthodes de prélévement des échantillons cellulaires étaient déja bien maitrisées au sein du
consortium. Chez les poissons, les échantillons de sang contenant les érythrocytes sont récupérés
au niveau d’une incision a I'aide de matériel hépariné et immédiatement vitrifiés a I'azote liquide dans
du milieu de Vindelgv (Santos et al., 2016). Pour le reste des organismes, les prélevements ont lieu
dans les 24 heures aprés rapatriement au laboratoire. Concernant les mollusques bivalves, le prélé-
vement des hémocytes s’effectue par ponction de 'hémolymphe dans le muscle adducteur. Des es-
sais réalisés en amont avaient démontré la faisabilité de cette technique chez la moule brune en dépit
de la petitesse de I'espéce. Pour les crustacés, le prélévement des spermatozoides est propre a la
physiologie de I'espéce considérée. Il s’effectue par dilacération de la gonade méle chez le gammare
(Lacaze et al., 2010) ou par dilacération des spermatophores chez la crevette (Erraud et al., 2018b).
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Figure 7. Synoptique de la procédure expérimentale du programme SASHIMI pour le suivi des dommages a 'ADN en biosur-
veillance, au moyen du test Comet. Les coupures dans la frise marquent les possibilités de différer les étapes. Apres collecte
les organismes sont conservés dans I'eau du site d'encagement a la température du terrain. Concernant les poissons, les éry-
throcytes sont prélevés sur le terrain (i.e. épinoche) ou immédiatement aprés retour au laboratoire (i.e. flet). Pour les inverté-
brés, les organismes sont traités dans un délai de 12 a 24 h, aprés retour au laboratoire. Chaque échantillon cellulaire (i.e.
sang, hémolymphe ou spermatozoides) fraichement collecté est validé au regard de la densité et la viabilité cellulaire, et prépa-
ré pour l'inclusion en 2 mini-gel d’agarose sur lame microscopique. Une étape de cryopréservation, optionnelle, apres collecte
des échantillons cellulaires permet de différer la procédure d’inclusion. Dans le cas contraire, les premiéres étapes du test
Comet doivent étre effectuées dans la foulée. Les échantillons déshydratés peuvent étre préservés plusieurs semaines a I'abri
de la lumiéere aprés déshydratation. Sit6t la révélation par marquage fluorescent de 'ADN, I'acquisition des images doit étre
effectuée. La quantification des dommages sur images enregistrées peut étre décalée dans le temps.

L'estimation de la « mortalité » cellulaire est fortement recommandée afin de s’assurer que les
dommages a 'ADN mesurés par le test Comet ne soient pas liés a des effets cytotoxiques (i.e. morta-
lité cellulaire par nécrose ou apoptose). Bien qu’il n’y ait aucun essai qui soit recommandé pour éva-
luer ce marqueur en complément de la quantification des dommages par le test des cométes,
I'estimation de la « mortalité » cellulaire se fait principalement a 'aide d’'un marqueur d’intégrité mem-
branaire et doit étre réalisée directement apres la récupération des cellules d’intérét j) soit par micros-
copie optique aprés marquage des cellules au Bleu Trypan, ii) soit par cytométrie en flux aprés mar-
quage des cellules a des fluorochromes spécifiques (IP ou kits spécifiques). La nature de la technique
sollicitte n’a aucune répercussion sur la quantification des dommages a I'ADN par la suite.
L'estimation du bon état général des cellules d’intérét peut se faire également a posteriori, avec un
niveau de base de dommages a ’ADN qui devrait étre de I'ordre de 10 % a 20 % de Tail Intensity
(ou % Tail DNA) pour les cellules somatiques et germinales, respectivement. De méme, I'identification
d’'une distribution bimodale des dommages a I'ADN (i.e. présence de deux cohortes de nucléoides,
présentant un ADN faiblement endommagé ou un ADN trés fortement endommagé) traduirait plutét un
effet cytotoxique que génotoxique. Par ailleurs, il convient de respecter une densité cellulaire opti-
male (i.e. généralement 6.10° & 10° cellules / mL pour un systéme de deux mini-gels/lame) pour assu-
rer de bonnes conditions de lecture des gels de Comet durant la phase de quantification des dom-
mages (i.e. non-chevauchement des cometes, nucléoides en densité optimale). Ce point de vigilance
est particulierement important dans le cas des prélévements d’érythrocytes de poissons qui nécessi-
tent d'importants facteurs de dilution pour répondre a ces conditions.

