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R É S U M É 

En complément des analyses chimiques, la mesure de b iomarqueurs permet de 
disposer d' informations sur la nature et le niveau de la contaminat ion chimique mais aussi 
sur la santé des organismes vivants et des populat ions des écosystèmes aquat iques. 
Parmi les b iomarqueurs, la mesure de marqueurs biochimiques chez les poissons paraît 
part icul ièrement intéressante en termes de sensibi l i té, spécif icité et précocité. En cela, les 
b iomarqueurs viennent en complément des mesures tradit ionnelles de bioindication sur les 
populat ions d' invertébrés in situ. L'induction de l'activité enzymat ique Ethoxy Résoruf ine-
O-Dééthylase (EROD) est le signe de l 'exposition des poissons aux Hydrocarbures 
Aromat iques Polycycl iques (HAPs), PolyChloroBiphényles coplanaires (PCBs) et dioxines, 
tandis que l' inhibition de l'activité AcétylChol inEstérase (AChE) traduit l 'exposition à 
certains produits phytosanitaires (organophosphorés et carbamates) . D'autre part, la 
mesure d'adduits à l 'ADN et de cassures de brins d 'ADN renseigne sur la pression 
génotoxique à laquelle sont exposés les poissons. La synthèse de vitel logénine chez le 
poisson mâle est quant à elle le signe de l 'exposition des poissons à des polluants qui 
miment l'activité des oestrogènes, entraînant alors un impact sur la reproduct ion. Ces 
exemples de b iomarqueurs, en voie de validation complète, pourraient être intégrés 
uti lement dans un réseau pérenne de mesure en routine de la qualité et de la santé des 
écosystèmes aquat iques. 

Mots-clés : b iomarqueur, bioindicateur, EROD, acetylchol inesterase, génotoxici té, 
vi tel logénine, biosurvei l lance. 
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BIOCHEMICAL MARKERS OF ENVIRONMENTAL CONTAMINATION IN 
CONTINENTAL AQUATIC ECOSYSTEMS. EXAMPLES O F USE A N D PROSPECTS 

FOR MANAGEMENT. 

ABSTRACT 

In addit ion to conventional chemical analyses, biomarkers are considered as useful 
tools for monitor ing chemical contaminat ion and assessing health of organisms and 
populations in aquatic ecosystems. Biochemical markers represent sensit ive and early 
warning systems of the exposure of aquatic organisms to pollutants, thus complementing 
more global studies on field invertebrate populations on a long-term t ime scale. Among 
biochemical markers, induction of the enzymatic EthoxyResoruf in-O-Deethylase (EROD) 
activity in fish is specific of exposure to Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs), 
cop lanar PolyChlor inated Biphenyis (PCBs) and d iox ins. Moreover , inhibi t ion of 
AcetylChoIinEsterase (AChE) activity can indicate the response of f ish to pesticides like 
organophosphorous compounds and carbamates. Genotoxicity assessment through the 
measurement of DNA adducts or DNA strand breaks gives rise to relevant information 
about genetic damage encountered by exposed species. Furthermore, the measure of 
vitel logenin synthesis in male fish has been successful ly used as a biomarker of estrogenic 
effect of xenobiotics that leads to adverse effects on reproduct ion. These biomarkers 
should be integrated in extensive biomonitoring networks in order to complete their 
val idation. 

Key-words : biomarker, bio-indicators, EROD, acetylchol inesterase, genotoxicity, 
vitel logenin, biomonitor ing. 

INTRODUCTION 

Lanalyse chimique des polluants présents dans les différents compart iments des 
écosystèmes aquatiques n'est pas toujours possible du fait de la multiplicité des molécules 
présentes, et ceci souvent à des concentrat ions inférieures aux limites de détection 
analyt ique (NARBONNE, 1998). Par ail leurs, une telle approche ne renseigne pas sur les 
risques encourus par les populations animales ou végétales exposées aux polluants 
(LÉVÊQUE, 1997), et ne peut, à elle seule, prédire les effets biologiques des mélanges de 
contaminants (synergies...) ni quantif ier s implement la biodisponibil i té des pol luants pour 
les organismes vivants (DUTKA, 1998). De ce fait, le gest ionnaire manque d'informations 
sur l 'urgence des mesures à prendre pour améliorer l'état de santé de ces écosystèmes 
(LASCOMBE, 1997), ou protéger la biodiversité et l'intégrité des écosystèmes (LÉVÊQUE, 
1997). 

Le suivi de la perturbation de cibles biologiques peut pallier cette difficulté. Par 
exemple, la spécificité d'un biomarqueur pour certaines famil les de molécules chimiques 
(hydrocarbures aromatiques polycycl iques, polychlorobiphényles, métaux lourds, produits 
phytosanitaires...) permet d'une part de révéler la présence de ces polluants, et d'autre 
part de renseigner sur la biodisponibil ité de ces polluants ainsi que sur les effets 
biologiques précoces sur les organismes (KRAMER et BOTTERWEG, 1991 ; AMIARD et 
al., 1998). 

