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Résumé

La santé environnementale a toujours €t¢ menacée par la bioaccumulation de métaux
lourds dans 1’écosystéme terrestre, affectant sa qualité et sa sécurité. L’escargot terrestre Helix
aspersa, est considéré comme un bioindicateur de la pollution du sol, car il accumule de fortes
concentrations de certains éléments traces métalliques (ETM) dans son corps. Le but de cette
¢tude est d’évaluer les effets des rejets métalliques libérés par le complexe « SPA Bordj
Steel » comparé au site témoin « Erbea » sur 1’escargot Helix aspersa durant une exposition
de quatre semaines in situ sur les deux sites. Les résultats obtenus ont mis en évidence une
réduction significative de la croissance des escargots, a travers une diminution du poids
moyen et du diamétre de la coquille. D’autre part, nous avons noté¢ une diminution du poids
moyen des organes (hépatopancréas et rein). L’étude des biomarqueurs a montré un état de
stress oxydatif chez Helix aspersa qui s’est manifesté par une diminution du taux de GSH

ainsi qu’une induction significative des activités enzymatiques (GST et CAT).

Mots clés : Helix aspersa, CAT, GST, GSH, Bioaccumulation, ETM, Biomarqueurs,

Bioindicateur.



Abstract

Environmental health has always been threatened by the bioaccumulation of heavy metals in
the terrestrial ecosystem, affecting its quality and safety. The terrestrial snail Helix aspersa , is
considered as a bioindicator of soil pollution, because it accumulates high concentrations of
certain metallic trace elements (ETM) in its body. The aim of this study is to assess the effects
of metal releases from the " SPA Bordj Steel" complex, compared to the Erbea control site on
the Helix aspersa snail during a four-week in situ exposure at the industrial site. The results
showed a significant reduction in snail growth, through a decrease in mean weight body and
shell diameter. On the other hand, we noted a decrease in the average weight of organs
(hepatopancreas and kidney). The study of biomarkers showed a state of oxidative stress in
Helix aspersa which was manifested by a decrease in the level of GSH as well as a significant

induction of enzymatic activities (GST and CAT).

Keywords: Helix aspersa, CAT, GST, GSH, bioaccumulation, ETM, biomarkers,

bioindicator.
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INTRODUCTION

1. Introduction

Depuis de nombreuses décennies, une préoccupation croissante émerge concernant
l'augmentation des niveaux de polluants dans I'environnement a I'échelle mondiale. Cette
préoccupation découle du déversement quotidien d'une grande diversité de substances
chimiques dans les milieux naturels, dont la plupart sont reconnues comme persistantes,
bioaccumulables et hautement toxiques (Miet, 2008). Cette augmentation de la pollution est
directement attribuable a I'essor rapide et souvent anarchique des activités industrielles et
agricoles, en plus d’un rythme fortement accéléré de la croissance démographique (Bahroun
et Kherici, 2011). A long terme, cette pollution diffuse a des conséquences néfastes et
irréversibles sur l'environnement et la santé des populations exposées, perturbant ainsi le

fonctionnement des systemes biologiques a différents niveaux (Grand et al., 2012).

Les métaux lourds comptent parmi les polluants les plus préoccupants en raison de leur
forte persistance dans I’environnement et leur toxicité prononcée (Zorrig, 2004).
Contrairement aux polluants organiques, les métaux lourds ne se dégradent pas une fois
introduits dans l'environnement et ne sont pas éliminés par les processus chimiques ou
biologiques (Ayangbenro et Babalola, 2017). Leurs concentrations ont, par conséquent,
tendance a augmenter progressivement dans les différents compartiments des écosystémes en
particulier dans le sol, qui joue un réle crucial en tant qu’interface environnementale face aux

principales pollutions d’origine humaine (Calvet, 2003 ; Zorrig, 2004).

La contamination des sols par les métaux lourds peut étre d’origine naturelle ou
anthropique. Parmi les principales sources, les activités métallurgiques telles que les activités
miniéres, les fonderies et I’industrie métallurgique occupent une place prépondérante. Les
pratiques agricoles telles que I'utilisation de fertilisants et de pesticides ainsi que 1’épandage de
boues des stations d’épuration, le trafic routier et I’incinération des déchets constituent
également des sources significatives de pollution (Adriano, 2001 ; Merian et al., 2004 ;
Ramade, 2007).

L’accumulation des métaux lourds dans le sol a souvent des répercussions nefastes sur
la santé des organismes vivants. Ces effets, variant selon les concentrations et la durée
d'exposition, induisent de nombreuses altérations biologiques allant du niveau moléculaire
jusgu'aux communautés et écosystemes (Grara et al., 2015). Toutefois, les organismes en
contact continu avec ces éléments dans le sol développent divers mécanismes de résistance, tels

que l'accumulation et la detoxication, leur permettant de s'adapter a cette contamination. Ils sont
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donc considérés comme de bons bio-indicateurs de la qualité des sols. Ainsi, plusieurs especes
animales et vegétales sont utilisées pour la biosurveillance et la bioremédiation des sols
contamines par les métaux (Hooda, 2010 ; Kabata Pendias, 2011 ; Alloway, 2013). Ces bio-
indicateurs fournissent des informations sur I'état de santé de leur habitat, que ce soit par
I'accumulation de micropolluants dans leurs organes ou par la variation de plusieurs processus
physiologiques sensibles aux xénobiotiques (Viard-La Rocca, 2004). Le choix de I’espece
bioindicatrice repose sur divers criteres, tels que le cycle de vie, la facilité d’échantillonnage,
d’¢levage et de manipulation au laboratoire, I’abondance dans le milieu naturel et la simplicité

d’identification ainsi que la résistance ou la sensibilité aux polluants (Lower et Kendall, 2018).

Au cours de ces derniéres années, un intérét grandissant est porté a la faune du sol, en
particulier les invertébrés, du fait de leur abondance et leur réponse trés rapide face aux
perturbations du sol (Mclintyre et al., 2001 ; Santorufo et al., 2012). Parmi les invertébrés
terrestres, les escargots sont considérés comme d’excellents bio-indicateurs (Gimbert, 2006).
IIs jouent un réle crucial en intégrant diverses sources et voies de contamination, et se
caractérisent par une capacité significative de tolérance et de bioaccumulation de nombreux
polluants organiques et inorganiques (Coeurdassier et al., 2001 ; Sverdrup et al., 2006). De
plus, ils occupent une position privilégiée a I'interface sol-plante-atmosphere contribuant ainsi
au transfert des polluants du sol et/ou des plantes aux prédateurs (Barker, 2001 ; Scheifler et
al., 2002 ; Notten et al., 2005).

En raison de sa densité élevée, I'escargot terrestre appartenant a I’espéce Helix aspersa,
est le modéle animal le plus fréquemment utilisé (Gomot-De Vaufleury et Pihan, 2000). Il
peut entrer en contact avec des polluants par voie aérienne, digestive et via le sol. Il a donc la
capacité de stocker ces polluants dans son corps, principalement dans son pied et ses visceres.
Par conséquent, 1’escargot Helix aspersa représente un choix idéal pour les tests d'écotoxicité
ex situ en laboratoire, ainsi que pour les tests in situ dans des conditions naturelles (Gomot-De
Vaufleury et Pihan, 2000 ; Scheifler et al. 2002 ; Viard-La Rocca et al., 2004 ; Regoli et al.
2006; Fritsch et al., 2011 ; Pauget, 2012 ; Louzon et al. 2020).