Hormis la composition du milieu propre au maintien de chaque type cellulaire (e.g. pH, osmolarité),
il en ressort deux stratégies différentes concernant I'application du test des cométes : une application
du test Comet sur cellules « fraiches » ou sur cellules « cryopréservées ». La cryopréservation est
une étape optionnelle autorisant une analyse différée des échantillons. Cette étape permet d’assouplir
les contraintes de délais successifs séparant, d'une part, la collecte des individus encagés et,
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d’autre part, le prélévement des échantillons cellulaires, de l'inclusion des cellules et la réalisation du
test Comet - i.e. nécessité d’appliquer le protocole du test des cométes en condition « frais » sitot ou
le lendemain de I'échantillonnage des organismes (Figure 7). L'intérét principal est d’augmenter la
capacité analytique (i.e. nombre de spécimens échantillonnés et donc nombre de stations encagées
simultanément) ; condition plus favorable pour un déploiement a large échelle et un transfert vers des
acteurs opérationnels (e.g. gestionnaires et bureau d’études). Toutefois, il est impératif de s’assurer,
en amont, que les conditions de cryopréservation n’impactent pas ou peu le niveau de dommages a
I’ADN des cellules, de sorte a préserver le potentiel discriminant du marqueur et éviter toute erreur
d’interprétation. La cryopréservation des échantillons cellulaires pour I'application du test Comet était
maitrisée par des laboratoires du consortium concernant les érythrocytes de poissons (i.e. SEBIO-
INERIS et TOXEM respectivement pour I'épinoche et le flet ; Vindelov et Christensen, 1990). Des
expérimentations ont été menées sur hémocytes de dreisséne/moule bleue et spermatozoides de
crevette. Un effet significatif de la cryopréservation sur l'intégrité de 'ADN des hémocytes de bivalves
a toujours été observé quelle que soit la technique utilisée. A contrario, les résultats obtenus sur
spermatozoides de crevette ont démontré I'applicabilité de la procédure sur ce modéle cellulaire (En-
cart 1). Toutefois, il est nécessaire d’acquérir un retour d’expérience plus important avant d’envisager
une application en routine, étant donné les interactions suggérées entre le stress chimique et la cryo-
préservation sur le taux de dommage.

Encart 1. lllustration des essaies de cryopréservation des suspensions spermatiques de Palaemon
SP- Figure 9. lllustration des essais de cryopréservation de sus-
pensions de spermatozoides de Palaemon serratus. La cryo-
- * A | préservation a été réalisée au moyen du systéme Mr. Frosty™
I (Thermo Scientific™) et stockage a -80 °C, assurant un refroi-

dissement de -1°C.min™". Les échantillons ont été décongelés

* durant 1 min dans un Bain-Marie a 37 °C, puis immédiatement

1 * traités en test Comet. Pour chacune des expérimentations, les

0 I I| II 1| différents échantillons étaient obtenus par aliquotage d’un seul

Dommages a 'ADN (UA)

et méme pool de spermatozoides collectés sur une dizaine de
spécimens.
Etat frais 5%DMSO 10% DMSO 15% DMSO 5%,DMSO+ 10%_DMSO 15%_DMSO (A’) Taux de dommages éI’ADN (moyenne i SD! 'n = ’3)
iiew do Cryomése?vj:;:* *Trehalose + Trenalose | d’@chantillons cellulaires frais (en bleu) versus cryopréservés
7 jours en présence de différentes compositions de préserva-
250 B | teurs (en vert). Le mélange DMSO/Tréhalose a permis une
préservation de I'intégrité de ’ADN durant la congélation
200 (i.e. £ 5 % des valeurs a I’état frais).
(B) Taux de dommages a 'ADN (moyenne + SD; n = 3)
d’échantillons cellulaires frais (en bleu) versus différentes
100 * durées de cryopréservation en présence de 10% de DMSO et
. . B} I I [ - de treéhalose (en vert). La cryoconservation a montré un
effet significatif sur I’intégrité de I’ADN, aprées 120 jours.
0 ) ) ) ) _ ) (C) Taux de dommages a 'ADN (moyenne + SD; n = 3)
Etat frais T+7j T+14j T+30j T+60j T+120j - q . . , .
d’échantillons cellulaires frais (en bleu) versus cryopréservés
Durée de cryopréservation 7 jours en présence de 10% de DMSO et de tréhalose (en
250 vert), préalablement exposées in vitro, durant 1 h, a un gra-
* C dient de Méthylméthane Sulfonate (i.e. MMS). Le niveau de
dommage a PADN induit par le MMS est accentué
d’environ 30 % aprés cryoconservation.

w
1S}

150

Dommages a 'ADN (UA)

Dommages a 'ADN (UA)
*

0 mMm 5 mM 10mM 20mM
Concentration MMS

Les étapes expérimentales propres au test Comet ont été harmonisées pour 'ensemble des 7 es-
péces du projet (Figure 8), sur la base du protocole de Cant et al. (2022). Cette harmonisation a con-
cerné aussi bien les procédures que le matériel et les réactifs mobilisés. La seule exception concerne
le temps de lyse beaucoup plus long pour les spermatozoides de gammare du fait de la forte compac-
tion de 'ADN de ce type cellulaire. Cette stratégie nécessite toutefois de centraliser le gros de I'effort
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expérimental sur un seul laboratoire.