L'objet de cet article n'est pas de réactualiser les très nombreuses synthèses 
existantes sur les b iomarqueurs dans le cadre de l 'évaluation de la qual i té des 
écosystèmes (par exemple : MC CARTHY et SHUGART, 1990 ; HUGGETT et al., 1992 ; 
L IVINGSTONE, 1993 ; LAGADIC et al., 1998), mais, sans prétent ion à t'exhaustivité, de 
situer, par rapport à d 'autres var iables b io log iques ut i l isées en rout ine par les 
gestionnaires, les apports potentiels et concrets, ainsi que les limites, de quatre marqueurs 
biochimiques, choisis à titre d' i l lustrations et suscept ib les d'offrir des perspectives 
intéressantes. 
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INTÉRÊTS ET C O M P L É M E N T A R I T É DES M E S U R E S DE VARIABLES B IOLOGIQUES 

Une gest ion adaptée et pert inente des mil ieux aquat iques doit reposer sur des outils 
d'évaluation de l'intégrité des écosystèmes mise à mal par le transfert et l 'accumulation 
dans l 'environnement des produits de l'activité humaine. Paral lèlement aux mesures 
chimiques, désormais uti l isées dans les programmes de survei l lance, la mesure de 
variables biologiques est suscept ible d 'apporter une information intégrée sur l'état de 
l 'écosystème aquat ique ainsi que sur les phénomènes de b ioaccumulat ion et de 
b ioampl i f icat ion ( L É V Ê Q U E , 1997) . De ce fait, les var iab les b io log iques sont un 
comp lém e n t ind ispensab le au se in d 'un p r o g r a m m e de surve i l lance et d 'a ler te 
(LASCOMBE, 1997). 

Les variables biologiques mesurées peuvent par exemple se traduire par des 
indices reposant sur l 'étude d'effectifs de populat ions. En France, l 'exemple le plus connu 
est celui de l ' IBGN, Indice Biologique Global Normal isé, indice fondé sur les famil les de 
macroinvertébrés. Ce type de mesure fait part ie des bioindicateurs qui concernent les 
populat ions ou communautés dont l 'abondance et la diversité permettent de caractér iser 
une modif icat ion du mi l ieu. D'autres bioindicateurs concernent les ol igochètes (LAFONT, 
1989), les mol lusques ( M O U T H O N , 1993) ou les d iatomées (DESCY et C O S T E , 1988). Si 
ces indices donnent une note objective sur l'état de santé des communautés , leurs valeurs 
sont néanmoins dél icates à relier aux concentrat ions des contaminants, car ils sont 
intégrateurs d 'une mul t i tude de var iables (dont l 'hydrologie no tamment ) . O n peut 
s' intéresser également à des variables biologiques qui soient à la fois précoces et 
sensibles, mais aussi aptes à fonder un diagnostic sur la qual i té de l 'écosystème et sur la 
nature et le degré de contaminat ion. L'intérêt de l'étude de ces dernières, dans une 
volonté d'évaluer le r isque pour l 'écosystème, est de prévenir des dommages écologiques 
irréversibles sans attendre que la probabil i té d'appari t ion de ces dégâts soit trop forte. 

C'est dans ce souci que les chercheurs se sont intéressés au développement de 
b iomarqueurs que représentent les « ind icateurs b ioch imiques , phys io log iques ou 
histologiques d'exposit ion, ou d'effet, d'un organisme à des contaminants » (HUGGETT et 
al., 1992 ; B E N S O N et Dl GtULIO, 1992). Létendue des b iomarqueurs est ext rêmement 
vaste et concerne des mesures de réponse immunologique, de paramètres sanguins, 
d'effets histopathologiques, de réserves énergét iques, d' indicateurs de cro issance etc. 
(HUGGETT et al., 1992). A titre d 'exemple, les marqueurs b iochimiques ont été util isés 
pour détecter l 'exposit ion à des contaminants aussi divers que les Hydrocarbures 
Aromat iques Polycycl iques (HAPs), les PolyChloroBiphényles (PCBs), les métaux ou les 
produits phytosanitaires, en mesurant des activités enzymat iques spécif iques ou en 
détectant l 'expression des gènes impl iqués. Ce type de mesure, en donnant une 
information sur une exposit ion à certains contaminants et en quantif iant une réponse 
sublétale, est donc fondamenta lement différent d'autres techniques récentes comme les 
kits commerc iaux écotoxicologiques qui pour la plupart sont des mesures de mortal i té sur 
des espèces d' invertébrés ou d'algues. 

Cependant , la quest ion de la signif ication écotoxicologique de la réponse biologique 
mesurée par un b iomarqueur est débattue et reste un champ de recherche très ouvert 
(STEGEMAN et HAHN, 1994). En effet, s'il est vrai qu 'un impact sur la populat ion, hormis 
dans le cas d 'une pollution accidentel le, est nécessairement précédé par une perturbat ion 
au niveau de quelques individus (MUNKITTRICK et MC CART Y, 1995), la réciproque est 
moins évidente : une perturbat ion de type biochimique n'entraîne pas nécessairement des 
effets irréversibles pour l 'organisme ni, a fortiori, pour les populat ions. Cependant , tout 
stress entraîne une dépense énergét ique pour l 'organisme donc un coût, et, s'il se 
prolonge, il y a un r isque non négl igeable que d'autres effets apparaissent (sur la 
croissance, la reproduction...) (ADAMS et al., 1990 ; CALOW, 1991). 
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Ains i , dans l'état actuel des conna issances , les b iomarqueurs renseignent 
davantage sur l 'exposition des organismes à des contaminants (approche diagnostique) 
que sur l 'évaluation d'un risque réel pour les populations (approche prédictive) (LAGADIC 
et al., 1998). Au fur et à mesure que la réponse mesurée gagne en pert inence écologique, 
elle perd en sensibil ité, spécificité et précision pour la détection d'une exposit ion à un 
contaminant (RAPPORT et al., 1985 ; ADAMS et al., 1990). A contrario, plus les 
marqueurs sont sensibles et plus les risques de « faux positifs » sont élevés (CHAPMAN, 
1991). Ainsi, il est par nature impossible d'obtenir s imultanément une bonne sensibilité (en 
temps et en concentration) et une bonne représentativité écologique. Ces variables 
biologiques, au niveau de l 'organisme ou de la populat ion, sont donc complémentaires, 
chacune apportant sa part d' information sans remplacer l'autre (ATTRILL et DEPLEDGE, 
1997). 