Les capacités de bioaccumulation des polluants chez les escargots terrestres sont
exploitées pour étudier I'historique d'un écosystéme a travers la biosurveillance active ou
passive des sites contaminés. La biosurveillance passive consiste a prelever des organismes
indigénes qui sont exposés de maniére chronique aux contaminants sur les sites pollués. Dans
ce cas, les mesures portent sur une exposition chronique, permettant ainsi une intégration

temporelle des phénoménes d'exposition et d'effets, facilitant I'étude des réponses des
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organismes dans des conditions écologiquement représentatives. Cependant, il est difficile de
déterminer avec précision le moment et/ou le lieu de I'exposition au polluant. En revanche, la
biosurveillance active implique I'exposition d'organismes sains sur le site contamine.
L’avantage que présente cette approche est la connaissance de 1’historique biologique des
individus, leur &ge et d'autres caractéristiques individuelles pouvant influencer le niveau
d'expression du parametre mesuré. De plus, la connaissance du lieu et de la durée d'exposition
rend plus aisée 1’explication des réponses observées et 1’évaluation de la relation dose/réponse
(Viard-La Rocca, 2004 ; Fritsch, 2010).

C’est dans ce contexte, que s’inscrit notre travail visant a utiliser 1’escargot terrestre
Helix aspersa comme bio-indicateur dans le cadre d’une biosurveillance active. Dans cette
étude, les escargots ont été implantés sur un site industriel contaminé situé a proximité du
complexe SPA Bordj Steel, spéecialisé dans la construction métallique. L'objectif principal de
notre recherche est d'évaluer les effets de la pollution métallique, en conditions reelles, sur la
croissance et la physiologie de cette espéce, reconnue pour sa forte capacité de bioaccumulation
des éléments traces métalliques (ETM).

La structure du manuscrit suit le plan décrit ci-apres :

- Dans un premier temps, I’introduction générale récapitule les connaissances actuelles sur
I'origine des micropolluants et leurs impacts environnementaux, puis se penche sur l'utilisation

d'organismes bioindicateurs pour la surveillance écologique des sites pollués.

- La section Matériel et Méthodes débute par une présentation de 1’escargot Helix aspersa, puis
aborde la localisation des sites d'étude selectionnés. Ensuite, la démarche expérimentale de la
biosurveillance active en microcosme ainsi que les différentes techniques utilisées dans cette

étude sont décrits.
- Les résultats obtenus dans ce travail sont ensuite interprétés puis discutés.

- Finalement, une conclusion générale et des perspectives futures viennent cléturer notre

manuscrit.







MATERIEL ET METHODES

2. Matériel et méthodes

Notre travail a été mené au sein du laboratoire de chimie du Département des Sciences

Biologique a I'Université Mohammed El Bachir El Ibrahimi de Bordj Bou Arréridj.
2.1. Matériel biologique

Notre choix s’est porté, dans cette étude, sur 1’escargot Helix aspersa (Mdiller, 1774),
également connu sous le nom de Cantareus aspersus, Cornu aspersum et Criptomphalus
aspersus (Barker, 2001) (Figure 1). Cette espece est caractérisée par son abondance dans le
Nord-Est Algeérien, et son aptitude a s’adapter aux variations du milieu naturel (Belhiouani et
al., 2019). De plus, elle est reconnue pour ses capacités significatives en matiére de
bioindication et de bioaccumulation. Etant une espéce comestible, Helix aspersa nécessite donc

une surveillance particuliére.

2.1.1. Présentation et classification de I’espéce Helix aspersa

Helix aspersa, communément appelé escargot de jardin ou escargot Petit gris, est un
gastéropode terrestre appartenant a l'ordre des mollusques, caractérisé par son corps mou
(dépourvu de squelette). Il fait partie de la classe des gastéropodes, ou sa masse viscérale est
torsadée de 180° par rapport a son pied, entrainant une asymétrie de certains de ses organes
(Bonnet et al., 1990). Son poumon, également appelé cavité palléale le place dans le superordre
des pulmonés. Classé dans I'ordre des Stylommatophores, ses tentacules oculaires sont pourvus
d'yeux a leur extrémité. Sa famille est caractérisée par sa capacité a se rétracter dans une
coquille en spirale, généralement orientée dans le sens des aiguilles d'une montre (Pirame,

2003). Sa position systématique selon Bonnet et Vrillon (1990) est la suivante :

- Regne : Animal

- Embranchement : Mollusques

- Classe : Gastéropodes

- Sous classe : Euthyneurs

- Super ordre : Pulmonés

- Ordre : Stylommatophores
- Famille : Helicidaes

- Genre : Helix

- Espéce : Helix aspersa (Muller, 1774).
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Figure 1 : L’escargot terrestre Helix aspersa (photo personnelle).
2.1.2. Description morphologique de I’espéce Helix aspersa

Helix aspersa présente un corps mou brunétre, enveloppé d'un mucus visqueux, et d’une
coquille de couleur créeme ornée de rayures spiralées brunatres (Ben Belouar et Bergheul,
2022).

- La coquille : représente environ le tiers du poids total de I'escargot et joue un réle essentiel
dans I’identification des différentes espéces (Karas, 2009). Les glandes produisant la coquille
sont présentes le long du bord d'un tégument qui recouvre la masse viscérale appelé le manteau
(Kiddy, 1999). De nombreuses stries de croissance paralléles sont présentes sur la surface de
la coquille, représentant les différentes étapes de la croissance de I'escargot. De trois a quatre
spirales sont également présentes autour d'un axe dextre, partant du sommet de la coquille
nommé apex. Le cOne calcaire qui forme la coquille est entouré d'un axe plein appelé la

columelle (Figure 2) (Dallinger et al., 2001).
- Le corps : se compose de trois parties distinctes : la téte, le pied et la masse viscérale.

» La téte : est dotée de deux paires de tentacules rétractiles, les plus grands sont munis
d’yeux a leurs extrémités, tandis que les plus petits jouent un rdle tactile. Sous les
tentacules, se trouve la bouche, comprenant une machoire supérieure et une langue
coiffée d'une lame, dite radula. Cette derniére est constituée d'un ruban flexible,
comportant plusieurs rangées transversales de minuscules dents chitineuses (Cosel,
1992). L'orifice génital est situé du c6té droit en arriere de la téte (Figure 3) (Bonnet,
1990).
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» Le pied : Le pied de l'escargot soutient son corps et lui permet de se déplacer par
reptation. Sur sa partie inférieure se trouvent des glandes qui secretent en permanence
un mucus sur le support, laissant ainsi une trace brillante. Dans la partie supérieure du
pied, pres du bord de la coquille, se trouvent deux ouvertures : l'orifice respiratoire
(Figure 4) et I'anus (Bonnet, 1990 ; Beeby et Richmond, 2011).

» La masse viscérale : est recouverte du manteau et est entierement logée a I’intérieur de
la coquille ; elle comporte les organes respiratoires, circulatoires, digestifs et
reproducteurs. Entre la coquille et la partie interne du manteau se trouve la cavité
palléale, ou se déroule la fonction respiratoire. Cette cavité renferme le poumon, qui

assure la respiration aérienne chez les escargots (Figure 3) (Bonnet, 1990).
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Figure 2 : Dessin schématique d’une coquille d’escargot du Genre Helix (Aubert, 1995).

