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Résumé 

  

Les résultats présentés dans ce rapport regroupent deux actions de la phase VII du 

programme PIREN Seine (« Transfert trophique des contaminants » et « Développement 

de réponses prédictives ou biomarqueurs : notions de valeurs de référence et valeurs 

seuils ») autour de la dreissène, espèce « modèle » en écotoxicologie aquatique et utilisée 

comme sentinelle en biosurveillance environnementale. Deux campagnes de terrain ont 

été réalisées sur l’axe Seine en 2016 lors de régimes hydrologiques différents (campagne 

de hautes ou basses eaux), avec la transplantation d’une population contrôle de 

dreissènes (Lac du Der) durant 3 à 8 ou 13 semaines sur trois sites ateliers de l’axe Seine 

selon un gradient amont-aval : Marnay-sur-Seine, Bougival et Triel-sur-Seine. Les 

résultats de ces campagnes montrent 1) l’intérêt de la dreissène, de par ses capacités 

importantes de bioaccumulation, dans la détermination de la contamination du milieu 

aquatique par des protozoaires et des cyanotoxines, avec le risque possible de transfert à 

la chaine trophique ; ainsi que 2) l’intérêt des hémocytes de la dreissène, cellules 

circulantes de l’hémolymphe, pour traduire l’état de santé des dreissènes avec la 

complémentarité des biomarqueurs de cytotoxicité, d’immunotoxicité et de génotoxicité, 

qui pourraient in fine permettre l’élaboration d’un indice « hémocytes » utile en 

biosurveillance environnementale. La dernière partie de ce rapport présente des résultats 

obtenus chez la dreissène en laboratoire, dans le cadre d’un stage de master II réalisé en 

2017, visant à mesurer l’intérêt de l’évaluation des dommages oxydatifs à l’ADN et des 

capacités de réparation des dommages à l’ADN, comme biomarqueurs en génotoxicité 

environnementale. 

1 Introduction 

1.1 Transfert trophique de contaminants biologiques  

 
La contamination fécale des environnements aquatiques touche de nombreuses régions dans le monde avec 
des risques avérés pour la santé humaine. Cette contamination intéresse les virus et les bactéries, mais 
également les parasites, notamment les protozoaires pathogènes, tels que Toxoplasma gondii, 
Cryptosporidium spp et Giardia spp. Ces protozoaires sont clairement identifiés comme des priorités de 
santé publique et sont fréquemment transmis par l’eau. En effet, leurs stades parasitaires de transmission, i.e. 
oocystes et kystes, sont très robustes dans l’environnement et se disséminent via les eaux de ruissellement et 
peuvent ainsi se retrouver au niveau de tous types de ressources aquatiques (milieu marin, eaux de surface, 
eaux souterraines, eau potable, eaux usées). Les protozoaires sont difficiles à détecter dans le milieu 
aquatique. Les techniques de filtration d’eau et de purification utilisées peuvent produire des résultats 
variables selon la qualité de l'eau, le lieu et la période d'échantillonnage. De nombreuses études ont permis 
de souligner l’intérêt des bivalves dans la surveillance des milieux aquatiques. En effet, ces organismes sont 
sédentaires, possèdent un fort taux de filtration et sont caractérisés par leur capacité à accumuler des 
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contaminants environnementaux. Une exposition réalisée en laboratoire nous a permis de montrer pour la 
première fois que le bivalve d’eau douce Dreissena polymorpha est capable de bioaccumuler des oocystes de 
Toxoplasma gondii, mais également de retenir les protozoaires dans ses tissus en période de dépuration 
(Palos-Ladeiro et al., 2015). De plus, notre laboratoire a également réalisé une étude in situ qui a permis la 
détection d’oocystes de T. gondii via des dreissènes encagées pendant 1 mois sur différents sites en amont et 
aval de stations d’épuration (Kerambrun et al., 2016). 

Par ailleurs, l’eutrophisation des écosystèmes aquatiques continentaux, associée au changement 
climatique, entraîne des proliférations de cyanobactéries de plus en plus fréquentes à l’échelle mondiale. Ces 
organismes photosynthétiques produisent des endotoxines (neurotoxines, hépatotoxines, dermatotoxines) et 
constituent un danger pour les organismes cibles dont l’Homme. Ces propriétés toxiques engendrent des 
problèmes à la fois économiques (e.g., perturbation du traitement des eaux d’alimentation, des activités de 
pêche ou de loisirs), écologiques (mortalités massives d’animaux), et de santé publique (nombreux malades 
sur tous les continents et parfois des morts) (Wiegand & Pflugmacher, 2005; Puschner & Humbert, 2007). 
Parmi les cyanotoxines, les hépatotoxines microcystines (MCs) sont les plus couramment rencontrées en 
eaux douces et produites par de nombreux genres de cyanobactéries. Elles s’accumulent préférentiellement 
dans le foie des vertébrés et la glande digestive des invertébrés (e.g., Lance et al., 2006 ; 2008) au sein 
desquels elles engendrent des déstructurations tissulaires (e.g., Lance et al., 2010b) potentiellement 
mortelles. Des études épidémiologiques menées en Chine suggèrent l’implication de l’exposition chronique 
aux MCs via l’eau de boisson dans l’augmentation de l’incidence des carcinomes hépatiques (Puschner & 
Humbert, 2007). La β-N-méthylamino-L-alanine (BMAA), que nous étudions également dans ce projet, est 
une neurotoxine émergente produite par du phytoplancton dont des cyanobactéries, suspectée d’être 
impliquée, par intoxication chronique, dans des pathologies humaines neuro-dégénératives comme le 
complexe Sclérose Latéral Amyotrophique (SLA) / Parkinsonisme / démence, aussi appelé maladie de 
Charcot (Cox et al., 2005). Une accumulation significative de BMAA a été démontrée dans le cerveau 
humain, notamment chez des sujets décédés de SLA sur l’Ile de Guam (océan Pacifique), mais aussi de 
Parkinson en Amérique et au Canada (Banack et al., 2006 ; Pablo et al., 2009). Cette neurotoxine montre une 
forte aptitude à la biomagnification dans les chaînes trophiques (Brand et al., 2010; Jonasson et al., 2010). 
Dans une démarche de surveillance sanitaire, les prélèvements ponctuels de phytoplancton pour 
dénombrement cellulaire ou dosage de toxines ne révèlent pas toujours la contamination du milieu en raison 
de leur caractère circonstanciel. En effet, il existe une grande variabilité spatio-temporelle à court terme dans 
la localisation des populations de cyanobactéries. De plus, la densité de cyanobactéries dans l’eau n’est pas 
proportionnelle au risque de toxicité car certaines espèces produisent des toxines, d’autres non, et au sein 
d’une même espèce potentiellement productrice coexistent des souches productrices et des souches non 
productrices. Par contre, la bioaccumulation par les organismes intègre de manière temporelle la 
biodisponibilité du contaminant. Parmi les différentes espèces présentant des caractéristiques d’organismes 
sentinelles utilisables en biosurveillance des cyanotoxines, les mollusques bivalves ont été sélectionnés dans 
le cadre de cette démarche en raison de nos précédentes études ayant mis en évidence une bioaccumulation 
significative de microcystines et de BMAA chez des bivalves dulcicoles, dont la moule zébrée D. 