Cette complémentari té est conf irmée par des études récentes qui ont rassemblé sur 
le poisson des mesures de marqueurs biochimiques, de l'état de santé des individus 
(facteur de condit ion, état physiologique des organes, bilan parasitaire...) et de paramètres 
populationnels (KLOEPPER-SAMS et al., 1994 ; SCHLENK et al., 1996). Il en ressort que 
si des corrélations existent entre les variables mesurées au niveau de l ' individu, les liens 
entre des paramètres individuels et des paramètres populat ionnels sont quant à eux moins 
évidents. Ce type de constat n'est pas récent (PAYNE, 1984) et traduit la difficulté à lier 
des paramètres par nature éloignés. Plusieurs points permettent de l'expliquer. 

Réponse du biomarqueur 
(ex. EROD) 

Etat de santé de 
l'individu 

Contaminant (concentration ou durée) 

Figure 1 

Schéma de réponse d'un biomarqueur (exemple de l 'EROD) à la contamination 
(concentration ou durée) et comparaison avec l'état de santé (stress, maladie...) 
de l'individu (inspiré de MAYER et al., 1992 et de LAGADIC et al,, 1997). 

Figure 1 

Biochemical response (e.g. EROD) and health (normal , stress, disease) of an 
organism exposed to a contaminant (concentrat ion, t ime) (adapted f rom MAYER 
et al., 1992 and LAGADIC etal., 1997). 
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D'une part, la moindre sensibi l i té des paramètres populat ionnels impl ique que le 
diagnost ic qui en résulte témoigne généra lement d 'un impact important en te rme 
d'intensité et/ou de durée, alors que paral lèlement, pour de très fortes contaminat ions, les 
marqueurs b iochimiques peuvent parfois présenter des réponses non spécif iques. Par 
exemple, lorsque l 'organisme répond posit ivement et spéci f iquement à la présence de 
certains contaminants par la synthèse accélérée d'une protéine (« induction »), il est 
possible que, pour de fortes concentrat ions, cette synthèse soit réduite (du fait de la 
toxicité qui s 'exerce sur l 'organisme) ce qui peut conduire à des faux négatifs (Figure 1). 
La Figure 1 illustre cette difficulté pour un marqueur biochimique à dist inguer entre toxicité 
et réponse d'adaptat ion dans le cas précis du b iomarqueur induction de l'activité 
enzymat ique EROD que nous détai l lerons plus loin. Certa ins auteurs ont tenu compte de 
cette toxicité potentiel le pour interpréter des résultats dans des cas concrets d 'études 
concernant le suivi des activités monooxygénases à cy tochrome P450 chez les poissons 
comme biomarqueur de pollution (L INDSTROM-SEPPA et O IKARI , 1990 ; V INDIMIAN et 
al., 1991). 

D'autre part, les effectifs de populat ions de poissons, ou d' invertébrés, sont 
étroitement dépendants des condit ions de débit, de substrat, e t c . . tandis que les 
b iomarqueurs réagissent en premier lieu à la contaminat ion tout en étant étroi tement 
dépendants d'autres facteurs biologiques (âge, maturi té sexuelle...). Cette non-l inéarité de 
réponse entre effets précoces et effets intégrés ne peut que militer en faveur de la 
complémentar i té entre b iomarqueurs et bioindicateurs. 

Dans une opt ique de détect ion de l 'exposition des organismes à des contaminants 
et d'évaluation précoce de r isques écotoxicologiques, le déve loppement et la val idation de 
b iomarqueurs sont indispensables. Cependant , certains cr i tères doivent être satisfaits et 
les étapes de val idat ion doivent s' inscrire dans un ordre précis. 

Ainsi, MAYER et al. (1992) ont rappelé les cri tères pour le choix d'un b iomarqueur 
destiné à une util isation sur le terrain : 

1. mesure s imple et économique ; 

2. réponse dépendant s implement de la concentrat ion et du temps et qui permette 
une quanti f icat ion de l 'exposition ou de l'effet à partir de la mesure du b iomarqueur ; 

3. bonne sensibi l i té ; 

4. inf luence aux facteurs non toxiques (organisme, envi ronnement, méthode) bien 
compr ise et dans des l imites acceptables ; 

5. signif ication biologique (un impact sur « l 'homéostasie » de l' individu ou de la 
populat ion). 