Figure 3 : Morphologie externe de 1’escargot petit gris (Helix aspersa) (Kerney et al., 2006).
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Figure 4 : Orifice respiratoire chez I’escargot (Pol, 2006).
2.1.3. Anatomie générale
» Systéme respiratoire et circulatoire

Le cceur représente 1’élément principal de I'appareil circulatoire (Belhaouari, 2012). Il
se compose d'une oreillette antérieure et d'un ventricule postérieur (Chevalier, 1992 ; Pirame,
2003 ; Larbaa, 2014). Le transport de 1’oxygene dans I'hémolymphe (le sang) est assuré par
I'némocyanine, qui est incolore sous sa forme désoxydée et bleue sous forme oxydée.
L hémolymphe est propulsé dans le réseau artériel par le biais de deux aortes (Barker, 2001 ;
Adamowicz et Bolaczek, 2003 ; Larbaa, 2014). Le pied est alimenté en sang par l'aorte
antérieure, tandis que le tortillon I’est par I'aorte postérieure (Daguzan, 1983 ; Barker, 2001 ;
Larbaa, 2014). Le poumon, constitué de I'épithélium palléal, est irrigué par les vaisseaux
pulmonaires et I'air circule a travers le pneumostome en contractant son ouverture. L'escargot
posseéde également une respiration cutanée, absorbant I’eau a travers les pores de sa peau
(Chevalier, 1992 ; Barker, 2001) (Figure 5).

» Systeme digestif

Le tube digestif forme une boucle en « VV » qui rameéne I'anus vers l'avant. La bouche
est prolongée par un bulbe buccal a l'intérieur duquel se situe I’appareil radulaire (Chevalier,
1992 ; Larbaa, 2014). Ce dernier comprend la radula, une structure activée par une masse
musculaire robuste (Chevalier, 1992 ; Barker, 2001). Deux glandes salivaires sont situées a
I’arriére du bulbe buccal. Ce bulbe est prolongé par un cesophage qui s’élargit pour former un
estomac, puis se poursuit par un intestin qui effectue une double circonvolution autour de
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I'népatopancreas et se termine au niveau de I'anus (Daguzan, 1983 ; Pirame, 2003 ; Larbaa,
2014). L'élimination des déchets est assurée par le rein (également appelé 1’organe de Bojanus)
et l'intestin (Figure 5) (Chevalier, 1992 ; Barker, 2001).

» Systeme nerveux

Il comprend le systeme nerveux sympathique et central. Le systéme nerveux
sympathique est composé d'une paire de ganglions buccaux situés en dessous du bulbe buccal.
Ils sont connectés par deux cordons nerveux aux ganglions cérébroides et assurent l'innervation
de la majeure partie du tube digestif. Le systéme nerveux central, quant a lui, est localisé dans
la région céphalique et se présente sous la forme d'une série de ganglions formant un double

collier péri-cesophagien (Figure 5) (Chevalier, 1992 ; Pirame, 2003 ; Larbaa, 2014).
» Appareil reproducteur

L'escargot est hermaphrodite, avec un systeme génital complexe occupant une grande
partie de sa cavité viscérale, composé d'une partie initiale hermaphrodite, une partie
intermédiaire avec les voies méle et femelle, et une partie terminale ou ces voies se rejoignent
pour former un orifice génital commun (Figure 5) (Chevalier, 1992 ; Barker, 2001 ; Larbaa,
2014).

Figure 5 : Anatomie de I’escargot Helix aspersa (Quibik, 2007). 1: Coquille. 2:
Hépatopancréas. 3: Poumon. 4: Anus. 5: Pore respiratoire. 6: (Eil. 7: Tentacule. 8: Cerveau.
9: Conduit salivaire. 10: Bouche. 11: Panse. 12: Glande salivaire. 13: Orifice génital. 14:
Pénis. 15: Vagin. 16: Glande muqueuse. 17: Oviducte. 18: Sac de dards. 19: Pied. 20:
Estomac. 21: Rein. 22: Manteau. 23: Cceur. 24: Canal déféerent.
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2.1.4. Biologie de I’espéce (Helix aspersa)
2.1.4.1. Alimentation

L'escargot Helix aspersa se nourrit de divers végétaux et fruits. Son régime alimentaire
varie en fonction des plantes qui colonisent le milieu (Chevalier et al., 2001). 1l peut attaquer
les plantes cultivées dans les jardins, entrainant parfois de graves dommages aux récoltes. Pour
s’alimenter, Helix aspersa utilise son radula, comprenant environ 1500 a 2500 dents revétues
de surfaces dures. Une aréte rigide au-dessus de sa bouche facilite I'écrasement des aliments
(Beazlez, 2000). Selon les recherches de Carrier et al. (2006), son intestin héberge une flore
bactérienne qui participe activement a la digestion des végétaux, notamment pendant les
périodes d'estivation et d'hibernation, ou I'escargot se nourrit du mucus sécrété par I'épithélium

intestinal.
2.1.4.2. Croissance

En milieu naturel, la croissance de I'escargot dépend des conditions climatiques. Elle
s’interrompt pendant les periodes d'estivation et d'hibernation. La période de croissance
naturelle est généralement de deux ans. De maniére exceptionnelle, I'escargot peut atteindre
I’age adulte en un an, en cas de printemps ou d'été humides. En revanche, deux périodes de
sécheresse estivale successives pourraient étendre la durée de croissance a trois an Lorsqu'il est
élevé dans des enceintes humidifiées chaque jour, I'escargot atteint le stade adulte au bout de
dix & douze mois (Chevalier, 1982 ; Madec, 1983 ; Laurent et al., 1984 ; Ameur, 2021).

Les différentes phases de croissance de 1’escargot, basées sur le développement de son
appareil génital sont les suivantes :
- La phase infantile, qui correspond aux quatre premiers mois, ou le tractus génital est immature.
A ce stade, les escargots pesent de 0,02 a 0,6 g (Gomot et Enée, 1980 ; Madec, 1983).
- La phase juvénile, située entre la période de "pré-puberté” et la période de puberté, qui se
caractérise par une organisation du tractus génital et une gamétogenese active, avec un poids
corporel compris entre 0,6 et 6,0 g (Gomot et Enée, 1980 ; Laurent et al., 1984).
- La phase de maturité, également appelée pré-adulte, pendant laquelle I'appareil genital se
développe principalement dans une voie femelle. Le poids des escargots a ce stade dépasse les
6 g (Gomot et Enée, 1980 ; Madec, 1983).
- La phase adulte, caractérisée par une croissance nulle et une reproduction active, avec un poids
corporel variant entre 6 et 14 g (Chevalier, 1982-1992).
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2.1.4.3. Reproduction

Les escargots terrestres se reproduisent au printemps et en été. La fécondation croisée
est la plus fréquente par rapport a 1’autofécondation qui est extrémement rare (Larbaa, 2014).
Le déroulement de la reproduction se fait selon les phases suivantes :

- Accouplement : Lors de 1’accouplement réciproque, qui peut durer plus de 12h, deux
partenaires se positionnent téte-béche, ol le pénis de chacun pénétre dans le vagin de l'autre. A
ce moment, les spermatozoides sont libérés par le biais d'un long filament appelé le
spermatophore (Larbaa, 2014) (Figure 6a). Selon les différentes régions, les escargots

s'accouplent tout au long de leur période d'activité avec une périodicité précise (Pirame, 2003).

- Ovulation-fécondation : Les spermatozoides échangés, développés initialement dans
I'ovotestis (ou gonade), rejoignent le réceptacle séminal ou ils sont conservés jusqu'a la
maturation des ovules. Environ quinze jours apreés lI'accouplement, la fécondation se déroulera
dans la chambre de fertilisation, située a la surface de la glande a albumen. Cette derniere assure
la sécrétion d’albumen entourant les ovocytes fécondés, fournissant ainsi les réserves nutritives

nécessaires au développement embryonnaire (Figure 6b) (Le Calve, 1989 ; Pirame, 2003).

Orifice génital b

|| retracteu?”
du peénis

du fouet
Réceptacle ~Oviducte

seminal B
hermaphrodite
Glande de f—~Qvolestis (glande
I'albumine hermaphrodite)

Figure 6 : Reproduction de 1’escargot Helix aspersa. (a) : Accouplement de deux
partenaires (Buron-Mousseau, 2014) ; (b) : Schéma de 1’appareil reproducteur (Guyard,
2009).
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- Ponte : Dans des conditions constantes de température et d’hygrometrie (20°C et 85%), la
durée moyenne entre la ponte et I'accouplement est de 10 a 15 jours. L’escargot pond en
moyenne environ 120 ceufs éjectés par l'orifice génital directement dans un nid de ponte creusé
dans la terre ou le sable (Figure 7). La durée de ponte varie entre 12 et 48 heures (Pirame,
2003).

