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Contexte : des bioessais pour évaluer la qualité chimique des mili

Limites de I'approche « par substances » pour qualifier la qualité chimique
/ Cible un nombre restreint de substances prioritaires vs complexité des contaminations
/ Non prise en compte d’effets de mélanges
- Besoin de methodes/strategies plus intégratives

Les méthodes basées sur les effets biologiques (bioessais) = approches complémentaires a
la chimie pour évaluer la qualité chimique des milieux

/ Intégratives: prise en compte des substances connues et inconnues, et de leurs interactions
potentielles

/ Information qualitative (mode d’action toxique) et quantitative (équivalents-toxiques)

/ Considérées dans la DCE : DG-ENV/WG-Chemicals/sous-groupe EBM; France: GTN sur les
Bioessais

Besoin de les évaluer dans un contexte opérationnel de surveillance - Etudes de
démonstration dans le cadre du RSP et AQUAREF

/ Eprouver leur applicabilité pour la surveillance chimique : échantillonnage, mise en ceuvre,
interprétation

/ Recommandations pour la surveillance
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Bioessais In vitro basés sur le mode d’action des substances :

une démarche bio-analytique
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Bioessais In vitro basés sur le mode d’action des substances :

une démarche bio-analytique
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Etude de démonstration : démarche generale

20 sites
Réf (3), ESU (14), eaux coétieres (3)

@ Site Bassin  Station Pression
¢ Allier LB Reference /
Boralde AG Reference /
Luech RMC Reference /
Jalle AG ESU A
Hers mort AG ESU U-I1-A
¢ Tolzac AG ESU A
Escaut AP ESU U-1-A
Clain LB ESU U-1-A
° : Vilaine LB ESU U-1-A
vy I \ Ny Rosselle RM ESU U-1-A
Y T T < \3!’4/’ ﬁj) AR ,,{:::; | Souffel RM ESU U-1-A
Z NN YT Gier RMC ESU U-I
f o Paco =~ A A(PUAREF R
w ,  we w0 Lazaret RMC Eau cétiere U-H
Tréboul RMC ESU I-A
Antifer SN Eau cotiere U-H
RSP: Etude DEMO-EIP, campagnes 2017-2018 lton SN ESU U-A
Pérou-Peres DROM ESU Faible
Gd Gallion DROM ESU Faible
Ftang du Gol DROM Eaucétiere  Faible
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Etude de démonstration : démarche generale

20 sites
Réf (3), ESU (14), eaux cotieres (3)

Ponctuel Silicone (SR) POCIS
(phase dissoute, (semi-polaires (polaires >
TO et T15) = apolaires) semi-polaires)

Bioessais in vitro

—> Diagnostic perturbateurs endocriniens (ER,
AR, GR), HAP-L et dioxin-like (AhR)

- Distribution entre eau vs. EIP
- Proposer un classement des sites

Impact a I’échelle de I'organisme . l Comparaison avec la chimie
—> Activité estrogenique in vivo . - Hormones cestrogénes
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Profils d’activités in vitro : eaux ponctuelles

k A A : Valeurs de BEQ
b K PONCTUEL en ng Ref-Eq/L

ER GR AR HAPL DL B |

min max

Allier (ref)

Boralde (ref) Cases blanches = activité non
Luech (ref) détectée

Antifer Cases hachurées = pas de

Clai donnée
ain o o , n.c = non calculables
Escaut —> Activités les plus frequentes

Gier | nc. : ER et HAPL

Hers mort S GRS i
lton e : site spécifique

n.c. "
Jalle o (pharma?)

ngaret - AR/aAR : non détectées
Risle
Rosselle n.c.
Souffel n.c.
Tolzac

Tréboul
Vilaine n.c.
Etang du Gol
Grand Galion

Pérou-peres
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Profils d’activités in vitro
passifs (EIP)

A ) ,55",

. 2.\ R * S Valeurs de BEQ
. DE  porm PONCTUEL POCIS SR en ng Ref-Eq/L
ER GR AR HAPL DL ER GR AR ER GR AR aAR HAPL DL B |
Allier (ref) e e
Boralde (ref) Cases blanches = activité non
Luech (ref) détectée
Antifer ne. Cases hachurées = pas de
) donnée
Clain - n.c = non calculables
Escaut
Gier |
Hers mort
Ilton s ne. > ER : POCIS > Eau > SR
Jalle n.c.
| azaret - HAPL et DL : SR > POCIS >
. Eau
Risle
Rosselle e . > GR:EauvsAR : EIP
Souffel n.c. n.c.
Tolzac
Tréboul n.c.
Vilaine n.c. n.c. -
Etang du Gol
Grand Galion
Pérou-peéres INE-RIS
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Profils d’activités in vitro :
passifs (EIP)