Ces condit ions sont rarement satisfaites dans leur totalité pour les marqueurs 
biochimiques connus (DECAPRIO, 1997). En particulier, dans le cas de b iomarqueurs 
dont la réponse est p lus d i rec tement l iée à la concent ra t ion des con tam inan ts 
(b iomarqueurs d'exposit ion), la condit ion 5 n'est pas remplie, même si on peut très bien 
imaginer que plus l' intensité du signal que représente le b iomarqueur est élevée et plus le 
r isque d'effets biologiques irréversibles est important. 
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MC CARTHY (1990) définit c inq étapes de validation complète d'un biomarqueur : 

1 . col lecte de données en sites de référence et en sites pol lués (avec la 
prédominance d'un seul polluant) pour évaluer la capacité du biomarqueur à distinguer les 
situations polluées des situations non pol luées ; 

2. expériences de laboratoire sur des espèces susceptibles d'être prélevées in situ 
pour quantif ier les effets d'une exposit ion (mélange de polluants, effets long-terme...) ; 
liens avec d'autres biomarqueurs ; 

3. collecte de données sur des sites avec des situations complexes de pollution en 
utilisant plusieurs biomarqueurs ; 

4. étude du pouvoir prédictif des biomarqueurs quant à des effets à des niveaux 
biologiques supérieurs (reproduction...) ; 

5. prédiction des risques pour l 'homme. 

EXEMPLES D'UTILISATION DE B IOMARQUEURS EN MILIEU AQUATIQUE 

Nous allons présenter successivement quelques exemples de b iomarqueurs étudiés 
chez les poissons qui traduisent respect ivement l 'exposition des organismes à certaines 
familles de molécules : modulat ion d'activités enzymat iques, cassure de simple et de 
double brin d 'ADN (effet génotoxique), perturbat ion de la synthèse de vitellogénine 
(altération de la reproduction). 

Mesure de l'induction de l 'EROD 

Le biomarqueur qui a été ie plus étudié jusqu'à présent chez le poisson est 
certa inement l ' induction du cytochrome P450 1A en part icul ier au niveau du tissu 
hépatique. Elle peut renseigner sur l 'exposition des organismes à des pol luants majeurs 
de l 'environnement tels que les HAPs, PCBs, organochlorés. 

Les premières études effectuées in situ datent des années 70 (PAYNE et 
PENROSE, 1975 ; PAYNE, 1976). L'induction peut être quanti f iée en part icul ier par la 
mesure de l'activité monooxygénase EROD (EthoxyRésoruf ine-O-Dééthylase) catalysée 
spécif iquement par le cytochrome P450 1A. Un certain nombre d'études ont concerné les 
zones côtières américaines (STEGEMAN et al., 1987) ou françaises (LAFAURIE et al., 
1989 ; GALGANI et al., 1991 ; NARBONNE et al., 1991). En mil ieu cont inental , les études 
ont été centrées sur la caractérisation de ces systèmes enzymat iques chez des poissons 
issus du milieu naturel et sur l 'évaluation de l' impact de certains eff luents d'usines 
(industrie chimique, papeteries, usines d'incinération de PCBs...) ( M O N O D et al., 1987 ; 
M O N O D et al., 1988 ; L INDSTRÔM-SEPPÂ et OIKARI , 1988 ; MAS FARAUD et al., 1990; 
VINDIMIAN et al., 1991 ; GARRIC et al., 1994 ; FLAMMARION, 1997). Après plusieurs 
années d'expérimentat ion, l ' induction de l'activité EROD est actuel lement envisagée 
comme outil de biosurveil lance au sein du Réseau National d 'Observat ion de la qualité du 
milieu marin, le RNO, par l ' IFREMER. Au niveau européen, ce biomarqueur fait partie de 
la batterie de méthodes en cours de validation méthodologique dans le cadre du projet 
« B io log ica l MARkers of environmental contaminat ion in mar ine ecosystem » (BIOMAR). 

Des synthèses bibl iographiques témoignent de l 'étendue des études réalisées 
(PAYNE et al. 1987 ; G O K S 0 Y R et FÔRLIN, 1992 ; S T E G E M A N et al., 1992 ; BUCHELI 
et FENT, 1995 ; MONOD, 1997b ; FLAMMARION et al., 1998). Les connaissances 
accumulées sur ce biomarqueur montrent que les deux premières étapes définies ci-
dessus par MC CARTHY (1990) ont été franchies. Luti l isation conjointe de plusieurs 
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biomarqueurs, sensibles à dif férentes famil les de contaminants, et de bioindicateurs sur 
des sites c o m m u n s présentant des pol lut ions complexes permettrai t d 'atteindre le 
troisième objectif. Les objecti fs 4 et 5 ne seront quant à eux probablement jamais atteints 
dans le cas du b iomarqueur induction de l 'EROD. 

Mesure de l'Inhibition de l'activité acétylchol inestérasique 

La mesure de l' inhibition de l'activité AcétylChol inEstérasique (AChE) dans le 
muscle de poisson est un b iomarqueur dont l 'expression traduit spéci f iquement l 'exposition 
des poissons à des produits phytosanitaires de la famille des organophosphorés ou de 
celle des carbamates (BOCQUÉNÉ et al., 1990 ; B O C Q U E N E et al., 1993 ; PAYNE et al., 
1996). L'inhibition est provoquée également, mais de manière non spécif ique, par des 
contaminat ions métal l iques. Cependant la connaissance exhaustive de tous les inhibiteurs 
potentiels de l'activité acétylchol inestérasique n'est pas encore acquise (PAYNE et al., 
1996). 