- Incubation-éclosion : Dés les premiers jours d'incubation apres la ponte, I’embryon forme
une coquille protéique qui se calcifie au fur et a mesure de son développement. Dans les
conditions naturelles, I'incubation peut durer de 15 a 30 jours. L'embryon se libere en brisant la
membrane externe de 1'ccuf. Les naissains passent alors environ 6 a 10 jours dans le nid de ponte

avant de remonter & la surface du sol (Figure 8). A ce stade, ils ont une masse de 10 & 40 mg,

un diamétre de 2 a 4 mm et ils sont préts a se nourrir (Pirame, 2003).

Figure 7 : La ponte chez I’escargot. (@) : Schéma d’un Petit-Gris en position de ponte (Piel,
2014) ; (b) : Bufs d’escargot (Astrid, 2011).

Figure 8 : Naissains d’escargots (Bacquet, 2012).

]
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2.1.4.4. Rythme d’activité

Les escargots ajustent leurs rythmes biologiques en fonction des saisons. Ainsi, dans un
climat temperé, ils s’adaptent aux fluctuations thermiques saisonnieres en suivant trois rythmes

d'activité annuels caractérisés par trois états physiologiques (Pirame 2003) :

- L'un se caractérise par un ralentissement du métabolisme et se produit pendant les
températures basses de I'hiver : c¢’est I'hibernation, au début de laquelle, I'escargot produit un
voile muqueux, appelé I'épiphragme, couvrant lI'ouverture de sa coquille, et limitant ainsi les
pertes d'eau (Aupinel, 1984 ; Welter-Schultes, 2012). Pendant la saison froide, les rythmes
cardiaque et respiratoire se ralentissent et la croissance s'arréte (Aupinel, 1984 ; Pirame 2003 ;
Welter-Schultes, 2012).

- Le second s'étend du printemps a I'automne. 1l se distingue par une récupération de la mobilité,

le début de la croissance des jeunes et la reproduction des adultes (Pirame 2003).

- Pendant les saisons séches et chaudes, I'escargot aura aussi une période de vie ralentie, connue
sous le nom d'estivation. L'estivation, a la différence de I'hibernation, est un état de résistance
temporaire qui s'évanouit lorsque les conditions climatiques redeviennent favorables. L'animal
est entierement rétracté a l'intérieur de sa coquille (operculé) dont I'ouverture est obstruée par
I'épiphragme (Pirame 2003 ; Welter-Schultes, 2012). Durant I’estivation, la respiration et les
mouvements cardiaques restent normaux, mais les réserves d’eau et d’énergie diminuent
rapidement (Cobbinah et al., 2008).

L’hygrométrie du milieu (air et sol), la température et l'intensité lumineuse sont les
principaux facteurs influengant I'activité de I'escargot (Chevallier, 1982). Son activité est
principalement nocturne, se synchronisant avec la photopériode naturelle commencant au
coucher du soleil et atteignant son maximum six heures plus tard. Les escargots ne sont actifs
que lorsque I'numidité relative de I'air dépasse 80 % et que la température minimale nocturne
est d’au moins 9°C (Chevallier, 1992 ; Larbaa, 2014).

2.1.5. Ecologie de I’espéce

Le petit-gris est une espéce tres répandue dans le monde, originaire des pays
méditerranéens (Kerney et Cameron, 2006). Il vit dans de nombreux habitats, mais préfere
ceux offrant une grande quantité de nourriture, un taux d’humidité élevé et un abri. On le trouve

a proximité des sources d'eau douce, dans les bois, les champs, les jardins, les sous-sols et les

B
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murs, ainsi que dans les plaines ouvertes et les pieds des montagnes. Il est plus fréquent sur les

sols calcaires que sur d'autres sols (Kerney et Cameron, 2006).

Ces escargots jouent un réle crucial dans les chaines alimentaires. Les predateurs qu'ils

possédent sont variés, tels que des mammiferes, des rongeurs ou des hérissons, ou des oiseaux,

mais aussi parfois d'autres mollusques gastéropodes comme le Bulime tronqué (zaafour, 2014).

2.1.6. Intérét de I’utilisation de ’escargot Helix aspersa en écotoxicologie

L’escargot Helix aspersa compte parmi les mollusques gastéropodes prometteurs en

matiére de biosurveillance, car doté de plusieurs caractéristiques clés adaptées a la bio-

indication :

En plus de sa facilit¢ de collecte, d’élevage et d’identification, ainsi que ses
caractéristiques éco-physiologique clairement connues, Helix aspersa constitue une part
importante de la biomasse au sein de la communauté des invertébrés terrestres
(Dallinger et al., 2001).

Il est considéré comme maillon essentiel de la chaine alimentaire, jouant un réle clé dans
le transfert de polluants depuis les producteurs vers les niveaux trophiques supérieurs
(Scheifler et al., 2002 ; Grara, 2015). Par conséquent, cette espéce est tout a fait
adaptée pour estimer la biodisponibilité des polluants dans les réseaux trophiques
terrestres (Stirzenbaum et al., 2004 ; Van Straalen et al., 2005 ; Scheifler et al.,
2006).

Ses capacités de résistance et d'accumulation de nombreux polluants, particulierement
les métaux, sont remarquables (Scheifler et al., 2002 a,b ; Viard et al., 2004).

Grace a son régime alimentaire qui repose sur la consommation de végétaux et
I’ingestion de sol, Helix aspersa représente un outil de biosurveillance écotoxicologique

tres pertinent car il absorbe divers contaminants par différentes voies d'exposition :

o digestive (voie majeure, >80%) par ingestion de plantes (Scheifler et al., 2006)
ainsi que les particules de sols (Gomot et al., 1989).

e cutanée (voie mineure, 20%) par diffusion des polluants du sol a travers
I’épithélium du pied (Coeurdassier et al., 2002 ; Gomot
de Vaufleury et Pihan, 2002).

e respiratoire par inhalation de gaz et/ou des particules en suspension dans 1’air
(Ismert et al., 2002; Regoli et al., 2006) (Figure 9).

B
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Figure 9 : Exposition des escargots aux polluants dans 1’écosystéme terrestre (d’apres El-
Gendy et al., 2021).

2.2. Présentation et localisation des sites d’étude

Pour notre étude, nous avons retenu deux sites présentant des caractéristiques différentes
- le village d’Erbea et I'usine SPA Bordj Steel.

2.2.1.Site 1 : Erbea

Le premier site concerné par cette étude est un endroit naturel, éloigné de toute source
de contamination industrielle. Erbea est un village localisé¢ dans les montagnes de M’Zita,
commune de Mansourah — Bordj Bou Arréridj, a une altitude de 828 métres, situé a proximité
des localités Oulad Aicha et Boukaba (Figure 10). Les résultats obtenus sur ce site seront

considérés par la suite comme les témoins terrain des expériences de biosurveillance active.
2.2.2. Site 2 : SPA Bordj Steel

Le deuxieme site d’étude est un site industriel caractérisé par sa forte pollution. « SPA
Bordj Steel » est un complexe s'étalant sur une surface totale de 100.000 m?, implanté dans la
zone industrielle Mechta Fatima, située a 15 km de la ville de Bordj Bou Arréridj, commune
d’El-Hammadia (Figure 11). Ce complexe est spécialisé dans la construction métallique,
notamment la fabrication de charpentes métalliques, de panneaux sandwichs et de
chaudronnerie.
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Figure 11 : Localisation géographique du site contaminé « SPA Bordj Steel » (Google Maps,
2024).