Mytilus Dreissena Mytilopsis Crevette Gammare Flet Epinoche
7 Zé* ¥ ‘ ‘
=" o P
Hémocytes Spermatozoides Erythrocytes
Ponction muscle adducteur Spermatophores Testicules Prise de sang
Echantillons R . - ) R Terrai Terrai
Aprés maintien au laboratoire 12-24 h, 15 °C, eau terrain etour Terrain errain
Echantillons frais Echantillons cryopréservés
Viabilité/densité 285 % de survie / 6.105-10° cell./mL
Inclusion 2 min-gels agarose 0.5 %
Support : Lame microscope
2.5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO, pH 10
Lyse
1h 18 h 1h
Dénaturation 300 mM NaOH, 1 mM Na2EDTA, pH >13 ; 30 min

300 mA /20 V ; 24 min

Electrophorése Cuve 20 lames

Neutralisation 0.4 mM Tris—HCI, pH 7.5 ; 2 x 10 min

Déshydratation EtOH absolue ; 5 min

SYBR Gold (1X) ; 5 min

Coloration Systéme d’acquisition d’image : EVOS®

100 noyaux / gel
Quantification Unité : % tail DNA
Systéme d’analyse : Comet assay IV®

Figure 8. Synthese des procédures d’analyses des dommages a '’ADN au moyen du test Comet sur une collection d'espéces
sentinelles d'intérét pour la bioévaluation de la qualité des hydrosystémes continentaux, estuariens et littoraux de I'Europe du
nord.

Le protocole du test des cométes se déroule en majeure partie (hormis les derniéres étapes) a
I'obscurité (ou sous lumiére inactinique), avec un maintien permanent des échantillons biologiques a
4°C afin de préserver la qualité de 'ADN. Dans le cadre du projet Sashimi, il a été convenu de réaliser
le test des comeétes en duplicat de gels (2x30 pL) par lame microscopique, pour chacun des modéles
d’étude. Bien que d’autres méthodologies permettant un meilleur rendement existent (e.g. dépbts de
mini-gels de l'ordre de 5 pL sur lame microscopique ou film Gelbond), des travaux ont montré des
variations des niveaux d’endommagement, principalement liées aux forces de migration électrophoré-
tiques différentes entre les systémes « mini-gels » et « gels classiques » (Bonnard et al., non-publié).
Il était donc important de conserver une méthodologie commune et maitrisée en amont du projet par
'ensemble des partenaires. De la méme fagon, une concentration finale d’agarose a 0.5 % dans la-
quelle sont mélangées les cellules d’'intérét a été sélectionnée pour 'ensemble des modéles cellu-
laires, afin de permettre de fagon optimale la migration des brins d’ADN endommagés dans le gel
d’agarose (Bonnard et al., non-publié) et offrir une meilleure sensibilité du test des comeétes.

Les différences d’équipement entre les laboratoires partenaires (e.g. formats horizontal/vertical et
dimensions des cuves électrophorétiques, puissances des générateurs) seraient vraisemblablement a
I'origine des différences constatées lors des premiéres expérimentations d’harmonisation (cf. section
3.2.3). Bien que difficilement viable a long terme, une solution consiste a désigner un laboratoire de «
référence » pour traiter dans la mesure du possible I'échantillon jusqu’a I'analyse de ses dommages. I
est toutefois primordial d’améliorer nos connaissances et maitriser les facteurs responsables des
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sources de variabilité inter-laboratoires concernant la méthodologie du test des cométes. Des es-
sais ont été réalisés dans le cadre du projet Sashimi et du projet connexe Biosurveillance afin de pro-
poser comme standard des érythrocytes d’épinoche (présentant 'avantage d’'une densité cellulaire
élevée) ou des cellules « contrbles » issues du commerce (des essais de calibration ont été entrepris
par le laboratoire A). Une réflexion mérite d’étre menée autour de la définition d’un standard mé-
thodologique similaire/commun dans le domaine de I'écotoxicologie aquatique permettant une «
correction » et une harmonisation optimale des résultats entre les laboratoires, quel que soit leur
équipement. Cela nécessiterait, soit pour les laboratoires d’acquérir les équipements et d’avoir les
compétences requises pour le maintien/la croissance-culture/la cryoconservation de ce standard mé-
thodologique, soit I'approvisionnement de ce standard méthodologique est assuré par une structure
commerciale a un colt économiquement acceptable. Pour chaque modéle d’étude, il est essentiel de
bien connaitre la variabilité naturelle des taux de cassures de brins de '’ADN, au sein méme de
I’échantillon (suspension cellulaire) de méme que la variabilité inter-individuelle du biomarqueur.