Ce b iomarqueur a pr inc ipa lement été uti l isé en mi l ieu mar in (GALGANI et 
BOCQUÉNÉ, 1998). Pour les poissons des mil ieux aquat iques cont inentaux, cette mesure 
s'est également révélée intéressante (RICHERT, 1994 ; PAYNE et al., 1996). L'inhibition 
observée chez les poissons d'une rivière du Beaujolais (RICHERT, 1994) a été vérif iée en 
laborato i re pour les concen t ra t ions mesu rées in situ d 'un o rganophospho ré 
(FLAMMARION et ai., 1996). 

On considère généralement que des inhibitions de l'ordre de 50 % sont déjà 
susceptibles d'entraîner une mortal i té à court te rme (PAYNE et al., 1996) et on observe 
que les inhibit ions sont signif icatives pour des exposit ions à des concentrat ions en 
contaminants proches de la toxicité létale (FLAMMARION et al., 1996). Ce biomarqueur 
n'est donc pas parmi les plus sensibles, mais en contrepart ie l' inhibition est le signe 
objectif de désordres importants sur le compor tement , la respiration (PAYNE et al., 1996). 
Luti l isation sur le terrain de ce b iomarqueur a jusqu 'à présent été peu répandue hormis en 
milieu marin et il manque cer ta inement quelques efforts expér imentaux de terrain ou de 
laboratoire pour franchir les étapes de val idation 1 et 2 définies par MC CARTHY (1990) 
(voir c i -dessus). 

Évaluation de l ' impact génotoxique 

Si la mesure de marqueurs enzymat iques (induction de l 'EROD, inhibition de 
l'AChE) peut apporter des informations sur le degré de pollution des mil ieux aquat iques et 
sur la biodisponibi l i té de certains polluants, elle n'est cependant pas suff isante pour 
évaluer des dommages significatifs au plan écotoxicologique au niveau des individus et 
des peuplements piscicoles exposés. Dans ce cadre, il est admis que le suivi de 
biomarqueurs d'effet des polluants, comme les marqueurs de génotoxici té, apportent des 
informations supplémenta i res dans l 'analyse des effets sur les organismes vivants 
(RETHER et al., 1997). En effet, la possibil i té de mettre en évidence des altérations 
irréversibles du génome animal représente un niveau pert inent de l 'expression de la 
toxicité des pol luants, eu égard aux désordres ultérieurs auxquels ils peuvent conduire lors 
d'étapes-clés comme la reproduct ion (ANDERSSON et WILD, 1994). 

La métabol isat ion de xénobiot iques tels que les HAPs peut dans certa ines situations 
donner naissance à des metabol i tes très réactifs susceptibles de se lier à l 'ADN en 
formant des produits d'addit ion (adduits). La mesure de ces adduits à l 'ADN, à la fois in 
vitro dans des cultures cellulaires ou ex vivo chez des poissons, a fait l'objet d 'une 
littérature très abondante (DUNN et al., 1987 ; VARANASI et al., 1989a et b ; KURELEC et 
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al., 1989 et 1991 ; MASFARAUD et ai., 1992a et b ; VAN DER OOST et ai., 1994). Parmi 
les techniques de mesure des adduits, ia technique dite du post-marquage au 3 2 P est 
adaptée aux études de terrain. Elle est très sensible mais reste lourde de mise en œuvre 
(MASFARAUD et al., 1992a et b). L'essai comètes en conditions alcalines, plus accessible 
sur le plan expérimental, a été proposé récemment pour mettre en évidence l'effet 
génotoxique que représente l'apparition de cassures simple et double brin de l 'ADN 
nucléaire de différents types de cellules (DEVAUX et ai., 1997). Cette technique a franchi 
une première étape de validation sur le terrain en suivant l'impact génotoxique des 
polluants chez les poissons de différentes stations de l'Ain et du Rhône présentant une 
contamination différenciée. Les résultats obtenus dans le cadre de l'étude de ce 
biomarqueur de génotoxicité ont permis de discriminer différentes stations sur le plan de la 
contamination par des molécules comme les PCBs et les métaux lourds, confortant ainsi 
les résultats de l'analyse chimique sur sédiments et muscles de poisson (DEVAUX et al., 
1998). Des études de terrain actuellement en cours dans les bassins de la Moselle et du 
Rhône devraient permettre de progresser dans la validation de ce biomarqueur. 

Mesure de vitellogenins 

De nombreux composés, organochlorés (DDT, PCBs, e t c . ) , ou des substances 
largement présentes dans les effluents de station d'épuration, comme par exemple les 
produits de dégradation de détergents alkylphénol polyéthoxylés ou les phtafates, ont été 
reconnus comme pouvant induire des perturbations du système endocrinien en induisant 
une activité oestrogène mimétique plus ou moins importante chez le poisson mâle 
(JOBLING et al., 1996 ; TYLER et al., 1996). Des études in situ, en aval de rejets de 
station d'épuration ont mis en évidence une telle activité oestrogénique chez des truites 
mâles exposées en aval des rejets, en relation avec une contamination du milieu par des 
alkylphénols (HARRIES étal., 1996 et 1997). 