polymorpha. Par ailleurs, la fréquence des intoxications animales et humaines est actuellement sous-estimée 
en raison d’un manque de méthodologies permettant de détecter l’ensemble des cyanotoxines, libres dans les 
cellules (comme celles détectées actuellement) et liées aux protéines (jamais évaluées mais qui représentent 
une large proportion des toxines présentes dans les cyanobactéries et dans les organismes accumulateurs). Un 
des objectifs de ce travail était d’améliorer les méthodologies d’extraction et de détection des microcystines 
et BMAA totales (libres + liées) chez les bivalves, et de comparer les résultats obtenus avec les mesures de 
microcystines libres effectuées classiquement par test d’immunodetection ELISA. 
Ainsi, il parait intéressant d’utiliser cette capacité de bioaccumulation des bivalves dans le but de déterminer 
les risques potentiels de contamination biologique ce qui permettrait de traduire l’écodynamique des 
protozoaires et des cyanotoxines, ainsi que le risque potentiel de transfert vis-à-vis des organismes 
supérieurs. 

 
1.2 Développement de réponses prédictives ou biomarqueurs : notions de valeurs de 

référence et valeurs seuils 

 
La Directive-Cadre européenne sur l’Eau (DCE, directive 2000/60/CE) datée du 23 octobre 2000 fixe 

un certain nombre d’objectifs environnementaux afin d’atteindre le "bon état chimique et écologique" des 
masses d’eau. Par ailleurs, le diagnostic de la qualité des milieux aquatiques impose, dans le cadre de la 
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DCE, de caractériser leur état écotoxicologique notamment sur la base de critères biologiques. En 
complément des approches biocénotiques qui ont prouvé leur utilité pour évaluer le « bon état écologique » 
des masses d’eau mais à ce stade la dégradation est installée de longue date et la remédiation devient 
extrêmement problématique, de nombreuses recherches portent aujourd’hui sur des réponses biologiques 
mesurées à des niveaux d’organisation plus faible, de la molécule à l’individu, regroupées sous le terme 
générique de biomarqueurs. L’objectif aujourd’hui en écotoxicologie aquatique est d’améliorer la 
signification de la réponse donnée par les biomarqueurs et leur pertinence en tant qu’outils précoces dans une 
démarche d’évaluation du risque pour les populations et/ou communautés. Parmi les organismes d’eau douce 
couramment utilisés comme espèce sentinelle en écotoxicologie aquatique, figure la moule zébrée Dreissena 

polymorpha (Pallas, 1771). Comme tout mollusque bivalve, la dreissène est une espèce sessile qui possède 
une forte capacité de filtration et de bioaccumulation de contaminants ; reflétant ainsi le degré de 
contamination chimique et/ou biologique des milieux qu’elle occupe. En raison de sa taille limitée et de sa 
capacité d’acclimatation, la dreissène est un organisme facilement utilisable pour des études d’écotoxicité en 
laboratoire et transposable sur le terrain via des approches de caging (encagement) pour une biosurveillance 
active de la qualité des milieux aquatiques. Les dreissènes sont dotées d’un système circulatoire ouvert où 
l’hémolymphe circule au travers des organes, assurant différentes fonctions telle que l’apport des nutriments 
nécessaires au fonctionnement basal de l’individu, mais également la défense immunitaire. Les hémocytes 
permettent de mesurer différentes réponses impliquées dans les processus physiologiques couramment 
étudiées en écotoxicologie. Considéré comme l’une des premières lignes de défense de l’organisme après la 
barrière physique de la coquille, ce type cellulaire est très pertinent pour mettre en évidence la 
bioaccumulation de contaminants biologiques (Palos Ladeiro et al., 2015), chimiques (Tran et al., 2008) voir 
même pour l’accumulation de nanoparticules par les bivalves (Rocha et al., 2015) mais également pour 
mesurer les réponses biologiques associées utilisées en tant que biomarqueurs (Auffret et al., 2006). De plus, 
l’hémolymphe représente un tissu intéressant dans les approches écotoxicologiques car il regroupe plusieurs 
avantages tels que i) le caractère non invasif du prélèvement, ii) le traitement de l’échantillon est aisé car il 
est directement accessible, iii) son rôle central dans l’état de santé des organismes, iv) puisque tous les 
organes baignent dans l’hémolymphe, les réponses associées sont intégratives de l’individu. Différents 
biomarqueurs ont été développés autour des hémocytes chez la dreissène, incluant les biomarqueurs 
d’immunotoxicité (mesure de la mortalité cellulaire, de la capacité et de l’efficacité de phagocytose…) et de 
génotoxicité (mesure de l’intégrité de l’ADN), qui ont montré toute leur pertinence dans une démarche 
d’évaluation des risques (de Lapuente et al., 2015). 

Afin d’avoir un meilleur aperçu du risque que représente la contamination multiple des écosystèmes 
aquatiques sur les organismes et de leur état de santé, il devient intéressant d’établir un indice « hémocytes » 
intégrant l’ensemble de ces biomarqueurs, qui implique la définition, pour chacune de ces mesures, de 
valeurs de référence et de valeurs seuils.  