Le nombre nécessaire de réplicats biologiques (nucléoides scorés, nombre de gels, nombre
d’individus) garantit I'établissement d’un référentiel de qualité du biomarqueur de méme que son opé-
rationnalité dans le cadre de campagnes de biosurveillance. Sur cette base, il a été proposé pour
'ensemble des modéles d’étude, de mesurer les dommages a 'ADN sur un minimum de 100 nu-
cléoides par gel a raison de 2 gels par individu, un minimum de 50-100 individus « témoins » pour
I'établissement du référentiel pour les modeles qui n’avaient pas de données « historiques », et un
minimum de 10 individus par site lors de campagnes de biosurveillance. Le critére utilisé pour ex-
primer le niveau de cassures de brins de 'ADN est le parameétre % Tail Intensity ou % Tail DNA ; qui
correspond au pourcentage d’ADN dans la queue de la cométe (ou ADN endommagé). Ce paramétre
recommandé dans la littérature est plus informatif du niveau de dommages en comparaison d’autres
métriques (e.g. Extent/Olive Tail Moment, Tail Length) de méme qu'’il est indépendant de I'équipement
des laboratoires. Bien qu’historiquement, il était proposé d’exprimer les dommages a 'ADN sous
forme de moyenne des deux moyennes de gels (comprenant chacun 100 nucléoides scorés), nous
avons privilégié la moyenne des deux médianes de gels qui est de plus en plus recommandée. En
effet, la distribution des dommages ne suit pas forcément une loi normale en fonction de I'espéce/type
cellulaire considéré. De méme, la moyenne est beaucoup plus sensible aux valeurs extrémes en
comparaison de la médiane, ce qui peut fausser linterprétation des résultats. Sur le méme principe
que les évaluations toxicologiques, des réflexions méritent d’étre menées au niveau natio-
nal/international concernant I’lharmonisation des paramétres a fournir dans I'évaluation de la génotoxi-
cité environnementale, considérant le nombre de réplicats biologiques, la prise en compte d’un seuil
de mortalité cellulaire ou de pourcentage de nucléoides présentant un ADN fortement endommagé et
non comptabilisé invalidant I'’échantillon biologique, en complément des paramétres d’expression des
dommages a ’ADN.

Dans le cadre du projet Sashimi, 'analyse des dommages a 'ADN des différents modéles d’étude a
été harmonisée entre les partenaires et réalisée de fagon semi-automatisée via l'utilisation du logiciel
d’analyse d’images Comet Assay IV (Perceptive Instruments). Particulierement robuste avec la visua-
lisation de chaque cométe analysée, cette phase de quantification des dommages présente néan-
moins l'inconvénient d’étre particulierement chronophage pour I'expérimentateur, et trouve donc ses
limites dans le cadre de projets de recherche ou un trés grand nombre d’échantillons biologiques né-
cessite d’étre analysé. Des systémes entiérement automatisés de quantification des dommages exis-
tent qui présentent I'avantage d’étre indépendant de I'expérimentateur, bien que des données anté-
rieures confirment I'absence de cet effet pour de la quantification semi-automatisée. Ces systémes
restent néanmoins colteux et nécessitent d’étre calibrés pour nos modeles d’étude (i.e. hémocytes,
spermatozoides), qui au sein de la suspension cellulaire peut présenter une diversité de taille/d’aspect
du nucléoide en comparaison par exemple des lignées cellulaires de poissons ou mammiféres.

3.3 Marqueurs d’atteinte a la fonction de reproduction

La reprotoxicité désigne l'altération des capacités reproductrices d’un organisme que ce soit au niveau
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de la fécondité ou des mécanismes moléculaires sous-jacents. L'évaluation de la reproduction des
organismes aquatiques est généralement réalisée a partir d’approches histologiques, notamment chez
les bivalves qui présentent une gonade diffuse au sein de tissus somatiques, par le calcul d’indices
gonado-somatiques suite a la réalisation de mesures biométriques ou par le dosage de la vitellogé-
nine, en particulier chez les poissons.