Pour détecter l'exposition des poissons à des composés de ce type, lors d'études in 
situ ou en laboratoire, il est possible de mesurer une lipoprotéine plasmatique, la 
ViTelloGénine (VTG), précurseur du vitellus de l'œuf du poisson et synthétisée par le foie 
au cours de la vitellogénèse. Cette augmentation de la concentration en vitel logénine, 
oestrogène-dépendante, n'a pas lieu chez les mâles ni chez les individus immatures, sauf 
dans les cas d'exposition à des substances oestrogéniques où les concentrations 
mesurées peuvent alors atteindre des niveaux équivalents à ceux mesurés chez des 
femelles matures. La mesure est réalisée par détection immunologique de la protéine sur 
du p lasma sanguin prélevé sur les poissons exposés (TYLER et al., 1996 ; 
CHRISTIENSEN et al., 1997). 

De nombreuses équipes se sont intéressées à l'utilisation de ce biomarqueur chez 
les poissons surtout depuis quelques années. Les études en cours visent essentiel lement 
à préciser les substances susceptibles d'induire la synthèse de vitellogénine et à étudier 
les liens potentiels entre l'induction et des altérations au niveau des organes de 
reproduction, comme la présence d'ovocytes dans les testicules, ou des conséquences sur 
la différenciation sexuelle ou la fécondité des individus (JOBLING et al., 1998 ; 
FLAMMARION era/ . , 2000). 

Signification biologique des biomarqueurs présentés 

A l'occasion de l'interprétation des résultats obtenus avec les exemples de 
biomarqueurs présentés ci-dessus se pose systématiquement la question de la limite f loue 
entre adaptation et toxicité. Autrement dit, est-ce que la réponse biochimique mesurée est 
le signe d'une réelle toxicité ou simplement une adaptation de l 'organisme à un 
environnement pollué ? Cette discussion rejoint celle du compromis délicat entre 
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sensibilité et s igni f icat ion éco log ique résumé dans un paragraphe précédent . Les 
exemples de l 'EROD et de ( 'acetylchol inesterase il lustrent respect ivement un b iomarqueur 
sensible signalant la réponse adaptat ive du poisson et un b iomarqueur moins sensible 
mais dont la réponse signif icative est concomi tante à l 'apparit ion d 'une toxicité avérée. 
Globalement les réponses des b iomarqueurs présentés ici ne représentent pas per se un 
événement toxique pour l 'organisme si les conséquences délétères de ces modif icat ions 
biochimiques ne sont pas analysées au niveau de l' individu ou de la populat ion. Les 
biomarqueurs représentant avant tout des sys tèmes d 'a larme précoces de l 'exposition des 
organismes à des pol luants, Il est alors nécessaire de rechercher les corrélat ions pouvant 
exister entre l 'évolution de ces b iomarqueurs et des désordres ultérieurs tels que par 
exemple l 'appar i t ion de ma lad ies , de mod i f i ca t ions au n iveau popu la t ionne l 
(« bottleneck », augmenta t ion du taux moyen d 'homozygot ie) , événements s' inscrivant 
dans une échel le de temps beaucoup plus large (MC CARTHY et SHUGART, 1990 ; 
SHUGART et T H E O D O R A K I S , 1996) . Cependan t , nous rappelons que la nature 
multifactorielle de l 'origine de ces événements rend généra lement difficile la mise en 
évidence d'une relation de type causa l . Selon BAYNE (1980) un effet b iochimique d'un 
polluant est considéré c o m m e signif icat ivement toxique s'il entraîne une réduction de 
valeur sélective. Mais cette défini t ion suppose de pouvoir mesurer effect ivement la valeur 
sélective et de faire la relation entre la réduct ion de valeur sélective et les modif icat ions 
biochimiques enregistrées. 

Quelques informat ions prat iques 

Le tableau c i -dessous (Tableau I) fournit quelques éléments relatifs aux mesures de 
ces quatre b iomarqueurs. Le matér ie l nécessaire est pr incipalement un équipement 
classique de laboratoire de biochimie. Sur le terrain toutes ces techniques supposent 
cependant un échant i l lonnage des poissons par pêche électr ique, ce qui peut nécessiter 
une sous-traitance ou un partenar iat . 

Tableau I 
Que lques ca rac té r is t iques et moda l i tés pra t iques de quat re m a r q u e u r s 
biochimiques mesurés chez le poisson. 

Table I 
General characterist ics and protocols of four fish biochemical markers. 

EROD AChE Essai des Comètes VTG 

Type de méthode activité 
enzymatique 

activité 
enzymatique 

électrophorèse ADN immunochimie 

Tissus foie muscle cellules sanguines sang (plasma) 

Conservation azote liquide azote liquide 4 C C en tube héparine plasma conservé à 
- 8 0 C C 

Equipement équipement de 
biochimie, 
fluorimètre 
(au total 150kF) 

équipement de 
biochimie, 
colorîmètre 
(au total 100kF) 

électrophorèse, étuve, 
microscope optique à 
épifluorescence, 
analyse d'images 
(au total 200kF) 

équipement de 
biochimie, 
colorimètre 
(au total 150kF) 

Coût 
approximatif* 

5F/poisson 5F/poisson 10F/poisson 10F/poisson 

h o r s temps de travail, amortissement, pêche électrique. 
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PROPOSIT IONS D'OPTIMISATION DU SUIVI DE CES B I O M A R Q U E U R S 

A court terme, quelques proposit ions concrètes peuvent être avancées pour 
améliorer et valider l'utilisation de ces biomarqueurs dans une perspective d'études en 
routine. 