2.3. Méthodes

2.3.1. Collecte et sélection des escargots

3
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Les escargots utilisés de notre étude ont été fournis par une ferme d’élevage de la wilaya
de Constantine, puis transférés au laboratoire ou ils ont été triés et pesés pour obtenir des

échantillons de poids homogéne.

2.3.2. Protocole expérimental d’exposition des escargots in situ (bioindication active)

La méthodologie expérimentale de ce test a été développée en se basant sur les
recherches de Viard La Rocca et al. (2004), Fritsch et al. (2011), Pauget et al. (2013).

Dans notre étude, deux microcosmes (cages en bois de 50x 25 x25 cm) ont été installés
sur les deux sites d’étude (témoin et contaminé) pendant 28 jours (Figure 12). Chaque
microcosme contenait 10 individus. Les escargots encagés sont des subadultes ayant un poids
moyen de 4,5 a 5,5 g. Ces cages sans fond sont placées sur le sol de maniere a permettre aux
escargots d'accéder a la nourriture présente sur le site (sol, végétation naturelle poussant dans
le microcosme). Des morceaux de tuile ont été ajoutés afin de maintenir des abris frais et
humides dans I’enceinte du microcosme et un grillage en plastique a été ajusté au-dessus des

microcosmes afin d’empécher la fuite des escargots.

2.3.3. Dissection et prélevement d’organes

A la fin du test in situ, les escargots sont transportés au laboratoire ou ils sont mis a jeun
pendant deux jours afin de vider leur tube digestif et sont sacrifiés par congélation puis
disséqués. Les organes (hépatopancréas et rein) sont ensuite prélevés et utiliseés pour le dosage

des différents biomarqueurs (Grara et al., 2009) (Figure 13).

2.3.4. Parametres étudiés
2.3.4.1. Mesure des paramétres morphométriques
2.3.4.1.1. Poids frais des escargots

Durant les 28 jours d’exposition sur terrain. Les escargots sont pesés chaque semaine a

1’aide d’une balance de précision (Figure 14).
2.3.4.1.2. Diametre de la coquille

Des mesures du diameétre de la coquille des escargots ont également été réalisées chaque
semaine en utilisant un pied a coulisse. 1l est important d'effectuer ces mesures avec précaution
afin d'éviter I'endommagement du bord des coquilles, qui est trés fragile chez les escargots en

pleine croissance.
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2.3.4.1.3. Poids frais de I’hépatopancréas et du rein

Aprés dissection des escargots des deux sites d’étude, les hépatopancréas et les reins

sont prélevés et pesés individuellement.

Figure 12 : Implantation des microcosmes sur les sites d’étude (A : site témoin ; B : site

contaminé) (photo personnelle, 2024).

Figure 13 : Dissection des escargots et séparation des organes (photo personnelle, 2024).
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Figure 14 : Pesée des escargots (photo personnelle, 2024).

2.3.4.2. Mesure des parametres du stress oxydant

Les hépatopancréas et les reins récupérés ont été divisés en trois fragments destinés
respectivement au dosage du taux de GSH et a 1’évaluation des activités enzymatiques GST et
CAT.

2.3.4.2.1. Dosage du taux de glutathion
a -Principe

Le dosage du glutathion est déterminé par la méthode de Weckbeker et Cory (1988),
qui consiste a mesurer 1’absorbance de 1’acide 2-nitro-5-mercapturique, résultant de la
réduction de ’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique (DTNB) par les groupements thiol (-SH)
du glutathion.

b- Mode opératoire

Le dosage s’effectue apres homogénéisation des échantillons dans 1 ml d’une solution
d’éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) a 0,02 M. Afin de protéger les groupements thiols
du glutathion, ’homogénat doit subir une déprotéinisation par I’acide sulfosalicylique (ASS) a
0,25 % ou 0,2 ml d’acide sulfosalicylique (ASS) sont additionnées a 0,8 ml d’homogénat. Le
mélange apres agitation est plongé dans un bain de glace pendant 15 min, puis centrifugé a 1000
tours/min pendant 5 min. Une fraction aliquote de 500 ul du surnageant récupéré est ajoutée a
1 ml du tampon tris / EDTA (0,02 M) et 0,025 ml de DTNB (0,01 M). La lecture des
absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 412 nm aprés 5 min de repos a une température

ambiante pour la stabilisation de la couleur.
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c- Calcul de la concentration de GSH

Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :

DO x 1 x 1,525
13,1 X 0,8 x 0,5 X mg de protéines

Taux de GSH (uM/mg de protéines) =

GSH : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (uM/mg de protéines).
DO : Densité Optique a 412 nm.

1 : volume total des solutions utilisées dans la dé-protéinisation (0,8 ml homogénat +
0,2 ml SSA ou Acide Sulfo-Salicylique).

1,525 : volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH (0,5 ml surnagent
+ 1 ml Tris EDTA (Acide-Ethyléne-Diamine-Tétra-Acétique) + 0,025 ml DTNB).
13,1 : coefficient d'absorbance du groupement (—SH) a 412 nm.

0,5 : volume du surnageant trouvé dans 1,525 ml.

0,8 : volume de I'hnomogénat trouve dans 1 ml.

2.3.4.2.2. Dosage de P’activité GST

a- Principe

La mesure de I’activité glutathion-S-transférase (GST) est déterminée selon la méthode
de Habig et al. (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat,

le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le glutathion (GSH).

b- Mode opératoire

Les échantillons sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (0.1 M, pH=6).
L’homogénat est centrifugé a 14000 t/min pendant 30 min et le surnageant récupéré servira
comme source d’enzymes. Le dosage consiste a faire réagir 200 pl du surnageant avec 1,2 ml
du mélange CDNB (1mM), GSH (5 mM). La lecture des absorbances est effectuée toutes les

minutes pendant 5 minutes & une longueur d’onde de 340 nm.
c- Calcul de la Pactivité GST
L’activité spécifique est déterminée selon la formule suivante :

ADOxVt
ex Vs x mg de protéines

GST (uM/min/mg de protéines) =

GST : umole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (WM/mn/mg de protéines).
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A DO : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du
temps.

e: 9,6 coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM™ cm™).

Vt: volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH].
Vs: volume du surnageant dans la cuve: 0,2 ml.

2.3.4.2.3. Dosage de I’activité CAT
a- Principe

L’activité catalase (CAT) est mesurée selon la méthode de Regoli et Principato (1995).
par la dismutation du peroxyde d’hydrogéne (H202) en eau et en dioxygéne :
H202 + H202...Catalase —» 2 H20 + O2

b- Mode opératoire

L’activité catalase (CAT) est mesurée a 240 nm a I’aide d’un spectrophotométre
UV/visible par la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde
d’hydrogéne (H2 O2) pendant 1 min & un intervalle de 15 secondes, en faisant réagir 750 pl
(100mM) de tampon phosphate (pH 7,5), 200 pul de H20, (500mM) et 50 ul de I’homogénat.

c- Calcul de la concentration de Catalase
L’activité spécifique de ’enzyme est déterminée d’apres la formule suivante :

ADo
e X L X mg de protéines

CAT (pg/mn/mg de protéines) =

CAT : pmoles de H2O2 consommeées par minute et par mg de protéines.

€ : coefficient d’extinction (MM-. cm-1).

L : longueur de la cuve utilisée (1cm).