La possibilité d’appliquer ces approches dans le cadre dicté par le projet SASHIMI, a été étudiée au
regard de :
1. la saisonnalité du cycle reproducteur des 7 especes étudiées (données bibliographiques et
connaissance des especes),
2. la description du cycle reproducteur de ces espéces (aspects méthodologiques),
3. lafaisabilité de I'approche histopathologique,
4. la mesure de la vitellogénine (VTG) comme biomarqueur de reprotoxicité.

Si la mesure de la VGT est bien maitrisée chez les poissons tels que I'épinoche (méthode ELISA), des
développements méthodologiques demeuraient nécessaires chez les bivalves. Ainsi, la méthode dite
« ALP » reposant sur le dosage des phosphates alkali-labiles qui sont des marqueurs indirects de la
VTG (Gagné et Blaise, 2000) a été testée chez Mytilopsis. Cette technique a été choisie du fait de sa
facilité d’application qui ne nécessite pas la caractérisation compléte de la VTG et de sa faisabilité sur
une grande variété d'espéces et de tissus (Gagné et al., 2002 ; Quinn et al.,, 2004 ; Quinn et al.,
2006). Ainsi, des individus de Mytilopsis ont été exposés a des concentrations de 5 a 200 ngL'1 de
17B-estradiol (E2) pendant 13 jours (Encart 2). Aucune différence significative n’a été enregistrée
entre les concentrations mais également entre les méles et les femelles, ce qui invalide la méthode
chez la moule brune. Sanchez-Marin et al. (2017) et Tran et al. (2019) ont également invalidé la mé-
thode ALP chez les mollusques en soulignant la faible reproductivité de la méthode en raison de fortes
variations techniques et des réponses des espéces testées. De plus, chez Mytilopsis, nous avons
analysé des échantillons de tissus (gonade et glande digestive) de méales et de femelles en spectro-
métrie de masse (plateforme Proteogen de SF ICORE) en utilisant les séquences de VTG caractéri-
sées chez d’autres especes de Mollusques. Les résultats de 7 échantillons ont indiqué une absence
de détection de la VTG qui pourrait ne pas étre bien conservée au cours de I'évolution chez M. leuco-
phaeata.

Encart 2. Niveaux moyens de Vig + SEM exprimés en ug phosphates alkali labiles/mg protéines dans
la gonade de Mytilopsis leucophaeata en fonction du sexe et de la condition d’exposition au 17(3-
estradiol. A : 7 jours d’exposition ; B : 13 jours d’exposition.

A 7 B ~ T13j

Par ailleurs et a titre prospectif, des essais d’immunohistochimie (IHC) basée sur la détection de
I'antigéne nucléaire des cellules proliférantes (i.e. proliferating cell nuclear antigen, PCNA) ont été
réalisés chez Mytilus edulis (qui offre davantage de surfaces histologiques comparé a Mytilus). Ce
marqueur de proliférations cellulaires lors de la gamétogenése (i.e. mitoses goniales) pourrait per-
mettre d’étudier les différentiels d’avancement inter-individus et inter-sites de ce processus. Les pa-
rameétres techniques (e.g. temps d’incubation, dilution de I'anticorps primaire) ont été testés et une
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détection de marquage positif a été enregistrée. Néanmoins, cette méthode semble peu adaptée a la
biosurveillance active principalement du fait qu’elle est plus qualitative que quantitative.

Au final, compte tenu de la diversité des modes et des cycles de reproduction, et les méthodologies
actuellement existantes, il n'est pas apparu possible d’étudier une réponse commune aux 7 espéeces
ni de proposer une compléete homogénéisation des protocoles de mesures de reprotoxicité (adaptées
a la biosurveillance). Le développement des nouvelles technologies d’écotoxico-protéomiques (Projet
Protéomique ciblée pour la quantification multiplexée de biomarqueursﬁ) permettra sans doute de
lever ce type de verrous dans un futur proche.

4 Cadre d’interprétation des marqueurs

4.1 Intégration de la variabilité naturelle et valeurs seuils

Pour étre totalement opérationnels dans un réseau de surveillance environnementale, les indicateurs,
qu’ils soient chimiques, biologiques ou écologiques, doivent produire un diagnostic de I'état de pré-
servation ou de dégradation du milieu concerné. En surveillance environnementale, cela se traduit
généralement par une transformation des données sur une échelle qualitative qui rend l'interprétation
complétement abordable pour tout tiers non expert dans les techniques analytiques. En contrepartie,
cela nécessite d’avoir acquis un bon niveau de maitrise tant dans I'application et 'analyse que
dans l'interprétation.

