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CONTEXTE ET OBJECTIFS

CONTEXTE

MeSeine Innovation (programme R&D du réseau 2020) :

— Trois axes de recherche

tre nos riviéres franciliennes

Qualité physico-chimique et diversité biologique
P Micro-contamination des eaux de surface

Ecotoxicité et toxicité des eaux de surface

‘autrement les eaux de surface

Etudier la variation

spatio-temporelle
Innover dans le suivi de la qualité physico-chimique de IlécotOXi Clté et
et de la diversité biologique de I 3 d ive rs |té
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CONTEXTE ET OBJECTIFS

OBJECTIFS

» Acquisition d’un reférentiel de bioessais « de la cellule a
I’organisme » qui devra permettre d’'étudier I'influence du gradient de la
pression (amont-aval de la région parisienne), en tenant compte de la
variabilité temporelle (péeriode d’étiage et de crue).

» Etude de I’écologie microbienne de la Seine
« Connaitre les communautés microbiennes

« Etudier les variations spatio-temporelles de ces communautés
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PARAMETRES DE SUIVI ET D’EVALUATION : ECOTOXICOLOGIE

BIOESSAIS

Principe : exposer un organisme cible a un échantillon avec plusieurs gammes de concentration, dans des
conditions expérimentales bien deéfinies, proches des conditions naturelles de [’organisme. 1l permet ainsi de
déterminer une concentration toxique pour ’organisme, donc d’évaluer la toxicité potentielle d’une substance, un
éC h anti I I O n(Thybaud and Petit 1996) (Angerville 2009) (Perrodin and Donguy 2006)
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PARAMETRES DE SUIVI ET D’EVALUATION : ECOTOXICOLOGIE

BIOESSAIS : classification SIAAP

Activité métabolique Dysfonctionnements physio-pathologiques

(Perturbation endocrinienne, activité hormonale en lien
avec la reproduction, génotoxicité)

(mortalité, synthese cellulaire, production
énergie, alimentation)

Gnthése cellulaire et prolifération \ ﬁctivité hormonale a I’échelle de cellule \

Activités thyroidiennes, oestrogéniques, androgéniques, etc.

Perturbation endocrinienne a I'échelle de 'organisme

Production énergie et alimentation Axes thyroidien, oetrogénique, androgénique, etc.
De la prédiction a I'observation de la perturbation

Atteinte au génome
Dégdts a I’'ADN

Mortalité

\ / Qxicité organe-spécifique (neurotoxicité, etc.) /

i |

A l’échelle de la cellule ou de |'organisme
Algues, levures, bactéries, champignon, cellules humaines, etc.
Bl B Amphibien, poisson, crustacées, etc.

07/05/2020 Revue bibliographique




PARAMETRES DE SUIVI ET D’EVALUATION : COMMUNAUTES MICROBIENNES

ETUDE COMMUNAUTES MICROBIENNES

Définition

« La diversité microbienne peut donc étre définie comme la variabilité des
microorganismes vivant dans un écosysteme du point de vu du nombre des
especes, des genes et des traits fonctionnels présents »

Echelle temporelle
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PARAMETRES DE SUIVI ET D’EVALUATION : COMMUNAUTES MICROBIENNES

ETUDE COMMUNAUTES MICROBIENNES
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PARAMETRES DE SUIVI ET D’EVALUATION

Parametres
physico-
chimiques

[ Abondance ]

Cytométrie

Communautés
microbiennes

[ Fonction ]

[ Diversité ]

Biolog
(cycle C)

Activités
enzymatiques
(cycle N et P)

Séquencage
a haut débit
(Hllumina)

Bioessais

[

Dysfonctionnements
physiopathologiques

J

Activités
métaboliques

- Perturbation
endocrinienne

- Atteinte a I’ADN
- Neurotoxicité

- Prolifération/viabilité
- Alimentation
- Production énergeétique
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Echelle