Prélévement
ponctuel (phase

dissoute)
Intégration dans le temps Non Oui Oui max
Allier (ref)
Eszfz((;()éfl Capacité de concentration de Stivité no
I’échantillon (facteur

Antifer e ( : + (50 X) ++ (200 X) +++ (>1000 X) |pasde
Clain d’enrichissement maximal .
Escaut testé dans les bioessais)
Gier Q ; Semi-

uantification dans I’eau Oui L Oui
:;':r':s mort guantificatif <

Eau > SR
Blancs

Jalle Blancs SPE Blancs o ——
Lazaret : . . : preparation + P
Risle QA/QC (blancs) marginalement actifs extraction actifs terrain:
Rosselle sur ER sur HAPL « Propres » R:EIP
Souffel ER
Tolzac ER HAPL
Tréboul oL . GR
Vilaine Activites mesurees AE AR DL
Etang du Gc AR (GR) aAR
Grand Galio HAPL

Pérou-péres AQUAREF INERIS
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Activité in vitro : quelle information sur le risque?

Cas de l'activité estrogénique

‘ Calcul de Quotients de risque (RQ)

BE
— BEQ RQ = BEQ
VS
(ng E2-Eq/L)
Allier (ref)
Boralde (ref) <0,06
Luech (ref) : .
A 0.22 Valeurs seuils (VS):
Clain 1,28 .
Escaut <0.04 0,56 ng E2-Eq/L (Brion et al
Gier E7E 2019)
Hers mort <0,04 >
Iton 0,38
Jalle 1,63
Ili?szlzret 8’32 Kase et al 2018 : 0,4 ng/L
Rosselle 2.92 Escher et al 2018: 0,37 ng/L
Souffel 1,25 Jarosova et al 2014: 0,3 ng/L
Tolzac <0,06 Van der oost et al 2017: 0,5 ng/L
Tréboul 0,60
Vilaine 3,20
Etang du Gol <0,05
Grand Galion <0,01
Pérou-péres <0,01
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Activité estrogenique : in vitro vs in vivo

EASZY bioassay = Detection of Endocrine Active Substance, acting through estrogen receptors,
using transgenic cyp19alb-GFP Zebrafish EmbrYos

(Brion et al. 2012)
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Activité estrogenique : in vitro vs in vivo

Action européenne SPI-« Steroid estrogen
monitoring using effect-based and chemical analyses» -
33 eaux de surface et eaux usées
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Activité estrogenique : in vitro vs in vivo

Action européenne SPI-« Steroid estrogen
monitoring using effect-based and chemical analyses» -
33 eaux de surface et eaux usées
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RSP 2018

In vivo In vitro

Sites EASZY RO MELN

Gier
Vilaine
Souffel

Jalle

Iton
Antifer

Risle

Pérou-peres
Grand Gallion

Pertinence du risque associé a la mesure
in vitro au regard d’un effet in vivo chez

le poisson RIS
13 A\VUAﬂtr
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Activité estrogénique : in vitro vs analyses hormones

RQ- RQ-
Chim Bio

Bioessai in vitro vs analyses hormones (E1, E2, EE2)
réalisées par le LNE

Pérou-Péres TO
Pérou-Péres T15
Grand Gallion TO

Grand Gallion T15
B TEQ-Bio Souffel TO
Souffel T15

Ilton TO

15
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1 Risle T15
.\'&
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Estrone (E1) = principal contributeur TES;?CTE