Dans le cas d’une réponse biologique (e.g. biomarqueurs), la compréhension et I'intégration de sa
variabilité naturelle constituent des prérequis essentiels pour discriminer les effets d’un stress an-
thropique (e.g. stress chimique) du bruit de fond lié a la modulation naturelle de cette réponse biolo-
gique. La variabilité naturelle peut étre induite par des caractéristiques biologiques intrinséques aux
organismes (e.g. ageltaille, sexe, stade de reproduction, distance génétique) et/ou par des facteurs
environnementaux (e.g. température, salinité, oxygéne dissous, interactions biotiques). Comme cité
précédemment, le choix d’'une stratégie de biosurveillance active par encagement, sur une saison
bien définie, permet de limiter en partie cette variabilité. A titre d’exemple, la calibration des spécimens
déployés, de méme que le choix d’une période d’encagement optimum, vont considérablement dimi-
nuer la part de variabilité intrinséque et atténuer les variations de température (e.g. Xuereb et al.,
2009). Pour les facteurs environnementaux ne pouvant étre maitrisés, il conviendra de i) s’assurer en
amont de leur absence d’effet (e.g. Erraud et al., 2019) ou ii) d’intégrer leur effet au moyen d’'un mo-
déle mathématique (e.g. Coulaud et al., 2011 ; Lopes et al., 2020). Pour le reste, une des stratégies
consiste a produire une distribution de données de référence (i.e. spatiales et/ou chronologiques)
dans des conditions contrastées (i.e. bon état versus état moyen ou mauvais état) et de définir a partir
de 1a, des valeurs guides telles que i) un niveau de base de la réponse et ii) un ou des seuil(s) de
significativité qui permettront de traduire la valeur du biomarqueur dans une grille de lecture qualita-
tive. A ce stade, il est important de bien comprendre que ces valeurs de référence seront spécifiques
de la stratégie employées (e.g. encagement ou non, provenance des spécimens, calibre des spéci-
mens) et seront vouées a étre affinées avec le recul sur expérience — i.e. plus I'acquisition de don-
nées sera importante et plus ces différentes valeurs deviendront robustes.

4.2 Définition des valeurs des référentiels d’interprétation pour les
couples biomarqueurs/espéces, dans le cadre d’application du
projet SASHIMI

® Projet « Protéomique ciblée pour la quantification multiplexée de biomarqueurs : perspectives pour la surveillance environne-
mentale » - Office Frangais de la Biodiversité — Programme 2019/2020 — Action n°4. https://professionnels.ofb.fr/fr/node/1474.

Office francais de la biodiversité

Péle de Vincennes

22 « Le Nadar » Hall C - 5 Square Félix Nadar
94300 Vincennes

www.ofb.gouv.fr


https://professionnels.ofb.fr/fr/node/1474

Un niveau de base et un ou de(s) seuils de significativité ont été définis pour chacun des couples
biomarqueurs/espéces. Les méthodologies mobilisées et le degré de robustesse des référentiels ainsi
produits étaient dépendants i) du profile et de la taille des jeux de données disponibles, ii) des con-
traintes liées aux espéces et/ou iij) du niveau d’expertise des différentes équipes impliquées. Ainsi,
une méthodologie unique a I'ensemble des espéces ne peut étre proposée. L'origine des données et
les méthodologies utilisées pour la définition des valeurs de référence et seuil pour chaque couple
biomarqueur-espéce sont présentées de fagon détaillée au sein de chaque fiche méthodologique (cf.
Recueil méthodologique). Une synthése des principales informations est présentée dans le Tableau 3.
De facgon similaire aux différentes espéces, un seul type de modulation est retenu pour le marqueur de
génotoxicité. En effet, seule une induction des dommages a I’ADN (% Tail DNA) a été retenue comme
réponse interprétable au regard d’un stress chimique et pour I'évaluation de la toxicité d’'une masse
d’eau. A l'inverse, les réponses physiologiques pour les marqueurs de l'immunité permettent théori-
quement de définir des effets pro-inflammatoires (i.e. inducteurs de phagocytose) ou des effets inhibi-
teurs anti-inflammatoires immunosuppresseurs (i.e. inhibiteurs de phagocytose). Sur la base des don-
nées actuellement disponibles, différents schémas de réponse a la qualité chimique du milieu sont
proposés en fonction de I'espéce. Chez certaines espéces, seule une inhibition (e.g. dreisséne, moule
brune) ou seule une induction (e.g. moule bleue pour les paramétres efficacité et avidité) des ré-
ponses sera traduite comme un effet de la qualité chimique du milieu sur 'immunité des organismes,
alors que pour d'autres espéces (e.g. gammare, crevette, épinoche, flet, capacité moule bleue) un
effet de la qualité chimique du milieu pourra se traduire par une inhibition ou une induction de la ré-
ponse. Ceci s’explique par les différences de dispersion des réponses observées chez les différents
taxons. La ou chez les vertébrés, les phagocytes assurent une réponse trés répétable (e.g. 3 points
de variabilité pour la capacité de phagocytose et 4 points pour I'efficacité) permettant aisément de
dégager des seuils a I'induction et a l'inhibition, les invertébrés montrent généralement une plus forte
variabilité naturelle. Pour les trois paramétres chez les crustacés et la capacité phagocytaire chez la
moule bleue cependant, la distribution des valeurs permet également de proposer deux types de
seuils. Lorsque les niveaux de base sont plus élevés, il n’est pas possible de proposer des seuils a
l'induction (e.g. dreisséne et moule brune).