A DO : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.
mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

2.4. Etude statistique

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de moyenne * écart type (m £ SD) et ont
¢été analysés a 1’aide du logiciel Minitab (Version 14.0). L’analyse de la variance (ANOVA) et
le test t de Student ont été utilisés pour mettre en évidence les différences entre les groupes
étudiés. Les différences sont considérées comme significatives lorsque p < 0,05 (*) ; hautement

significatives lorsque p < 0,01 (**) et trés hautement significatives lorsque p < 0,001 (***).
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3. Résultats

3.1. Effet de la pollution industrielle sur les paramétres morphométriques de I’escargot

Helix aspersa apres exposition In situ
3.1.1. Effet des rejets métalliques sur le poids moyen des escargots

La figure (15) représente 1’évolution du poids moyen des escargots transférés sur les

deux sites d’étude (témoin et contaminé) en fonction du temps.

D’apreés les résultats obtenus, nous constatons qu’au cours des deux premiéres semaines
d’exposition, 1’évolution du poids moyen des escargots est similaire pour les deux groupes
(témoins et exposés sur le site contaminé « SPA Bordj Steel »). En revanche, dés la troisieme
semaine, une diminution trés hautement significative (p <0,001) du poids des escargots exposés
sur le site contaminé est observée par rapport aux témoins, et persiste jusqu’a la fin de
I’expérience. Ainsi, le poids moyen des escargots témoins atteint 7,09 £ 0,77 g au bout de 28
jours, tandis qu’il atteint seulement 5,72 £+ 0,70 g pour ceux exposés sur le site industriel « SPA

Bordj Steel ».

L’analyse de la variance a deux critéres de classification révele un effet sites tres

hautement significatif (p < 0,001), et un effet temps significatif (p = 0.05).

H Site Témoin (Erbea) H Site Contaminé (SPA Bordj Steel)

* ok k sk
7) 14) 21 28)

Temps (jours)

Poids moyen des escargots (g)
N w H (9, )] ~

=

Figure 15 : Evolution du poids moyen des escargots transférés sur les deux sites d’étude

(témoin et contaminé) apres 28 jours d’exposition (m = SD ; n = 10).
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3.1.2. Effet des rejets métalliques sur le diamétre de la coquille

L’évolution du diamétre de la coquille des escargots transférés sur les deux sites d’étude

(témoin et contaminé) en fonction du temps est illustrée dans la figure (16).

Nos résultats montrent une diminution non significative (P > 0,05) dans 1’évolution du
diamétre de la coquille des escargots exposés sur le site contaminé comparativement a ceux du
site témoin au cours des trois premiéres semaines d’exposition. En outre, une diminution
hautement significative de ce parameétre (p < 0,01) est notée a la quatriéme semaine. Ainsi, le
diametre de la coquille passe de 2,72 + 0,04 cm chez les escargots du site « Erbea » & 2,57 +

0,13 cm chez ceux exposés sur le site industriel « SPA Bordj Steel » aprés 28 jours d’exposition.

Le traitement des résultats par I’analyse de la variance a deux critéres indique un effet

sites hautement significatif (p < 0,01) et un effet temps non significatif (p > 0.05).

M Site Témoin (Erbea) M Site Contaminé (SPA Bordj Steel)
* %k
T . T = T
2,5
0,5
0
7] 21) 28]

14)
Figure 16 : Evolution du diamétre de la coquille des escargots transférés sur les deux sites

N

[

Diameétre de la coquille (cm)
=
wn

Temps (jours)

d’étude (témoin et contaminé) durant les 28 jours d’exposition (m + SD ; n = 10).
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3.1.3. Effet des rejets métalliques sur le poids moyen des organes

Les résultats relatifs a I’effet des rejets métalliques sur le poids moyen des organes sont

représentés dans la figure ci-dessous.

Nos résultats mettent en évidence une diminution du poids moyen de 1’hépatopancréas
et du rein des escargots exposés sur le site industriel « SPA Bordj Steel » par rapport aux
témoins. Ainsi, le poids de I’hépatopancréas des escargots du site témoin est de I’ordre de 0,507
+ 0,063 g et diminue de maniere trés hautement significative (p = 0,001) pour atteindre 0,403
+ 0,049 chez les escargots exposes sur le site contaminé. Concernant le rein, une diminution
significative (p = 0.05) est également observée, avec un poids moyen passant de 0,052 + 0,006

g chez les escargots témoins a 0,044 + 0,008 g chez ceux exposés sur le site contamine.

0,6

0,5

0,4 B Hépatopancréas

H Rein

0,3

0,2

Poids moyen des organes (g)

0,1

Site Témoin (Erbea) Site Contaminé (SPA Bordj
Steel)

Figure 17 : Evolution du poids moyen de I’hépatopancréas et du rein des escargots transférés
sur les deux sites d’étude (m = SD ; n = 10).
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3.2. Effet de la pollution industrielle sur les biomarqueurs du stress chez I’escargot

Helix aspersa apres exposition In situ
3.2.1. Effet des rejets métalliques sur le taux de GSH

Le tableau (1) illustre les variations du taux de GSH, au niveau de I’hépatopancréas et
du rein des escargots du site témoin (Erbea) et ceux transférés sur le site industriel (SPA Bordj
Steel).

Nous notons une diminution significative (p < 0,05) du taux de GSH au niveau de
I’hépatopancréas des escargots du site contaminé « SPA Bordj Steel » comparé a ceux du site
témoin. En effet, le taux de GSH passe d’une moyenne de 2,80 + 0,61 umol/mg de protéines
chez les escargots du site « Erbea » a environ 1,7 £ 0,31 umol/mg de protéines chez ceux du
site industriel « SPA Bordj Steel ». Au niveau rénal, la diminution du taux de GSH n’est

cependant pas significative (p > 0,05).

Tableau 1 : Variation du taux de GSH au niveau de I’hépatopancréas et du rein des escargots
du site témoin (Erbea) et ceux transférés sur le site industriel (SPA Bordj Steel) (m+£ SD ; n=
5).

Taux de GSH au niveau

des organes (umol/mg de
protéines) Erbea

3.2.2. Effet des rejets métalliques sur activité GST

SPA Bordj Steel

Les résultats concernant la variation de I’activité GST présentés dans le tableau (2),
révelent une augmentation hautement significative (p < 0,01) chez les escargots du site
industriel par rapport a ceux du site témoin, tant au niveau de I’hépatopancréas qu’au niveau du
rein. En effet, I’activité GST hépatopancréatique est de 0,36 + 0,04 umol/min/mg de protéines
chez les escargots du site contaminé, contre 0,04 £ 0,006 pmol/min/mg de protéines chez ceux
du site témoin. De méme, au niveau rénal, I’activité GST atteint 0,34 + 0,03 pmol/min/mg de
protéines chez les escargots du site contaming, contre seulement 0,03 + 0,008 pmol/min/mg de
protéines chez ceux du site témoin.
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Tableau 2 : Variation de I’activité GST au niveau de I’hépatopancréas et du rein des escargots
transférés sur les deux sites d’étude (témoin et contaminé par les rejets métalliques) (m = SD ;
n=>5).

Activité GST au niveau des

organes (umol/min/mg de
protéines) Erbea

3.2.3. Effet des rejets métalliques sur ’activité CAT

SPA Bordj Steel

Le tableau (3) met en évidence la variation de l'activité CAT chez les escargots

transférés sur les deux sites (témoin et contamine par les rejets métalliques).

Nous constatons une augmentation hautement significative (p = 0,01) de I’activité
enzymatique au niveau de 1’hépatopancréas des escargots exposés sur le site industriel en
comparaison avec ceux du site témoin. L’activité CAT passe ainsi de 2,64 + 0,43 pmol/min/mg
de protéines chez les escargots du site témoin a 8,08 = 1,01 umol/min/mg de protéines chez
ceux du site contaminé. Concernant le tissu rénal, une augmentation significative (p = 0,05) de
I'activité CAT est également enregistrée, passant de 2,87 + 0,90 umol/min/mg de protéines chez
les escargots témoins a 8,74 + 2,28 yumol/min/mg de protéines chez ceux exposés sur le site

contaminé.