CLASSIFICATION DES BIOESSAIS

Selon les dysfonctionnements physiopathologiqgues

Modele

Cellules HG5LN-TR

Nom du test

Toxicité

Specifité

Effets mesuré

Activation du récepteur humain aux stéroides

Type de mesure

Observations

(Plasmide) Test TR Perturbation thyroidienne in vitro thyroidiens (TR) (agoniste/antagoniste) 18 h Luminescence Tame water
cellules PALM . L. . Activation du récepteur humain aux :
Homme (Prostate) Test AR Perturbation endocrienne | Perturbation androgénique in vitro androgenes (AR) (agoniste/antagoniste) 18h Luminescence Tame water
cellules MELN . L. . Activation du récepteur humain o aux :
(Sein) Test ER Perturbation cestrogénique in vitro B e — 18 h Luminescence Tame water
, . Cellules sang . S - . . , .
A l'echelle Poisson de P.flesus Test des cométes Attteinte a I'ADN in vitro Cassures simple-brin de I’ADN 1h Epifluorescence Toxem
de la cellule :
Rat Cellules de foie Test des cometes Attteinte a I'ADN in vivo Cassures simple-double-brin ADN 48h Fluorescence Toxem
. p L L L Activité de substances d’essai clastogénes et L
Rat/homme Lymphocytes Test du micronoyau Genotoxicité Attteinte a 'ADN in vitro A 48-72h Mesure biométrique Toxem
aneugénes dans les cellules
Cellules ACHn (rénales) Test H2AX Attteinte a I'ADN in vitro Phosphorylation de I'histone H2AX 72 h Fluorescence Tame water
Homme
CEI.IUIBS.LSlMT Test H2AX Attteinte a 'ADN in vitro Phosphorylation de I'histone H2AX 72 h Fluorescence Tame water
(intestinales)
. - L Activité Androgénique de - NP . .
Saccharomyces Test YAS Perturbation androgénique in vitro Péchantillon 4-8 jours Densité optique Kit Xenometrix
Levures Cerevisia T v
Test YES Perturbation cestrogénique in vitro ACtIVIte’ ,0 estro.genlque de 4-8 jours Densité optique Kit Xenometrix
I’échantillon
. Perturbation Perturbation . . L nchronisation | m | . .
Crustacés Gamares femelles ertu b_at ° ertu t_)at ° Perturbation endocrienne in situ Synchro sat_o CRIE0: nue el 14-21jours Mesure biométrique Biomae
endocrienne endocrinenne croissance ovocytaire
} Amphibien Laves de Xenope Test XETA Perturbation thyroidienne in vivo LS el LI eEen 48-72 h Biomarqueur fluorescent Watchfrog
A l'echelle cerveau)
de Alevins de Médaka Test Radar Perturbation androgénique in vivo Intensité du signal fluorescent(rein) 72-96 h Biomarqueur fluorescent Watchfrog
' - Poisson . i . . S - . . .
I'organisme Alevins de Médaka Test Radar Perturbation cestrogénique in vivo Intensité du signal fluorescent (foie) 24 h Biomarqueur fluorescent Watchfrog
Bacterie Salmonella typhimurium Test d'Ames Génotoxicité mutation génétique 48H
Escherichia coli Sos Chromotest Altération de ’ADN in vitro Activité enzymatique B-galactosidase 3h Mesure biochimique Biomae
Gammares males Test Neurotoxité Neurotoxité in situ Activite enzyrlzltilr(]]t:ziﬁocnr;E (AL 7 jours Dosage biochimique Biomae
) — Toxicité organo-
a Tl R LIVE/DEAD sperm viabili g R A —— " . . —_— e
Crustaces Gammares males &l ksife ATy spécifique Spermatogenése in situ Quantification des spermatozoides 7-15 jours | Meéthode de numération | validé par IRSTEA
Gammares femelles Mue et reproduction Repoduction (fécondité) Stade de mue et fécondité 14-21 jours Mesure biométrique Biomae
waﬂmﬂ y