 

2 Matériel et méthodes 

2.1 Transplantation des dreissènes sur les sites d’étude  

 

Les dreissènes utilisées dans le cadre de cette étude sont issues d’une même population provenant 
d’un site « contrôle » (lac du Der-51), qui est suivie depuis plusieurs années par l’UMR-I 02 SEBIO dans le 
cadre des activités de recherche. Après avoir été calibrées en laboratoire et réparties en différents lots ou 
cages de 200 individus, les dreissènes ont été transplantées sur trois sites ateliers le long de l’axe Seine 
suivant un gradient amont-aval : Marnay-sur-Seine, Bougival et Triel-sur Seine (Figure 1). Deux campagnes 
de transplantation ont été réalisées au cours de l’année 2016, prenant en considération des régimes 
hydrologiques différents :  
> une campagne de « hautes  eaux » avec la transplantation des dreissènes sur les sites d’étude durant 3 
semaines (mai 2016) et 13 semaines (juillet 2016); l’évènement de crue de la Seine nous ayant contraint à 
reporter la seconde récupération des dreissènes, initialement programmée après 8 semaines, en raison de 
l’inaccessibilité des sites d’étude. 
> une campagne de « basses eaux » avec la transplantation des dreissènes sur les sites d’étude durant 3 
semaines (octobre 2016) et 8 semaines (décembre 2016). 
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À chaque point/site de prélèvement, les paramètres physico-chimiques de l’eau (nitrite, nitrate, 
ammonium, DBO, DCO, MES, pH, O2, température, conductivité) ont été mesurés (données non 
présentées). En complément de l’imprégnation des dreissènes en organismes pathogènes et de la mesure des 
effets toxiques, des intégrateurs passifs (de type POCIS) de contaminants organiques dans la colonne d’eau 
ont été disposées durant les trois premières semaines des campagnes de terrain sur les trois sites d’étude 
(Figure 1). Les analyses sont actuellement en cours de réalisation, de même que la caractérisation de la 
quantité et de la qualité de la matière organique dans l’eau. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Figure 1 : Cartographie des sites d’étude (Marnay-sur-Seine, Bougival et Triel-sur-Seine + site contrôle: lac 

du Der) et photographie des dispositifs de transplantation (cages de dreissènes + POCIS) dans le cadre des 

campagnes de terrain de 2016 sur l’axe Seine. 

 

 

2.2 Analyse des échantillons biologiques 

 

Les dreissènes sont rapportées au laboratoire et stabulées dans l’eau du site sous oxygénation et en 
chambre thermostatée, jusqu’au traitement des échantillons biologiques le lendemain pour la mesure du taux 
de mortalité des dreissènes dans les cages et de l’indice de condition des individus (IC = poids tissus mous / 
poids individu entier, N=20), pour la détection des protozoaires et des cyanotoxines dans les tissus mous des 
dreissènes (N=10), et pour la mesure des biomarqueurs de cytotoxicité, immunotoxicité (N=10) et de 
génotoxicité (N=12) sur les hémocytes (Figure 2). 

 

 
 

Figure 2 : Photographie des cages et des coquilles de dreissènes après dissection.  

Lac du 

Der 
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2.2.1 Détection des protozoaires 

 
L’analyse des protozoaires dans les tissus mous des dreissènes a été réalisée à l’heure actuelle sur la 

première campagne de prélèvement de « hautes eaux ». Les tissus mous de 10 dreissènes par site ont été 
prélevés dans le but de mesurer une éventuelle bioaccumulation en parasites protozoaires (T. gondii, C. 

parvum et G. duodenalis). La détection des protozoaires dans les tissus de dreissène est réalisée par biologie 
moléculaire. Dans un premier temps les tissus sont broyés dans de la trypsine 1x puis les échantillons sont 
incubés 1h30 à 37°C sous agitation. Une pré-extraction est nécessaire pour casser les parois des 
oocystes/kystes et permettre l’extraction des acides nucléiques. Ainsi les échantillons sont soumis à 6 cycles 
de chocs thermiques (5 min à -80°C puis 4 min à 99°C) suivis de 10 min d’ultra-sons à 37 Hz. L’ADN est 
extrait grâce au kit InstaGene Matrix (BioRad). Les gènes ciblés pour la détection et la quantification des 
protozoaires est pour Toxoplasma gondii, un fragment de 529 pb répété plus de 200 fois dans le génome de 
T. gondii (Reischl et al., 2003), pour Cryptosporidium parvum, un fragment de 452 pb spécifique de la 
séquence génomique de C. parvum (Fontaine et Guillot, 2002) et pour Giardia duodenalis un fragment d’une 
petite sous-unité ribosomique (like-16S) (Verweij et al., 2003). 

La technique de détection et quantification utilisée est la Droplet Digital PCR (ddPCR) qui est une 
technologie innovante dont la particularité est de fractionner l’échantillon en 20 000 gouttelettes composées 
d’une émulsion d’huile. Cette technique va donc présenter une haute tolérance aux inhibiteurs et va 
permettre la détection d’évènements rares. Le nombre de copies de gènes est quantifié de façon absolue, sans 
gamme étalon. Les acides nucléiques sont ensuite amplifiés par PCR, donc en théorie 20 000 PCR sont 
réalisées par échantillon. Puis chaque gouttelette passe devant un détecteur optique (capable de lire les 
fluorescences FAM ou EvaGreen et HEX ou VIC). Ceci permettra de déterminer la présence ou l’absence du 
gène cible pour chaque gouttelette. 
 

2.2.2 Détection des cyanotoxines 

 
Les tissus mous de 10 dreissènes par site ont été prélevés dans le but de mesurer une éventuelle 

bioaccumulation en cyanotoxines (microcystines libres, microcystines totales, et BMAA) par la dreissène. 
Les microcystines accumulées sous forme totales (libres et liées aux protéines) dans les tissus ont été 
extraites sur tissus lyophilisés grâce à l’optimisation d’une procédure d’hydrolyse (oxydation de Lemieux) 
sur la base de précédents travaux (Lance et al., 2010a; Neffling et al., 2010). L’oxydation des microcystines 
(coupure sur le groupement Adda) produit une molécule, l’acide 3-methoxy-2-methyl-4-phenylbutyrique 
MMPB, dosée par Chromatographie Liquide couplée à Spectrométrie de Masse en tandem (LC-MS/MS). La 
caractérisation de la méthode a été menée en utilisant des matrices de bivalves saines dopées avec des étalons 
de microcystines et de MMPB afin de déterminer l’efficacité d’hydrolyse (% de transformation des 
microcystines en MMPB) et l’efficacité d’extraction du MMPB, en fonction de l’utilisation de différents 
solvants et méthodes d’extraction (extraction sur cartouches ou liquide-liquide). Après optimisation de la 
méthode, les Limites de Détection (LD) et de Quantification (LQ) ont été déterminées. Les microcystines 
libres ont été dosées par méthode d’immuno-détection Elisa après une extraction classique au méthanol. 

Les teneurs en BMAA totales solubles et particulaires, et en BMAA libres, sont également évaluées 
par spectrométrie de masse dans le cadre d’une collaboration avec un laboratoire Néerlandais (travaux en 
cours, doctorat d’A. Lepoutre 2015-2018).  