Tableau 3 : Variation de I’activité CAT au niveau de I’hépatopancréas et du rein des escargots
du site témoin (Erbea) et ceux transférés sur le site industriel (SPA Bordj Steel) (m+SD ; n =
5).

Activité CAT au niveau

des organes (umol/min/mg
de proteines) Erbea

SPA Bordj Steel
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4. Discussion

Au cours du dernier siecle, I’Algérie, a connu une période d'expansion industrielle
intense, ce qui a entrainé le rejet de nombreuses substances polluantes dans 1’environnement.
Bien que cette activité ait favorisé un développement économique important, elle a également
entrainé un dysfonctionnement des milieux naturels notamment, les sols, se manifestant par
une diminution de la biodiversité et une réduction de la capacité de dégradation des polluants.
Parmi les nombreux polluants menacant les sols, les métaux lourds jouent un réle majeur en

raison de leur persistance élevée dans I'environnement (Benguedouar, 2016).

Dans les milieux naturels, les métaux sont généralement présents a des concentrations
trés faibles. En raison de la complexité des sols, 1’évaluation de la contamination métallique
s'avere €tre un processus délicat. L’utilisation des méthodes chimiques permet uniquement de
fournir des informations partielles sur les polluants présents, sans considérer leurs éventuelles
répercussions sur I'écosystéeme. Dans cette perspective, les analyses en laboratoire, qui
permettent de quantifier le niveau de contamination d'un site, doivent étre complétées par des
études sur le terrain afin d'évaluer les effets toxiques des polluants et leur impact sur

I'environnement (Viard-La Rocca, 2004).

De nombreuses études a I'échelle mondiale ont exploré I'utilisation des gastéropodes
terrestres, particulierement les escargots comme bio-indicateurs de la pollution des sols. Ces
organismes revétent un intérét particulier pour examiner les transferts et les effets des
éléments traces métalliques (ETM) dans les écosystémes terrestres, étant donné leur large
distribution mondiale et leur capacité a coloniser différents types d'environnements (Hamdi-
Ourfella et al., 2014 ; Benguedouar, 2016).

Les escargots sont couramment utiliseés dans les études de biosurveillance passive pour
évaluer les niveaux de contamination d'un site donné ou les concentrations en éléments
métalliques sont déterminées dans les individus collectés sur les sites d'étude ou a proximité.
Cependant, jusqu'a présent, trés peu d'experiences de biosurveillance active ont été
entreprises. C’est dans cette optique que nous avons realisé ce travail, dont I'objectif principal
est de mettre en évidence I'impact direct des éléments traces métalliques (ETM) émis par le
complexe « SPA Bordj Steel » sur les organismes terrestres, a travers une biosurveillance
active par exposition des escargots Helix aspersa (organismes sentinelles) en conditions
naturelles (in situ) sur le site contaminé. Différents paramétres morphométriques et

biochimiques ont été ainsi considérés.
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Nous nous sommes intéressés, dans un premier temps, a 1’évaluation de I’impact de la
contamination métallique sur 1’évolution de la croissance des escargots (poids et diametre de
la coquille). Nos résultats ont révélé une diminution significative du poids moyen et du
diamétre de la coquille des escargots transférés sur le site industriel « SPA Bordj Steel » par
rapport a ceux du site témoin, dés la troisiéme semaine d’exposition. Ces résultats sont en
accord avec ceux de Sahraoui (2022) qui ont opté pour I’utilisation in situ de I’escargot H.
aspersa dans un processus de biosurveillance active de la contamination metallique des sols.
L’étude a été réalisé sur deux zones ; un domaine routier dans la région de B’kira a
Constantine, et un domaine industriel dans la région d’El Hadjar & Annaba. Ces auteurs ont
noté un effet inhibiteur évident de la pollution en domaine routier sur la croissance en poids et
en diameétre de la coquille d’H. aspersa. Cependant, les escargots transférés sur la zone
industrielle d’El Hadjar ont montré une forte résistance aux ETM dans le sol ou aucun effet
sur la croissance n’a été observé. Les travaux de Viard-La Rocca (2004) portant sur la
biosurveillance active en utilisant 1’escargot Helix aspersa ont également rapporté une
réduction de la croissance chez les escargots transférés sur deux sites industriels contaminés
par divers polluants, y compris les métaux. Selon cet auteur, les effets sur la croissance
varient d’un site a un autre en raison des différences de concentrations en ETM dans chaque
site, qui influencent grandement les taux d’accumulation d’éléments métalliques au niveau
des viscéres d’Helix aspersa. 1l est également & noter que lors des expériences sur terrain, la
température et 1’humidité sont les principaux facteurs contrdlant I’activité des escargots et
I’occurrence de leurs périodes de dormance par conséquent, leur croissance (Viard-La
Rocca, 2004). Des résultats similaires ont été également obtenus par Grara et al. (2015) dans
leur étude ex situ (en conditions contrdlées) chez Helix aspersa expose aux nanoparticules de
Zn0. De plus, Beeby et al. (2002) ont signalé des différences inter-populationnelles dans les
effets de réduction de la croissance Chez Helix aspersa. Ces différences pourraient étre liées a
des variations physiologiques de régulation des éléments essentiels comme le Ca et le Mg. Par
ailleurs, plusieurs études ont rapporté que dans un environnement pollué, les escargots entrent
dans un état de jelne prolongeé ce qui se traduit par une diminution du poids corporel et celui
de la coquille (Notton et al., 2006 ; Gimbert et al., 2008 ; Atailia, 2009 ; Alayat et
Amamra, 2011 ; Kahli, 2015 ; Grara et al., 2012).

Nous nous sommes, ensuite intéressés a 1’effet de la pollution métallique sur le poids
moyen des organes (hépatopancréas et rein). Les résultats obtenus ont mis en évidence une
diminution significative du poids des organes chez les escargots transférés sur le site

industriel « SPA Bordj Steel » en comparaison avec les témoins. Ces résultats sont en accord
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avec ceux de Grara et al. (2012) qui ont mis en évidence une diminution du poids de
1I’hépatopancréas suite a une exposition aux poussieres métalliques du complexe sidérurgique
« ARCELOR METAL» d’Annaba. De méme les travaux menés par Belgacem et Charef
(2018) rapportent une diminution du poids moyen de I’hépatopancréas chez Helix apsersa
exposé au TiO,. Cette réduction pourrait étre attribuable a un évitement de la nourriture

contaminée qui se traduit par une diminution du poids de la glande digestive.

Dans le but de mieux étayer notre recherche, nous avons jugé intéressant d’étudier

I’impact de la pollution métallique sur quelques biomarqueurs du stress oxydant.

Le glutathion réduit (GSH) joue un rdéle multifactoriel dans le mécanisme de défense
antioxydant. C'est un piégeur direct de radicaux libres et il est le cofacteur de nombreux
enzymes qui catalysent la détoxification et I'excrétion de plusieurs composés toxiques (Regoli
et Principato, 1995).

Les résultats obtenus dans cette étude indiquent une diminution significative du taux de
GSH au niveau hépatopancréatique et rénal chez les escargots exposés aux poussieres
métalliques in situ (SPA Bordj Steel) par rapport a ceux du site témoin. Ce résultat est en
accord avec les travaux d’Atailia (2017) qui a noté une diminution du taux de GSH au niveau
de la glande digestive des escargots exposés in situ sur un site localisé dans la zone
industrielle El Hadjar (Annaba). Boucenna (2010) a également mis en évidence 1’implication
du systeme GSH/GST chez des escargots Helix aspersa traités par les poussieres métalliques.
La déplétion de la teneur en GSH rapportée dans cette étude pourrait étre expliquée par la
liaison directe du glutathion au métal du fait de sa grande affinité avec les groupements thiols
(-SH) (Barillet, 2007). Pareillement, El Gendy et al. (2009) ont observé une diminution dose
dépendante du taux de GSH au niveau de la glande digestive parallélement a une induction de
I’activité GST chez les escargots traités par des pesticides a base de cuivre. Selon El-
Shenawy et al. (2012) la diminution du taux de GSH pourrait étre attribuée a la
consommation accrue de ce peptide pour la synthese des protéines de liaisons aux métaux

lourds, comme les métallothionéines.