Une fois un référentiel (i.e. valeurs de référence et valeur seuil) établi pour chaque couple bio-
marqueur-espéce, une grille d’interprétation des niveaux de réponse a été proposée. De fagon simi-
laire pour chaque couple biomarqueur-espéce, la grille comporte trois niveaux — i.e. « état de réfé-
rence », « effet marqué » et « effet trés marqué ». Cette grille a été établie sur la base des connais-
sances actuelles concernant chaque couple biomarqueur-espéce et vise une appréciation semi-
quantitative de la réponse de ces outils pour une interprétation plus accessible par un public non-
spécialiste. De fagon similaire au référentiel, la méthodologie de définition de ces trois niveaux a été
réalisée selon une méthodologie dépendante du jeu de données disponibles pour chaque espéce et
présenté de fagon détaillée dans les fiches méthodologiques.
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Tableau 3. Récapitulatif des méthodes mobilisées pour le calcul des valeurs de références, pour chacun des couples biomarqueur/espéce, dans les conditions d’application

cadrées par le projet SASHIMI.

Dreisséne

Moule
brune

Moule
bleue

Gammare

Crevettes

Flet

Epinoche

Compilation de données
de différentes cam-
pagnes d’encagements
terrain (sites contrastés)

Compilation de données
de différentes cam-
pagnes d’encagements
terrain (sites contrastés)

Compilation de données
de différentes cam-
pagnes d’encagements
terrain (sites contrastés)

Compilation de données
de différentes cam-
pagnes d’encagements
terrain (sites contrastés)

Compilation de données
de différentes cam-
pagnes d’encagements
terrain (sites contrastés)
Flet de la canche (2018,
2020 et 2021
Acclimatés 14 j, puis
encagés 15 j sous
condition contr6lées en
laboratoire

Suivi annuel dans les
bassins d’élevage +
données de différentes
campagnes
d’encagements (sites de
référence)

IMMUNOMARQUEURS

Méthode de

Besse et al. 2013

Seuil d’inhibition

= 33 % inférieur a

la valeur
moyenne du jeu
de données

Méthode de

Besse et al. 2013

Seuil d’inhibition
= quartil inférieur
du jeu de don-
nées

Méthode de

Besse et al. 2013

Seuils = moyenne

haute (2018) et
moyenne (2020)
observées les
différentes an-
nées

Modeéle linéaire
intégrant 3 fac-
teurs (saison,
sexe et taille)

Ps = uniquement valable chez Palaemon serratus.

Capacité de phagocytose : 74.0
- [seuil d’inhibition : 66.0] %
Efficacité de phagocytose : 56.0
- [seuil d’inhibition : 41.0 %]

Capacité de phagocytose : 53.8
- [seuil d’inhibition : 36.0] %
Efficacité de phagocytose : 22.4
- [seuil d’inhibition : 15.0] %

Capacité de phagocytose : 41.1
+ [seuils : 15.4 — 66.9] %
Efficacité de phagocytose : 17.5
- [seuil d’inhibition : 37.0] %

Capacité de phagocytose : 60.8
+ [seuils : 42.2 — 80.7] %
Efficacité de phagocytose : 31.4
+ [seuils : 17.5 — 58.2] %

Capacité de phagocytose Ps :
49.3 # [seuils : 32.3 — 65.6] %
Efficacité de phagocytose Ps :
18.4 + [seuils : 8.4 — 30.4] %

Capacité de phagocytose : 75.5
+[74.0-77.0] %
Efficacité de phagocytose :
+[35.9-40.5] %