 
 

2.2.3 Mesure des paramètres de cytotoxicité et d’immunotoxicité 

 
Suite à un prélèvement de l’hémolymphe au niveau du muscle adducteur, différents paramètres 

cellulaires ont été mesurés. Dans un premier temps, le profil hémocytaire, la mortalité ainsi que les réponses 
liées au processus de phagocytose ont été mesurés à l’aide de la technique de cytométrie en flux. Grâce à 
différents marqueurs ciblant une réponse biologique particulière, l’ensemble de ces paramètres ont été 
mesurés à l’échelle individuelle sur 10 individus par condition. Après le prélèvement, les cellules issues des 
différents sites ont été mises en contact avec des billes de latex fluorescentes durant 4h puis marquées avec 
de l’iodure de propidium (marqueur nucléaire qui pénètre les cellules si les membranes sont lésées) afin de 
mesurer simultanément les réponses de viabilité cellulaire et de phagocytose. Concernant ce dernier point, 
nous distinguerons les réponses caractérisant : 
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- la capacité de phagocytose qui représente l’ensemble des cellules ayant internalisé au moins une bille et 
répond à la question : dans la population, combien de cellules peuvent potentiellement ingérer des billes? de 
- l’efficacité de phagocytose qui correspond au pourcentage de cellules ayant phagocyté au minimum 3 billes 
et répond à la question : dans la population qui phagocyte, combien ont un réel rendement de phagocytose et 
ne sont pas lié au hasard? 
 

Lors de la lecture au cytomètre en flux, les échantillons sont passés par série de 4 afin de limiter le 
temps de contact entre les cellules et l’IP. La région d’intérêt « R1 » est positionnée afin d’acquérir au moins 
10 000 évènements dans cette zone (Figure 3-gauche). L’ensemble des mesures, mortalité et indicateurs de 
phagocytose, sont effectuées au niveau de cette région « R1 » afin de s’affranchir des débris présents dans 
l’échantillon (inhérents au système hémolymphatique semi-ouvert de la dreissène). La fluorescence émise 
par les cellules qui ont intégré l’IP (non viables) est mesuré en FL2 sur 104 évènements de la région R1 
(Figure 3A). La fluorescence des cellules ayant phagocyté les billes fluorescentes est mesurée en FL1 sur 104 

évènements de la région d’intérêt R1. On considèrera les cellules ayant phagocyté au moins 1 bille (= 
capacité : Figure 3B) et celles ayant phagocyté au moins 3 billes (= efficacité : Figure 3C). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3 : Positionnement de la région d’intérêt au cytomètre en flux et mesure de la cytotoxicité (A), de la 

capacité (B) et de l’efficacité (C) de phagocytose des hémocytes  

 

2.2.4 Mesure des paramètres de génotoxicité 

 
Suite au prélèvement de l’hémolymphe, la concentration en hémocytes est déterminée en cytométrie 

en flux en plus de l’analyse de la mortalité cellulaire. Douze individus présentant une mortalité moyenne des 
hémocytes inférieure à 15% ont été sélectionnés pour la mesure de l’intégrité de l’ADN des hémocytes par le 
test des comètes. Ce dernier, dans sa version alcaline standard, permet la mesure des cassures double (DSBs) 
et simple brins (SSBs) ainsi que l’expression des sites alcali-labiles (sites avec absence ou modification des 
bases). Brièvement, les échantillons d’hémocytes conservés à l’obscurité et à 4°C sont rétablis à une 
concentration cellulaire de 600000 cellules par millilitre, inclus dans de l’agarose bas point de fusion (LMP, 
type VII) à 1% (w/v) et coulées sur une lame microscopique préalablement recouvertes d’une couche 
d’agarose point de fusion normal (NMP, type I) à 0.8%. Pour chaque individu, deux gels ont été réalisés (test 
comète en « bas débit », avec un système deux gels). Les hémocytes subissent 1) une étape de lyse cellulaire 
durant 1h minimum à 4°C, 2) une étape de dénaturation de l’ADN à pH > 13, 3) une étape de migration 
électrophorétique à 20V, 300 mA, pendant 24 min séparant les fragments d’ADN endommagé du reste de 
l’ADN intact, 4) une étape de neutralisation de 20 minutes et 5) de déshydratation de 5 minutes pour la 
conservation des lames jusqu’à la lecture des résultats. Les gels contenant les nucléoïdes sont colorés avec 30 
µL d’une solution de Sybr Green 1X. Les résultats sont lus sous microscopie à épifluorescence grâce au 
logiciel Komet assay IV (Perceptive Instruments) qui permet pour chaque nucléoïde analysé la mesure du 
pourcentage d’ADN endommagé (% Tail Intensity) (Figure 4). Un minimum de 50 nucléoïdes par gel est 
considéré. Pour un individu, la moyenne des médianes de chacun des gels est prise en compte dans 
l’expression et l’analyse statistique des résultats.  

 

B CA 
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Figure 4 : Photographie de nucléoïdes provenant d’hémocytes de dreissènes présentant un ADN intact et 

endommagé (gauche) et principe de la mesure des résultats par le logiciel Komet assay IV (droite)  

3 Résultats et discussion 

3.1 Mortalité des dreissènes 

 
La figure 5 représente le pourcentage de mortalité des dreissènes après transplantation sur les trois 

sites d’étude, lors des deux campagnes de hautes et basses eaux. De manière générale, le taux de mortalité 
des dreissènes est resté inférieur à 20% et similaire aux résultats obtenus lors de campagnes précédentes sur 
d’autres systèmes « hydrographiques » (communication personnelle). Lors de la campagne « hautes eaux », 
une augmentation significative du pourcentage de mortalité a été constatée pour les dreissènes transplantées 
sur le site amont de Marnay-sur-Seine entre trois (env. 12% de mortalité) et treize semaines (env. 19% de 
mortalité) de transplantation, alors que sur les sites d’étude en aval (Bougival et Triel-sur-Seine), les taux de 
mortalité sont restés de l’ordre de 10%. Pour la campagne « basses eaux », alors que les taux de mortalité des 
dreissènes enregistrées après trois semaines de transplantation ont été les plus faibles (de l’ordre de 5%), une 
augmentation significative du taux de mortalité a été constatée après 8 semaines de transplantation des 
dreissènes sur les sites avals de Bougival et Triel-sur-Seine (entre 15% et 20%). Ces résultats seront mis en 
regard de l’imprégnation en contaminants biologiques dans les tissus mous et de la contamination chimique 
des eaux.  
  