La GST est une enzyme clé impliquée dans la catalyse de la conjugaison d'une variété
de substrats électrophiles. Elle joue un rdle primordial dans le mécanisme de détoxication des
especes reactives de I'oxygene (ERO) (Hayes et Pulford, 1995 ; Solé et al., 2004) et la
régulation de I'équilibre redox (Konings et Penninga, 1985 ; Siritantikorn et al., 2007). Elle
intervient également dans la destruction des peroxydes et des époxydes provenant de

I’oxydation non enzymatique des acides gras (Valkoet al., 2006).
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Dans notre étude, nous avons noté une intensification de I’activité enzymatique GST
chez les escargots exposés aux rejets métalliques in situ (SPA Bordj Steel) en comparaison
avec les témoins. Nos résultats vont dans le méme sens que ceux de khene et al. (2017) ayant
montré une induction de 1’activité GST au niveau de I'népatopancréas et du rein d'Helix
aspersa traité par les nanoparticules métalliques de TiO.. Les mémes résultats ont été
également rapportés par Zouaghi (2016) chez la méme espéce suite a une exposition in situ
(en conditions non contrdlées) aux rejets atmosphériques du complexe pétrochimique de
Skikda. Il en est de méme pour les résultats de Moneyrac et al. (2014) dans leur étude
concernant I'exposition du mollusque bivalve Scrobicularia plana a des particules métalliques
ultrafines (Ag, Cd et ZnO).

La catalase est une enzyme antioxydante ayant pour réle la catalyse la réaction de
transformation du peroxyde d’hydrogéne (H202) en eau et en oxygéne moléculaire (O2)
(Wang et al., 2012). La production de peroxyde d’hydrogéne est souvent induite par la
présence de composés exogenes tels que les métaux (van der Oost et al., 2003 ; Brown et
al., 2004). Ce dérivé réactif de I’oxygeéne peut entrainer 1’oxydation des macromolécules,
notamment 1’ADN, les lipides et les protéines (Vlahogianni et al., 2007). La CAT est donc
considérée comme une enzyme présentant une réponse claire et rapide de la contamination par

les xénobiotiques (Ribera et al., 2001).

Nos résultats concernant la variation de D’activit¢ CAT mettent en évidence une
induction significative au niveau de I’hépatopancréas et du rein des escargots transférés sur le
site contaminé « SPA Bordj Steel ». L’augmentation de I’activité catalase peut alors présenter
une réponse adaptative au stress oxydatif engendré par les métaux. Ce résultat est en accord
avec les travaux de Benamara et al. (2021) et Ben belouaer et Beurgheul (2022) chez la
méme espéce exposée a 1’oxyde de cuivre (CuO). Les mémes résultats ont été également
rapporté par Grara et al. (2009) et Boucenna (2015) qui ont révélé une induction de
I’activité catalase chez Helix aspersa traité par des ETM. Une augmentation de 1’activité CAT
a ete également observée dans les tissus du mollusque bivalve Pernaviridis exposé au

cadmium, cuivre, zinc et au plomb (Rajkumar et John Milton, 2011).
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5. Conclusion et perspectives

L’objectif de cette étude est d’évaluer dans les conditions in situ (étude en microcosme)
les effets des rejets métalliques d’origine industrielle (Complexe SPA Bordj Steel) sur les
parameétres morphomeétriques et les biomarqueurs de stress oxydant (GSH, GST, CAT) au
niveau de deux organes (I’hépatopancréas et le rein) chez 1’escargot Helix aspersa transféré sur

le site d’étude.

Nos résultats montrent que les rejets métalliques retardent la croissance des escargots
se traduisant par une diminution du poids et du diamétre de la coquille ainsi qu’une réduction
du poids de I’hépatopancréas et du rein. D’autre part, nous observons la survenue d’un stress
oxydatif qui s’est manifesté par I’activation du systéme de détoxification a travers la diminution
du taux de GSH et I’induction des activités GST et CAT.

Au terme de ce travail, nous pouvons conclure que I’escargot H. aspersa est un excellent
bioindicateur de la qualité des sols, il peut ainsi étre utilisé efficacement comme une espece
sentinelle de la pollution des sols par les métaux lourds.

En perspectives, il serait judicieux de :

> Realiser les expériences de biosurveillance active sur d’autres sites présentant des
profils de contamination différents.

» Etudier I'impact toxique des ETM sur les ceufs des escargots et sur les juvéniles.

» Réaliser le dosage d’autres biomarqueurs du stress oxydant (GPX, MDA, SOD,
métallothionéines...) afin de mieux comprendre les mécanismes d’action toxiques a une
échelle subcellulaire.

» Réaliser une étude histologique sur les organes d’Helix aspersa (hépatopancréas,
Rein,....) afin de déterminer les éventuelles altérations pouvant étre engendrées.

» Réaliser une Spectrophotométrie d’Absorption Atomique (SAA) au niveau des visceres

des escargots afin de déterminer les concentrations en éléments métalliques.

o
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Résumé

La santé environnementale a toujours ét¢é menacée par la bioaccumulation de métaux lourds dans
I’écosysteme terrestre, affectant sa qualité et sa sécurité. L’escargot terrestre Helix aspersa, est considéré comme
un bioindicateur de la pollution du sol, car il accumule de fortes concentrations de certains éléments traces
métalliques (ETM) dans son corps. Le but de cette étude est d’évaluer les effets des rejets métalliques libérés par
le complexe « SPA Bordj Steel » comparé au site témoin « Erbea » sur I’escargot Helix aspersa durant une
exposition de quatre semaines in sifu sur les deux sites. Les résultats obtenus ont mis en évidence une réduction
significative de la croissance des escargots, a travers une diminution du poids moyen et du diamétre de la
coquille. D’autre part, nous avons noté¢ une diminution du poids moyen des organes (hépatopancréas et rein).
L’étude des biomarqueurs a montré un état de stress oxydatif chez Helix aspersa qui s’est manifesté par une

diminution du taux de GSH ainsi qu’une induction significative des activités enzymatiques (GST et CAT).
Mots clés : Helix aspersa, CAT, GST, GSH, Bioaccumulation, ETM, Biomarqueurs, Bioindicateur.

Abstract

Environmental health has always been threatened by the bioaccumulation of heavy metals in the terrestrial
ecosystem, affecting its quality and safety. The terrestrial snail Helix aspersa , is considered as a bioindicator of
soil pollution, because it accumulates high concentrations of certain metallic trace elements (ETM) in its body.
The aim of this study is to assess the effects of metal releases from the " SPA Bordj Steel" complex, compared to
the Erbea control site on the Helix aspersa snail during a four-week in situ exposure at the industrial site. The
results showed a significant reduction in snail growth, through a decrease in mean weight body and shell
diameter. On the other hand, we noted a decrease in the average weight of organs (hepatopancreas and kidney).
The study of biomarkers showed a state of oxidative stress in Helix aspersa which was manifested by a decrease

in the level of GSH as well as a significant induction of enzymatic activities (GST and CAT).
Keywords: Helix aspersa, CAT, GST, GSH, bioaccumulation, ETM, biomarkers, bioindicator.
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