Intégration dans un réseau de mesures 

Il est délicat d'avancer un diagnostic fondé sur les résultats d'un seul site. Il convient 
en effet de comparer ces résultats à ceux obtenus plus à l 'amont ou plus à l'aval 
(références géographiques), ou encore par rapport à des mesures réalisées auparavant 
sur le même site (références temporel les). Le max imum d' information est donc obtenu 
dans le cadre d'un réseau dont les sites sont échanti l lonnés avec une fréquence 
compatible avec la variable biologique utilisée. Un réseau doit donc avoir une bonne 
couverture spatiale ainsi qu 'une pérennité suff isante ; et cela tant pour donner au 
gestionnaire une information sur la tendance évolutive (signe de bonne gestion ou d'une 
dégradation) que pour permettre aux scientif iques de mieux comprendre le fonctionnement 
du système étudié. Par exemple, l'échelle de temps compatible avec un suivi de l'EROD 
est de l'ordre du mois et l 'échelle espace est de l'ordre de la dizaine de ki lomètres pour 
être cohérente avec la mobilité de certaines espèces de poissons. On peut en déduire le 
réseau et la f réquence correspondants. Mais compte tenu du coût d'un tel échanti l lonnage, 
il est possible de différencier les points à risque (effluents à étudier spéci f iquement), des 
points de suivi qualité (type Réseau National de Bassins). Les seconds ne nécessitent 
qu 'un suivi annuel pour évaluer les grandes tendances évolutives (dégradation ou 
restauration). A condit ion que les facteurs naturels de variabil i té des biomarqueurs (par 
exemple espèce et maturi té sexuelle des poissons pour l 'EROD) soient bien pris en 
compte, cette accumulat ion de données routinières permettrait de dégager des tendances 
d'évolution spatiale et temporel le de la contaminat ion tout en validant la qualité des 
biomarqueurs quant à la prédiction d'effets irréversibles à long terme. 

Luti l isation d'une nouvelle variable biologique en routine dans un programme de 
biosurvei l lance doit être pensée de façon r igoureuse. Toutefois, certains b iomarqueurs en 
sont à un point suffisant de maturité pour être intégrés dans un programme de routine. A 
petite échelle, la mesure de l'activité EROD sur trois espèces de cyprinidés a permis le 
suivi de sites peu pollués ou pollués dans le bassin du Rhône (FLAMMARION, 1997), 
conf i rmant les résultats d'études antérieures sur ce bassin fluvial (MONOD et al., 1988). 
La prise en compte des activités EROD en sites peu pol lués ainsi que la quantif ication de 
l ' influence de la maturité sexuelle des femelles a abouti à l 'élaboration de classes 
d' induction EROD (de 1 à 5 selon la contaminat ion du site) (FLAMMARION, 1997 ; 
FLAMMARION et GARRIC, 1999). A plus vaste échelle, un exemple nous est fourni par le 
RNO en milieu marin : après les premières années de mise en place, une harmonisat ion 
des condit ions d'échanti l lonnage et de mesure de l 'EROD a permis de suivre dans le 
temps et l 'espace les sites choisis (LAGADIC et al., 1998). Dans la même optique, et pour 
favoriser l 'acquisition d'une méthode de mesure commune aux différents laboratoires, il 
paraît indispensable d'engager dès à présent, des études de standardisat ion et de 
normalisat ion des méthodes ( G O K S 0 Y R et FÔRLIN, 1992). En ce qui concerne le dosage 
de l 'activité EROD, plusieurs exercices d ' in tercomparaison ont été condui ts entre 
laboratoires européens de l'Atlantique Nord et de la Méditerranée (STAGG et ADDISON, 
1995 ; VAN DEN HEUVEL ef al., 1995, V IARENGO et al., 2000). D'autres programmes 
sont en cours en particulier dans le cadre de la biosurveil lance en milieu marin. 

Évaluation de niveaux de référence 

Les biomarqueurs sont soumis à des facteurs biologiques de variabil i té (âge, 
maturité sexuelle, espèce, e tc . . ) dont il s'agit de connaître le plus précisément possible les 
influences afin de faire la part de ce qui est réellement dû à la pollution. Cette 
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connaissance passe entre autres par la recherche de valeurs de référence (en situat ion 
non polluée) (MAYER et al., 1992). Le choix des condi t ions de référence détermine la 
détection et la quant i f icat ion d 'un impact (N IXON et al., 1996). En ce qui concerne les 
biomarqueurs, peu d 'études ont por té leur effort pr incipal sur l 'évaluation de valeurs de 
référence. Si cela a dé jà été abordé dans le cas de l ' induction de l 'EROD (BALK et al., 
1996 ; F L A M M A R I O N et G A R R I C , 1997), rien de tel n'a encore été publié sur les trois 
autres b iomarqueurs dont il est quest ion ici. Une des pr incipales diff icultés réside dans la 
quasi- impossibi l i té de t rouver des zones exemptes de pol lut ion et de toute t race d'activité 
humaine (AMIARD et al., 1998). Seu le reste fa isable l 'é tabl issement de références 
relatives obtenues dans les sites les moins pol lués possible dont il s'agirait de suivre 
scrupuleusement les niveaux en contaminants . 