 
 

Figure 5 : Représentation en histogramme du pourcentage de mortalité des dreissènes dans les cages après 

transplantation sur les sites d’étude (Marnay-sur-Seine, Bougival et Triel-sur-Seine) dans le cadre des 

campagnes de terrain de 2016 sur l’axe Seine. 

 

 

3.2 Mesure de l’indice de condition 

 
Le Tableau 1 représente l’indice de condition moyen (+/- écart-type) des dreissènes après 

transplantation sur les trois sites d’étude lors des campagnes de hautes et basses eaux. De manière générale, 
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aucun effet du site d’étude n’a été constaté sur l’indice de condition mais un effet de la « saison » (ou temps 
de transplantation), signifiant que, par temps de transplantation, les dreissènes sur les trois sites d’étude 
seraient à des stades physiologiques similaires. La diminution de l’indice de condition des dreissènes après 
13 semaines de transplantation lors de la campagne de hautes eaux (juillet 2016) traduirait l’émission des 
gamètes dans le milieu externe où a lieu la fécondation, et généralement un épuisement des ressources 
énergétiques, en comparaison des indices mesurés après trois semaines (mai 2016). Lors de la campagne de 
basses eaux, l’augmentation de l’indice de condition des dreissènes après 8 semaines (décembre 2016) 
traduirait une reprise de la gamétogénèse, avec une variabilité inter-individuelle plus importante qu’aux 
autres dates, et notamment en comparaison de novembre 2016 où les dreissènes sont en stade de repos sexuel 
pour la reconstitution des réserves énergétiques. 
 

Tableau 1. Indices de condition de Dreissena polymorpha (N=20) mesurés lors des 

campagnes de hautes eaux (après 3 et 13 semaines de transplantation) et de basses eaux 

(après 3 et 8 semaines de transplantation) au niveau des sites de Marnay-sur-Seine, 

Bougival et Triel-sur-Seine, ainsi que sur le site contrôle du lac du der (T0). 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

3.3 Détection des protozoaires 

 
La détection des protozoaires a été réalisée pour le moment sur les échantillons biologiques de la 

campagne hautes eaux. Après 3 semaines d’encagement, les 3 protozoaires recherchés ont été détectés dans 
les tissus mous des dreissènes à Marnay-sur-Seine. A Bougival et Triel-sur-Seine T. gondii et G. duodenalis 

ont été mis en évidence. Après 13 semaines d’encagement, seul T. gondii a été détecté à Marnay et Triel-sur-
Seine (Figure 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 6 : Pourcentage de dreissènes positives à T. gondii, G. duodenalis ou C. parvum après 3 et 13 

semaines d’exposition sur les sites de Marnay-sur-Seine, Bougival et Triel-sur-Seine. 

 

 Marnay sur Seine Bougival Triel 
Campagne 
Hautes eaux 

T0 0,31 ± 0,08 
T3 sem 0,32 ± 0,08 0,32± 0,09 0,32 ± 0,06 
T13 sem 0,18 ± 0,04 0,17 ± 0,03 0,18 ± 0,03 

Campagne 
Basses eaux 

T0 0,27 ± 0,05 
T3 sem 0,21 ± 0,05 0,21± 0,04 0,20 ± 0,04 
T8 sem 0,32 ± 0,15 0,32 ± 0,14 0,33 ± 0,14 

3 sem 3 sem 3 sem 13 sem 13 sem 
Marnay-sur-Seine  Bougival Triel-sur-Seine 

13 sem 
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En considérant le nombre de parasites détectés par dreissène (Tableau 2), nous pouvons observer une 
contamination biologique importante à Marnay-sur-Seine avec au maximum 345 oocystes de T. gondii, 835 
kystes de G. duodenalis et 45 oocystes de C. parvum détectés dans les tissus d’une dreissènes après 3 
semaines d’exposition. Cette contamination biologique à Marnay-sur-Seine peut être reliée aux activités 
agricoles importantes dans cette région. En effet, les bovins et ovins sont les réservoirs pour G. duodenalis et 
C. parvum, et les félidés sont les hôtes définitifs pour T. gondii. Or l’abondance des félidés (chats 
domestiques) est corrélée positivement avec les nombre de fermes. De plus, à Triel-sur-Seine nous avons pu 
détecter une quantité importante d’oocytes de T. gondii avec au maximum 935 oocystes dans une dreissène 
encagées durant 3 semaines. Ces résultats sont à relier avec la forte anthropisation de cette région qui est elle 
aussi corrélée positivement avec l’abondance de chats domestiques.  
 
Tableau 2. Nombre maximal et minimal d’oocystes/kystes de T. gondii, G. duodenalis ou C. parvum mesuré 

par ddPCR dans les tissus mous de dreissènes après 3 et 13 semaines d’exposition sur les sites de Marnay-

sur-Seine, Bougival et Triel-sur-Seine  

 
 

L’utilisation de la dd-PCR vis-à-vis de la détection et quantification de protozoaires est encore très peu 
répandue (Yang et al., 2014). Ainsi grâce à cette étude, nous pouvons proposer la procédure couplant 
l’encagement de dreissènes et la détection par ddPCR comme stratégie intéressante pour le suivi de la qualité 
biologique des masses d’eau. Les résultats de la présente étude devront être confirmés et renforcés par 
d’autres expérimentations en conditions in situ afin de préciser les limites d’utilisation de cette nouvelle 
procédure. 
 

3.4 Détection des cyanotoxines 

 
Le dosage des microcystines libres dans les tissus de la dreissène montre, pour la campagne de 

« hautes eaux » une accumulation principalement au mois de mai 2016 (T3 semaines) dans les trois sites, 
avec une teneur maximale de 3.22 ng g-1 poids sec sur le site de Bougival (Figure 7). Des microcystines sont 
également retrouvées, pour la campagne de « basses eaux » en novembre (T3 semaines) chez les bivalves de 
Marnay-sur-Seine et de Triel-sur-Seine, mais à des concentrations proches de la limite de détection de la 
méthode d’immuno-detection Elisa.  