Innovauon



elon les act

Echelle

CL

Modele

Genre

lignée cellulaire

Nom du test

Specifité

Mode

Durée

ASSIFICATION DES BIOESSAIS
(U C

Effets mesuré

Type de
mesure

Observations

Truite (poisson) RTG-2 de Tes'_[ s Vertébrés in vitro 24 h V'ab'“.te Fluorescence Toxem
' cytotoxicite cellulaire
A l'echelle gonades
de la cellule . Production
Cellules humaine Cellules e . . . .
Homme - Vertébrés in vitro 24 h energetique Luminescence Tame water
PBMC humaines
(Atp).
Bacterie Escherichia coli Bacterie Bdelin el in vitro 7h Pro|_|fer_a_t|9n/ Absorbance Tame water
procaryotes Viabilité
Algue Chlan:\ydom(_)_nas Algue PSR in vitro 48 h Prol_lfer_a_tl(,)n/ Absorbance Tame water
reinhardtii eucaryotes Viabilité
Champignon Septoria tritici Champignon Décomposeurs in vitro 7] Prol_lfer_a_tl'on/ Absorbance Tame water
eucaryotes Viabilité
Levure Sacchar_or_nyces Levure Décomposeurs in vitro 24 h Prol_lfer_a_tlf)n/ Absorbance Tame water
cerevisiae eucaryotes Viabilité
Gammares males| Alimentation Invertébrés in situ 7 jours , _Taux . . Mesu_re Biomae
d'alimentation biometrique
Crustacés Gammares males Survie Invertébrés in vivo 7 jours Survr:lf)r(t;;ia;z;( ge Numeération Biomae
Gammares Survie Invertébrés in vivo 21 jours survie ( T.alfx de Numération Biomae
femelles mortalité)
Production
Algue Chlan_1yd0m0_|j1as Algue LIS in vitro 48 h energetique Absorbance Tame water
reinhardtii eucaryotes 2
(Photosystéme)
Essai normalisé
A l'echelle . Daphnia magna Survie o . . . . numération des NF ISO/FDIS
de Crustacés Strauss Reproduction Invertébrés in vitro 21 jours Reproduction daphnies jeunes 10706, 1999
I'organisme /OCDE 211
. I s Essai normalisé
Crustacés Daphnia magna Inh'b't'(.)r} (Ele 2 Invertébrés in vitro 24-48 h Inh'b'tlo.n. d,e 2 Mobilité Norme NF ISO
Strauss mobilité mobilité
6341 1996
Inhibition de croissance de
3 Ceriodaphnia croissance de cosommateur . . . . . NF ISO 20665 :
Crustacé H A in vitro 7 jours population et Numeration
Dubia population et . 2008
. reproduction
reproduction
Inhibition de la . .
Pseudomonas croissance de croissance de la ST Ll B
Bacterie utida Pseudomonas Décomposeur 72 h obulation Norme NF ISO
p ! pop 10712 1996
putida
Inhibition de la
Pseudokirchneri cr0|ssan(_:e de Producteurs croissance de la . NF EN ISO 8692
Algue . Pseudokirchn 72 h . Numeration
ella subcapitata A population OCDE 201
| eriella
subcapitata
. - . Essai normalisé
Bacterie Vibrio fischeri Essa_l SRS NI in vitro 15-30 min Inh'b.'tlon e Luminescence NF EN ISO
luminescentes eucaryotes luminescence

11348-3




TECHNIQUES DE MESURE DES COMMUNAUTES MICROBIENNES

Abondance Gaine liquide Photomultiplicateur

dentrainement

Principe cytométrie en flux

Les particules contenues dans I'échantillon
sont séparées et alignées par un systeme
de de focalisation hydrodynamique grace au
liquide de gaine.

Les cellules vont passer devant le laser.
Elles diffusent alors les photons de ce
dernier, sous des signaux lumineux dont
I'intensité est variable.

(Guiselin 2010) (Helmi 2016) (Cellamare 2005)

Cytometre en flux
@88 I e (Philippe Métézeau, Philippe Vielh 2001)
16


https://www.jle.com/fr/recherche/recherche.phtml?dans=auteur&texte=Philippe+M%C3%A9t%C3%A9zeau
https://www.jle.com/fr/recherche/recherche.phtml?dans=auteur&texte=Philippe+Vielh

TECHNIQUES DE MESURE DES COMMUNAUTES MICROBIENNES

Sequencage a haut débit ILLumina

» Extraction d’ADN

» Amplification de ’'ADN par PCR

» Sequencage a haut débit : illumina

» Traitement bio-informatique des données

» Traitement biostatistique

ﬂ Innovation
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Pour le séquencage, 4 nucléotides (A, C, G, T) présentant des caractéristiques spécifiques, vont étre incorporés au milieu. L’extrémité 3'OH de ces nucléotides est désactivée, et
marquée par des fluorochromes spécifiques a chaque nucléotide. Chaque nucléotide aura une couleur spécifique a elle. Une ADN polymérase va insérer ces nucléotides au brin

complémen

Innovation

ire des amplicons. Apres excitation par un laser, la fluorescence émise par chaque cluster est récupérée et la premiére base est lue. Et ainsi de suite, I’opération
se pour tous les clusters présents sur la plaque séquence (Ona-Nguema et al. 2015) (RAOUS 2013).
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