Étude de b iomarqueurs chez d'autres organ ismes 

L'intégrité b io log ique d e s po i ssons est g é n é r a l e m e n t c o n s i d é r é e c o m m e 
représentative de cel le de l 'écosystème dans sa global i té (ADAMS et al., 1993). 
Cependant les poissons, cont ra i rement aux invertébrés, peuvent présenter une certa ine 
mobilité. Pour tenter de pall ier cette diff iculté, on peut uti l iser des po issons d'élevage 
placés dans des cages (FENET et al., 1996) ou dans des bass ins expér imentaux de 
dérivation de l'effluent in situ (KOSMALA et al., 1998). Ces techn iques présentent 
cependant d 'autres l imites méthodo log iques. De ce fait, l 'uti l isation d ' invertébrés est une 
piste intéressante pour l 'avenir ; d 'autant plus que la possibi l i té de mesurer un certa in 
nombre de marqueurs b ioch imiques chez les invertébrés a dé jà été conf i rmée depuis une 
dizaine d 'années ( V I A R E N G O et al., 1987 ; R IBERA et al., 1989 ; G A R R I G U E S et al., 
1990 ; MALLEY et al., 1993 ; L IV INGSTONE et al., 1995 ; C O S S U et al., 1997 ; 
ESCARTIN et P O R T E , 1997 ; A M I A R D - T R I Q U E T et al., 1998 ; M O R A , 1998 ; PELLERIN-
MASSICOTTE et TREMBLAY, 1998). 

CONCLUSION 

Actuel lement , les gest ionnai res souc ieux de l 'environnement d isposent d 'un certa in 
nombre de marqueurs b ioch imiques de pol lut ion plus ou moins val idés. Ces b iomarqueurs 
traduisent une réponse précoce de l 'organisme exposé à des contaminants . Ils sont de fait 
un complément év ident des p rogrammes de survei l lance ch imique en t raduisant un r isque 
pour les o rgan ismes des écosys tèmes aquat iques. 

De par leur spécif ic i té et leur précoci té, les b iomarqueurs sont des outi ls de gest ion 
à fort potent iel , en part icul ier dans le cadre d 'un diagnost ic env i ronnementa l préalable à 
des investigations plus coûteuses en temps et en énergie, sans préjuger de la nature, en 
termes de toxicité ou d 'adaptat ion, des informat ions qu' i ls fournissent à l 'observateur, et 
même si un travail important reste à faire sur leur valeur prédict ive quant à des impacts au 
niveau des populat ions ( M O N O D , 1997a ; LAGADIC et al., 1998). Un diagnost ic de la 
qualité des écosys tèmes aquat iques doit reposer sur plusieurs var iables b io logiques 
complémenta i res , car l'effet b io log ique n'est pas en généra l spéc i f ique d 'un seul 
contaminant. Il apparaî t que, dans l'état actuel des conna issances, il faille privi légier une 
combinaison à la fois de b iomarqueurs et de bioindicateurs dont la complémentar i té de 
diagnostics permet te de déterminer en temps réel l'état de santé de l 'organisme et des 
populations, de guider les efforts de restaurat ion et d 'évaluer les résultats de la gest ion 
des mil ieux (V INDIMIAN et G A R R I C , 1992 ; C O R M I E R et DANIEL, 1994). Un suivi à long 
terme de b iomarqueurs , coup lés à des mesures de perturbat ions écolog iques, permettrai t 
de conclure sur l 'évaluation du r isque écolog ique qui est potent ie l lement appor tée par les 
biomarqueurs (LAGADIC et al., 1998). 
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Af in de poursuivre leur val idation, il s'agit dès à présent d' intégrer les biomarqueurs 
dans les réseaux de mesure en fonction de leur état de maturi té (connaissances, 
intercalibration). Le prélèvement de poisson étant réalisé, il est judicieux d'étudier en 
parallèle plusieurs biomarqueurs afin d 'augmenter la fiabilité du diagnostic, et de diminuer 
les coûts marginaux des différentes mesures. L'intégration des b iomarqueurs dans un 
réseau de type Réseau Hydrobiologique et Piscicole rendrait ainsi possible la mesure 
d'une batterie de biomarqueurs à moindre coût en profitant des prélèvements de poissons 
réalisés en routine chaque année par le Consei l Supérieur de la Pêche. La mesure d'une 
batterie de variables biologiques est nécessaire car il n'existe pas de biomarqueur idéal, ni 
informatif sur toutes les molécules chimiques, ni prédictif quant aux effets à tous les 
niveaux d' intégration biologique. 

R E M E R C I E M E N T S 

Ce travail a bénéficié des discussions f ructueuses qui ont eu lieu dans le cadre à la 
fois du pilotage d'un travail de doctorat en Toxicologie de l 'Environnement (FLAMMARION, 
1997) et du projet de recherche R E F E R O D f inancé par le GIP Hydrosys tèmes 
(Programme Variables Biologiques). 
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