La détection des microcystines totales (Figure 8) a été réalisée après une période d’optimisation de la 
méthode et de détermination des paramètres optimaux d’hydrolyse permettant une transformation chimique 
des cyanotoxines liées en MMPB, quantifiables ensuite en LC-MS/MS. L’efficacité d’hydrolyse est en 
moyenne de 39% et l’efficacité d’extraction du MMPB obtenus dans les tissus de 86%. Les résultats 
montrent une accumulation de microcystines totales à 3 semaines d’encagement pour les deux campagnes. 
Les valeurs d’accumulation sont globalement plus importantes lors de la campagne « hautes eaux » versus 
campagne  « basses eaux » mais les différences ne sont pas significatives. La concentration maximale de 
microcystines totales atteint 8.77 ng g-1 poids sec en juillet (T13 semaines) à Triel-sur-Seine pour la 
campagne « hautes eaux », et 6.41 ng g-1 poids sec en décembre (T8 semaines) à Marnay-sur-Seine pour la 
campagne « basses eaux ». Les concentrations de microcystines totales sont supérieures à celles de 

  
Oocystes T. gondii  

par bivalve 

Kystes G. duodenalis 

par bivalve 

Oocystes C. parvum  

par bivalve 

  
  

Ech 
positifs 
(N=10) Mini Max 

Ech 
positifs 
(N=10) Mini Max 

Ech 
positifs 
(N=10) Mini Max 

Marnay-sur-
Seine 

3 sem - Mai 2016 2 98,0 345,5 2 60,16 835,2 1 45,2 

13 sem - Juillet 2016 3 12,9 281,3 0 - - 0 - - 

Bougival 
3 sem - Mai 2016 2 36,1 290,8 2 58,9 80,3 0 - - 

13 sem -  Juillet 2016 0 - - 0 - - 0 - - 

Triel-sur-
Seine 

3 sem - Mai 2016 2 142,9 934,9 1 570,4 0 - - 

13 sem -  Juillet 2016 2 271,8 624,8 0 - - 0 - - 
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microcystines libres pour tous les périodes d’exposition. Ces données de toxines totales permettent de mettre 
en évidence une contamination du milieu en juillet 2016 et en décembre 2016, non révélée par le dosage des 
toxines libres.  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figure 7 : Accumulation de microcystines libres (ng.g
-1

 poids sec) chez D. polymorpha lors des deux 

campagnes d’encagement de 2016 (campagne 1 : hautes eaux ; campagne 2 : basses eaux) sur les sites de 

Marnay-sur-Seine, Bougival et Triel-sur-Seine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 8 : Accumulation de microcystines totales (libres et liées aux protéines) (ng.g

-1
 poids sec) chez D. 

polymorpha lors des deux campagnes d’encagement de 2016 (campagne 1 : hautes eaux ; campagne 2 : 

basses eaux) sur les sites de Marnay-sur-Seine, Bougival et Triel-sur-Seine. 

 
Après ingestion de cyanobactéries, les microcystines sont rapidement accumulées sous forme libre 

dans les cellules, forme éliminée par les systèmes de biotransformation impliquant les glutathion-S-
transférase. Ainsi, les cinétiques de contamination par les microcystines libres montrent des détoxications 
rapides de l’ordre de la semaine et reflètent la contamination du milieu à court terme (Lance et al., 2006, 
2008). Par contre, une part des microcystines se lient aux protéines de manière covalente et ne sont 
probablement éliminées que lors du turn-over naturel de ces dernières, reflétant des contaminations plus 
anciennes (Lance et al., 2010a). Ainsi les teneurs en toxines libres et liées dans les tissus de la dreissene au 
16 novembre 2016 montrent que des cyanobactéries ont été présentes dans les 3 sites de Marnay-sur-Seine, 
Bougival et Triel-sur-Seine lors des 2 premières semaines de novembre. En revanche, au 13 décembre, 
seules des microcystines totales sont relevées dans les tissus, à de plus fortes teneurs à Marnay-sur-Seine et 
Triel-sur-Seine qu’à Bougival et à des plus fortes teneurs qu’en novembre pour ces deux sites, suggérant une 
contamination du milieu par les cyanobactéries ayant eu lieu entre le 16 novembre et le tout début du mois de 
décembre uniquement. 

Globalement, ces valeurs d’accumulation restent de l’ordre du ng g-1 poids sec et sont donc modérées 
par rapport aux teneurs reportées dans la littérature, allant jusqu’à plusieurs dizaines de µg g-1 poids sec. Ces 
résultats montrent donc la présence de cyanobactéries productrices de microcystines dans tous les sites aux 

Campagne 1 Campagne 2 

Campagne 2 Campagne 1 
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mois de mai, novembre et décembre, et uniquement à Triel-sur-Seine en juillet 2016. Cependant, les densités 
de cyanobactéries dans la colonne d’eau ont probablement été limitées, sans phénomène de prolifération 
intense (bloom). Ces résultats sont cohérents avec l’hydrologie de ces sites. En effet, les forts débits de la 
Seine limitent les développements intenses des cyanobactéries comme on peut les observer en milieux 
stagnants. Ces résultats montrent l’intérêt de l’utilisation d’organismes intégrateurs pour révéler la présence 
de toxines présentes en faibles concentrations dans un milieu courant comme la Seine, et l’intérêt de prendre 
en compte les deux fractions de toxines accumulées pour une analyse temporelle plus fine.  

Ainsi, le caractère intégratif de la contamination du milieu chez le bivalve D. polymorpha associé à 
une certaine résistance aux cyanotoxines et à une facilité d’utilisation in situ (approches actives basées sur la 
transplantation d’organismes), constituent des critères forts pour son utilisation dans le cadre d’une 
biosurveillance du risque cyanotoxines dans les eaux douces, permettant la mise en évidence de 
cyanobactéries productrices de toxines lorsque cette présence ne peut être détectée dans le cadre de mesures 
ponctuelles dans les écosystèmes aquatiques. Cependant, nous avons observé une grande variabilité inter-
individuelle dans les capacités de bioaccumulation de la dreissène, avec une moyenne d’un individu positif 
aux microcystines sur 3, en lien avec sa capacité particulièrement développée à excréter les cyanotoxines 
comparé à d’autres espèces de bivalves (Contardo Jara et al., 2014). Suite à un développement en laboratoire 
et in situ, un autre modèle de bivalve (Anodonta anatina) ayant des capacités de bioaccumulation des 
cyanotoxines plus importantes, sera testé avec les dreissènes lors de la campagne 2018. Il sera également 
prévu des prélèvements de phytoplancton avec identification des espèces et dosages des toxines dans l’eau, 
non réalisés en 2017, afin de relier la présence de certaines espèces de cyanobactéries aux conditions 
physico-chimiques, hydrographique et topologiques des sites. 

 
3.5 Mesure de la cytotoxicité et des paramètres immunitaires des hémocytes 

 

La figure 9 récapitule les données de mortalité, de capacité et efficacité de phagocytose des hémocytes 
des dreissènes lors des deux campagnes de transplantation.  
 