En accord avec études en Europe (Neale

et al 2015, Kase et al 2018) Classification similaire des sites par

les hormones oestrogenes et par le
bioessai in vitro

Ineris — RSP 23/03/21 - Bioessais 14

pour un dévelappement duratie |



Valeurs seuils in vitro toutes activités

Activité Valeur seuil pour le Valeur seuil pour un Réference
in vitro bioessai utilisé bioessai analogue
0,56 ng E2-Eq/L :
ER (MELN) Brion et al 2019
10 ng DHT-EqQ/L
AR (MDA-kb2) Escher et al 2018
3,46 ug FLU-Eq/L )
aAR (MDA-kb2) Escher et al 2018
Pas de valeur seuil proposee 100 ng DEX-Eq/L
GR pour le bioessai MDA-kb2 (GR-CALUX) Van der Qost et al 2017
150 ng BaP-Eq/L
(PAH-CALUX) Van der Oost et al 2017
Pas de valeur seuil proposée 62,5 ng BaP-Eqg/L
HAPL pour le bioessai PLHC-1 (PAH-CALUX) De Baat et al 2020
6.2 ng BaP-Eq/L Escher et al 2018
(PAH-CALUX)
Pas de valeur seuil proposée 0,05 ng TCDD-Eqg/L
DR pour le bioessai PLHC-1 (DR-CALUX) Van der Oost et al 2017

Ineris — RSP 23/03/21 - Bioessais
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ER GR AR aAR HAP DL >RQ

Gier 118,0 |
Rosselle 14,0
Vilaine Fi15
Jalle 114

Iton 11
Souffel a4
Clain Il 36
Tréboul I 15
Lazaret Il 14
Gd Gallion | 0,9
Etang Gol | 09
Boralde (ref) | 08
Pérou-péres | 08
Tolzac | 07
Risle | 0,7
Hers mort | 05
Escaut | 0,4
Antifer | 0,4
Allier (ref) | 0,3
Luech (ref) 0,2
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ER GR AR aAR HAP DL >RQ

Gier Il 36
Rosselle 26,9 |
Vilaine 1251

Jalle Il 25

lton I 30
Soulffel b1

Clain | 04
Tréboul I 1,2
Lazaret | 0,8

Gd Gallion | 08
Etang Gol | 06
Boralde (ref) I 1,3
Pérou-péres I 11
Tolzac | 0,6
Risle | 04

Hers mort | 14
Escaut 18,2
Antifer I 1,0
Allier (ref) | 04
Luech (ref) [l 43
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Classement des sites sur la base de dépassement de valeurs se

Quotients de risques: RQ = BEQ,,/valeur seuil, RQ>1 Il RQ<1 I

ER GR AR aAR HAP DL YRQ

Gier
Rosselle
Vilaine Fi15
Jalle 114
Iton 11
Souffel a4
Clain I36

14,0

Tréboul I 15
Lazaret Il 14

Gd Gallion | 0,9
Etang Gol | 09
Boralde (ref) | 08
Pérou-péres | 08
Tolzac | 07
Risle | 0,7

Hers mort | 05
Escaut | 0,4
Antifer | 0,4
Allier (ref) | 0,3
Luech (ref) 0,2
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ER GR AR aAR HAP DL >RQ

Gier Il 36
Rosselle 26,9 |
Vilaine 1251

Jalle Il 25

lton I 30
Soulffel b1

Clain | 04
Tréboul I 1,2
Lazaret | 0,8

Gd Gallion | 08
Etang Gol | 06
Boralde (ref) I 1,3
Pérou-péres I 11
Tolzac | 0,6
Risle | 04

Hers mort | 14
Escaut 18,2
Antifer I 1,0
Allier (ref) | 04
Luech (ref) [l 43

*Etude DEMO-NTS (Rapport
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Conclusions

Pertinence des outils bio-analytiques : A@UAREF INERIS
Renseigner de la contamination par les PE et les DL
Prioriser les sites en fonction du risque (valeurs seuils) — -y
urveillance prospective : Apport des
" . bioessais pour I’évaluation de la qualité
Identifier des sites hotspots et tracer les sources chimique des milieux aquatiques

Apport des EIP pour revéler certains sites actifs (Hers, Escaut) ou
activités (POCIS : ER et AR, SR: HAPL)

S. Ait-Aissa, C. Chardon, F. Brion

Recommandations pour leur application en contexte de .
surveillance (cf rapport) : N
apport final

Stratégie d’échantillonnage et de bioessais

En partenariat avec

Contréle qualité: importance des blancs

Développements futurs mener T LINE Ot

Développement de I'approche in vitro / in vivo : raffiner certaines
valeurs (activite HAPL) et les challenger expérimentalement

Etendre la stratégie bio-analytique a d’autres bioessais basés sur
le mode d’action des polluants. selim.ait-aissa@ineris.fr
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