38.7

Valeurs dépendentes des
conditions initiales

non publié
(projets an-
nexes :
EQUAL, AEAP,
PIREN)

non publié
(projet SASHI-
MI)

non publié
(projet SASHI-
MI)

non publié
(projets SAS-
HIMI et an-
nexes : AEAP,
AERMC)

non publié
(projet SASHI-
MI)

non publié
(projet SASHI-
MI/BIOSURVEI
LLANCE)

Marchand et al.
(2020, 2021) ;
non publié
(projet SASHI-
MI BIOSUR-
VEILLANCE)

TEST COMET
Provenance des jeux de données Valeurs de référence Provenance des jeux de données Valeurs de référence
/ Méthode de calcul des valeurs seuils Valeur basale +(/-) [seuils de significativité] / Méthode de calcul des valeurs seuils Valeur basale [+ seuil de significativité]

Compilation de données
de différentes cam-
pagnes d’encagements
terrain (sites contrastés)

Compilation de données
de différentes cam-
pagnes d’encagements
terrain (sites contrastés)

Compilation de données
de différentes cam-
pagnes d’encagements
terrain (sites contrastés)

Suivi du site d’élevage

Compilation de données
de différentes cam-
pagnes d’encagements
terrain (sites contrastés)
Flet de la canche (2018,
2020 et 2021), acclima-
tés 14 j, puis encagés
15 j sous condition
contrélées en labora-
toire

Suivi annuel dans les
bassins d’élevage et
site de référence (2020
et 2021)

Méthode de
Besse et al. 2013

Seuil d’induction
= 33 % supérieur
a la valeur
moyenne du jeu
de données

Méthode de
Besse et al. 2013

Seuil d’induction
= quartil supé-
rieur du jeu de
données

Méthode de
Besse et al. 2013

Seuil d’induction
=1C 95% de
I'entiereté du jeu
de données

Seuil d’induction
=1C 95% de
I'entiereté du jeu
de données

% DNA tail : 4.2 + [seuil
d’induction : 8.7] %

% DNA tail : 9.2 + [seuil
d’induction : 12.3] %

% DNA tail : 2.4 + [seuil
d’induction : 6.3] %

% DNA tail :
d’induction :

10.1 + [seuil
18.5] %

% DNA tail
d’induction :

4.7 + [seuil
11.4] %

% DNA tail :
d’induction :

32.3 + [seuil
33.5] %

% DNA tail :
d’induction :

7.61 + [seuil
17.60] %

non publié
(projets an-
nexes :
EQUAL, AEAP,
PIREN)

non publié
(projet SASHI-
MI)

non publié
(projet SASHI-
MI)

non publié
(projet SASHI-
MI)

non publié
(projet SASHI-
MI)

non publié
(projet SASHI-
MI/BIOSURVEI
LLANCE)

non publié
(projet SASHI-
MI/BIOSURVEI
LLANCE)



5 Conclusion

En définitive, le projet SASHIMI a contribué a produire une méthodologie de suivi de biomarqueurs
multi-espéces sur organismes encageés, optimisée et harmonisée, pour répondre au cadre d’une bio-
surveillance active le long d’'un continuum de masses d’eau. Ces travaux ont notamment permis
d’émettre un certain nombre de recommandations, points de vigilance et perspectives d’améliorations
pour 'avenir.

La méthodologie proposée par le projet SASHIMI fait actuellement I'objet d’'un déploiement opération-
nel a I'échelle du district Seine-Normandie, dans le cadre du projet BIOSURVEILLANCE (Figure 9).
Cette mise en application a large échelle, durant 2 années consécutives (2020 et 2021), sur
I'ensemble des espéces mobilisées dans le projet SASHIMI, apportera un retour critique et objectif sur
les aspects méthodologiques. L’évaluation la qualité immunotoxique et génotoxique des masses d’eau
sur I'ensemble du bassin de la Seine, ainsi qu’au niveau des estuaires de I'Orne et de la Vire, sera
notamment valorisée par la production d’'une cartographie simplifiée, accessible a 'ensemble des
acteurs des bassins. Les résultats devraient ainsi offrir différentes perspectives de lectures (e.g. dans
leur globalité, par groupe taxonomique, par espéce), en autorisant un regard sur la diversité des ré-
ponses entre espéce vis-a-vis d'une méme pression, au niveau des stations sur lesquels les espéces
ont été encagées simultanément.

N

A Suivi de biomarqueurs sur des organismes encagés
exposés au milieu aquatique (2020, 2021)
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Figure 9. Carte des 27 stations d’encagement du projet BIOSURVEILLANCE, sur le bassin de la Seine (n = 12), la riviére
de la Touque (n=2), I'estuaire de I'Orne (n = 5) et de la Vire (n = 3) et le long du littoral du Cotentin (n = 5).
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