 
 

Figure 9 : Mortalité cellulaire, capacité de phagocytose (histogrammes vert clair + vert 

foncé) et efficacité de phagocytose (histogrammes vert foncé) des cellules hémocytaires 

prélevées sur des moules encagées durant les campagnes hautes et basses eaux sur les 

sites de Marnay-sur-Seine, Bougival et Triel-sur-Seine. 

 

Capacité de phagocytose : 

Durant la première campagne de prélèvement (hautes eaux), le profil des réponses hémocytaires 
mesurées démontrent une tendance à un effet site. Quelque soit le temps de prélèvement, mai 2016 (T3 
semaines) ou juillet 2016 (T13 semaines), le site de Triel-sur-Seine présente globalement une meilleure 
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activité de phagocytose. Ce résultat n’est pas lié à une augmentation de l’adhésion des billes aux cellules 
puisqu’en moyenne le taux d’adhésion des billes aux cellules est de 20% , et ce, quelque soit la condition 
considérée. On observe une augmentation de l’efficacité de phagocytose qui reflète une stimulation des 
cellules hémocytaires sur le site de Triel-sur-Seine par rapport à Bougival et à Marnay-sur-Seine avec 
respectivement, 48, 36 et 27% d’efficacité mesurée en juillet 2016 (T13 semaines) et 54, 39 et 37% mesurée 
en mai 2016 (T3 semaines). 

Concernant la deuxième campagne (basses eaux), il n’y a pas d’effet « site » observé mais un effet 
« temps ». Les hémocytes présentent de meilleures conditions de phagocytose en novembre (T3 semaines) 
avec 69, 58 et 62% d’efficacité mesurée respectivement pour les sites de Marnay-sur-Seine, Bougival et 
Triel-sur-Seine. En décembre (T8 semaines), l’efficacité de phagocytose chûte entre 33 et 40 % avec 
respectivement pour les sites de Marnay-sur-Seine, Bougival et Triel-sur-Seine, 38, 40 et 33%. 
 
Mortalité cellulaire :  

En moyenne, la mortalité cellulaire mesurée tout au long de la première campagne (hautes eaux) est 
comprise entre 11 et 27,6%. On observe un effet « site » avec une plus forte mortalité mesurée pour le site de 
Marnay-sur-Seine, que ce soit pour le mois de mai 2016 ou de juillet 2016 avec une moyenne de 26,8% et de 
21,5% respectivement. Concernant Bougival et Triel-sur-Seine, la moyenne de mortalité cellulaire est de 
27,6% et 23,8% en mai (T3 semaines) et de 11,1 et 12,2% en juillet (T13 semaines), respectivement.  

Pour la deuxième campagne (basses eaux), la mortalité est comprise entre 10% et 26% avec le 
minimum mesuré pour Bougival en novembre 2016 (10%) suivi par Triel-sur-Seine avec 13,5% et Marnay-
sur-Seine avec 14,3%. Pour le mois de décembre 2016 (T8 semaines), la mortalité la plus faible est mesurée 
à Bougival avec 12,8% suivi par Marnay-sur-Seine avec 19,2% et Triel-sur-Seine avec 26%.  
 
Conclusions 

L’ensemble des résultats mesuré avec la technique de cytomètrie en flux montre clairement un effet 
« site » sur la première campagne de prélèvement (hautes eaux) avec une activation des fonctions 
hémocytaires et une plus faible mortalité respectivement pour Triel-sur-Seine < Bougival < Marnay-sur-
Seine. Ces résultats peuvent être corrélés aux conditions plus impactées de l’environnement des dreissènes 
de Marnay-sur-Seine vers le site de Triel-sur-Seine. Les hémocytes, cellules garantes de l’homéostasie de 
l’individu, peuvent soit i) s’activer pour contrer d’éventuels stress chimiques et biologiques (cf. résultats de 
bioaccumulation des protozoaires, soit ii) avoir un turn-over plus important au niveau des sites impactés afin 
de garantir de meilleures conditions de survie.  

Concernant la deuxième campagne de prélèvement (basses eaux), les résultats sont en corrélation avec 
le stade de vie des organismes. En effet, une meilleure condition hémocytaire (fort taux de phagocytose + 
faible taux de mortalité) est mesurée en novembre 2016 où les dreissènes sont en période de repos sexuel et 
où, potentiellement, les besoins physiologiques des organismes seraient moins importants ou compensés par 
la reconstitution de leurs réserves énergétiques. Aussi, les résultats de la survie des organismes (cf. figure 5) 
montrent également un taux de mortalité plus bas en novembre. En décembre 2016, la gamétogénèse 
démarre pour un nouveau cycle ce qui traduit une augmentation des besoins énergétiques des individus et qui 
pourraient expliquer la fragilité des hémocytes (faible taux de phagocytose et augmentation de la mortalité 
cellulaire). On note une plus forte mortalité des dreissènes pour les sites de Bougival et Triel-sur-Seine en 
décembre qui pourrait être causé par une accumulation de facteurs physiologiques (reprise de la 
gamétogénèse) couplé à la contamination chimique mesurée sur ces sites.   
 
Perspectives 

La campagne terrain démontre la pertinence des marqueurs immunitaires mesurés chez Dreissena 

polymorpha car ils reflètent aussi bien les conditions contrastées des sites d’études mais également les 
conditions physiologiques (ici lié au stade de maturité sexuelle). Cependant, des informations essentielles 
font défaut à un meilleur diagnostic des milieux. Les recherches nécessitent d’être poursuivies afin de définir 
des valeurs seuils et des valeurs de références liés à ces marqueurs. Les prochaines expérimentations seront 
tournées dans ce sens avec le but de caractériser les valeurs basales de cette batterie d’immunomarqueurs. 
Aussi, comme les résultats ont souligné un possible effet du statut reproducteur des individus, il semble 
pertinent d’inclure la mesure du stade de maturité sexuelle des individus lors d’expérimentations couvrant 
l’ensemble du cycle des dreissènes. 
 
 
 



PIREN-Seine phase VII - rapport 2017 – La dreissène comme bioindicateur de contamination dans la Seine 
 

 13

 
3.6 Mesure de l’intégrité de l’ADN des hémocytes 

 

La figure 10 représente le degré moyen d’endommagement de l’ADN (moyenne des médianes) des 
hémocytes des dreissènes lors des deux campagnes de transplantation. De manière générale, les taux 
d’endommagement sont relativement faibles avec un effet du « temps de transplantation ou de la saison » 
plus important qu’un effet « site d’étude ». Les résultats montrent des niveaux moyens plus élevés de 
dommages à l’ADN après trois semaines de transplantation lors de la campagne de hautes eaux (mai 2016) 
avec une variabilité inter-individuelle plus importante, ainsi que lors de la campagne de basses eaux sur le 
site de Triel-sur-Seine après trois semaines (novembre 2016). Les taux plus faibles, mesurés par exemple lors 
des seconds temps de prélèvement (juillet et décembre 2016), avec une plus faible variabilité inter-
individuelle, représenteraient le niveau basal d’endommagement à l’ADN des hémocytes chez la dreissène. 
Une analyse comparative des taux mesurés dans cette étude avec ceux de dreissènes transplantées sur 
d’autres systèmes hydrographiques (études en cours dans le cadre d’autres programmes de recherche) nous 
permettra à l’avenir d’affiner ces valeurs de référence. Ces résultats seront mis en relation avec les autres 
mesures biologiques, et notamment concernant les paramètres immunitaires, ainsi qu’avec le degré 
d’imprégnation dans les tissus de contaminants biologiques (protozoaires, cyanotoxines), connus pour 
induire un stress génotoxique (Juhel et al., 2007) ainsi qu’avec les contaminants chimiques captés dans la 
colonne d’eau. 

 

 
Figure 10 : Représentation boxplot du degré moyen d’endommagement à l’ADN des hémocytes de 

dreissènes (moyenne des médianes par individu, n = 12) après transplantation sur les sites d’étude (Marnay-

sur-Seine, Bougival et Triel-sur-Seine) dans le cadre des campagnes de terrain de 2016 sur l’axe Seine. 

 

Perspectives 

Le test des comètes mesurant des dommages primaires à l’ADN, c’est-à-dire susceptibles d’être 
réparés, l’interprétation de leur réponse à un niveau d’organisation biologique supérieur ainsi que la 
définition de valeurs seuils peuvent être rendues compliquées. Afin de préserver les bénéfices du test des 
comètes pour son application en biosurveillance environnementale, un étudiant de Master II (Mr Maxime 
Louzon) a été recruté sur la période février-juillet 2017 afin d’optimiser tout d’abord une technique visant à 
améliorer le débit analytique du test des comètes. En s’inspirant de la littérature, un système minigels 
(Medium Throughput Comet Assay) a été créé au sein de l’UMR-I 02 SEBIO (Figure 11) permettant la 
réalisation de 10 minigels par lame microscopique (au lieu de deux). La création du système minigels permet 
l’analyse d’un plus grand nombre d’individus, avec un volume nécessaire en cellules restreint, le rendant 
ainsi plus approprié pour les études de terrain, qui nécessite l’analyse d’un grand nombre d’individus. Ces 
travaux ont permis de valider le système minigels en laboratoire (par la comparaison des résultats entre le 
système 2 gels et minigels) et son application « terrain » dans le contexte d’une étude de transplantation de 
dreissènes dans des mésocosmes ou rivières artificielles contaminées en résidus médicamenteux (Projet 
Interreg France-Wallonie  « Diadem »).   
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Figure 11 : Photographie du système minigels pour le test des comètes (Medium Throughput Comet Assay). 

 

Le second objectif du stage de master II était d’optimiser une version « modifiée » du test des comètes 
sur les hémocytes de dreissènes, afin de le rendre plus sensible et spécifique d’un type particulier de 
dommages. Un traitement enzymatique par des endonucléases spécifiques, en l’occurrence par la 
formamidopyrimidine glycosylase (Fpg), appliqué après l’étape de lyse cellulaire, permet de révéler les 
lésions oxydatives des purines, telles que la 8-oxodG qui est la lésion oxydative majoritaire au niveau de 
l’ADN, ainsi que les fapy-guanine et fapy-adénine. Les travaux, en laboratoire, ont consisté à optimiser pour 
le « modèle » cellulaire d’intérêt, la nature du tampon de dilution de la Fpg et garantir son innocuité dans 
l’analyse de l’endommagement à l’ADN, ainsi que d’optimiser la concentration et le temps d’action de la 
Fpg. Le protocole, validé par l’utilisation en parallèle d’une lignée leucémique de monocytes humain (THP-
1), maintenue et utilisée au laboratoire comme standard méthodologique, a permis de mettre en évidence 1) 
un niveau basal de dommages oxydatifs à l’ADN des hémocytes de dreissènes plus important que pour les 
cellules de vertébrés, ce qui est conforme à la littérature chez les invertébrés ; et au niveau des hémocytes en 
lien avec leurs fonctions ainsi qu’ 2) une variabilité inter-individuelle des taux de dommages oxydatifs ; ce 
qui permettrait de mieux discriminer l’état de santé des individus, par l’état physiologique de leurs cellules-
hémocytes (Figure 12), en complément des approches immunitaires. 
 

 
Figure 12 : Variabilité inter-individuelle du taux de cassures de brins (sans Fpg) et de lésions oxydatives 

(purines oxydées – avec Fpg) de l’ADN des hémocytes de dreissènes maintenues en stabulation. 

 

Le dernier objectif du stage de master II était d’optimiser la mesure de la capacité des hémocytes à 
réparer les dommages à l’ADN par le test des comètes. Ce dernier offre l’avantage d’une évaluation 
phénotypique de la capacité et de l’efficacité de réparation, par comparaison aux techniques d’expression de 
gènes et/ou de mesures d’activités enzymatiques. Le Cellular Repair Assay consiste à mesurer la cinétique 
de disparition des dommages à l’ADN au cours du temps (Figure 13, gauche), après un traitement des 
cellules d’intérêt à un génotoxique caractéristique du mécanisme de réparation qui souhaite être étudié. Les 
premiers essais, qui ont porté sur la réparation des cassures de brins induits par le peroxyde d’hydrogène, se 
sont rapidement révélés assez complexes à interpréter, en raison de la différence de réponse des hémocytes 
de dreissènes (Figure 13, droite) au traitement génotoxique (induction de cassures de brins ET de dommages 
oxydatifs) par comparaison aux cellules de vertébrés (THP-1 avec uniquement une induction de cassures de 
brins).  
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Figure 13 : Principe du Cellular Repair Assay (gauche – tiré de Langie, 2015) et application aux hémocytes 

de dreissènes (droite). 

 

Des optimisations futures voir l’utilisation d’une autre approche visant à évaluer la réparation des 
dommages (in vitro BER-comet assay) restent encore nécessaires. Les résultats obtenus dans ce stage (i.e. 
système minigels, mise en évidence des lésions oxydatives par le test des comètes) sont prometteurs car ils 
permettront d’améliorer l’évaluation de la génotoxicité environnementale et confirmer l’intérêt des 
biomarqueurs autour des hémocytes et du « modèle » dreissène en biosurveillance environnementale. 
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