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Résumé

Les substances per- et polyfluoroalkylées (PFAS) sont des composés persistants massivement utilisés dans les
mousses anti-incendie. La contamination des sols par les PFAS constitue une préoccupation environnementale
majeure, et il y a un manque de données sur leurs mécanismes d’action écotoxicologiques, ainsi que sur les
concentrations induisant des effets néfastes, en particulier pour les organismes non ciblés, notamment dans le
cas des mélanges de PFAS. Cette étude contribue a combler ces lacunes en évaluant et en modélisant les
effets des PFAS (seuls et en mélanges pour le PFOS et le PFOA a différentes concentrations environnementales)
sur les vers de terre endogés juvéniles d'une espéce représentative dans les sols européens (Aporrectodea
caliginosa) a différents niveaux d'organisation biologique (individuel et sub-individuel). Les résultats ont montré
pour la premiere fois des forts effets écotoxicologiques combinés des PFAS sur la survie des vers de terre, la
croissance et la stabilité génomique, notamment avec l'induction de cassures de I'’ADN associées a des niveaux
non anormaux de lésions oxydatives de I'ADN. Nos résultats ont démontré des effets significatifs dés 0,3 mg.
kg 'sol sec.

Introduction

Les substances per et polyfluoroalkylées (PFAS) sont une famille de plus de 10 000 composés fabriqués par
I'Homme. Ils sont caractérisés par une chaine carbone-fluor hydrophobe trés stable et par un groupement
hydrophile leur conférant des propriétés tensioactives et une grande résistance a la dégradation. En raison de
leurs propriétés physico-chimiques intéressantes, les PFAS sont massivement utilisés dans I'industrie, les biens
de consommation et particulierement les mousses anti-incendie. Ces composés sont persistants,
bioaccumulables et toxiques et la contamination des sols consécutive a leur utilisation constitue une
préoccupation environnementale majeure (ITRC., 2022). Les impacts de ces composés et particulierement du
PFOS et du PFOA sur la santé humaine ont été largement étudiés mais il existe un manque de connaissances
tant sur leurs mécanismes écotoxicologiques que sur les concentrations qui induisent des effets néfastes et
notamment sur les organismes non ciblés et dans le cas des mélanges de PFAS (Gongalsky., 2021).

La plupart des études portant sur les effets écotoxicologiques des PFAS ont été réalisées sur les vers de terres
épigés Eisenia fetida (Xu et al., 2013). Cependant, cette espéce s’est révélée moins sensible que d’autres
especes plus représentatives des sols naturels européens, comme le ver endogé Aporrectodea caliginosa
(Pelosi et al., 2013). Dans la littérature scientifique, seulement une étude a évalué la survie de ce ver a I'état
adulte (Zareitalabad et al., 2013) et aucune donnée ne porte sur les individus juvéniles, a priori plus sensibles
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(Booth O'Halloranl., 2013). Enfin, si des données et des connaissances écotoxicologiques peuvent étre trouvées
sur le PFOS et le PFOA, tres peu de données sont disponibles sur la toxicité combinée de ces composés, alors
qu'ils sont couramment trouvés en association dans les sols a des concentrations allant de 0.01 mg.kg”’ a
plusieurs centaines de mg.kg” (Brusseau et al., 2020).

Pour répondre a ce manque de connaissance, I'étude réalisée vise a évaluer I'écotoxicité du PFOS et du PFOA
seuls et en mélange sur la survie et la croissance des spécimens juvéniles de A. caliginosa. Elle vise également a
explorer les mécanismes d’action de ces polluants en évaluant les effets génotoxiques et les lésions oxydatives
causées par la perturbation de 'homéostasie RedOx en utilisant le test des comeétes et le test des cométes
modifié a débit moyen avec des mini-gels (Slyskova et al., 2014; Muruzabal et al., 2021).

Matériel et méthodes

Des vers de terre Aporrectodea caliginosa juvéniles ont été exposé pendant 28 jours a 5 concentrations de
PFOS et de PFOA seuls et a 8 concentrations de PFOS et de PFOA en mélanges dans du LUFA 2.2 (tableau 1).
Chaque condition a été réalisée en 4 réplicas.

La survie (taux de survie moyen (%), concentration létale 50 (CL50)) et la croissance (changement de poids
moyen (%), concentration entrainant 50 % d’inhibition de la croissance (CE50)) des vers ont été analysées.

La génotoxicité des PFAS et la génotoxicité liée au stress oxydant ont été analysées par la réalisation d’un test
des cométes couplé a un test des cométes modifié avec inclusion de FpG sur des cellules immunitaires
circulantes (ccelomocytes). La génotoxicité a été évaluée par la mesure du pourcentage d’ADN dans la queue
de la comeéte (DNA tail) et la génotoxicité liée au stress oxydant par le calcul de la différence de pourcentage
d’ADN dans la queue de la cométe entre les échantillons avec et sans incubation de FpG (Net FpG).

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Past® version 4. Les tests de Shapiro-Wilk et de Levene
ont été utilisés pour évaluer la normalité et I'homoscédasticité des variances de I'ensemble des données.
L'existence de différences significatives a été évaluée par des tests paramétriques (ANOVA suivie du test de
Tukey) et non paramétriques (test de Kruskal-Wallis suivi d'un post hoc de Dunn). Les estimations des CL50 et
de CE50 ont été modélisées respectivement avec Mosaicsun® et Mosaicgowih® (Charles et al., 2017). La
méthodologie suivie détaillée dans |'étude de Delor et al., 2023.

PFOS co c1 c2 C3 Cc4 C5

0 0,3 17 35 6,9 13,9
PFOA co (eg c2! c3' c4' (o3

0 0,5 2,3 4,6 9,2 18,4
PFOS +
PFOA co c" c2" c3" c4" cs" ce" c7 cs"
PFOS 0 0,2 0,3 0,8 1,6 24 3,3 6,5 13,0
PFOA 0 0,2 04 10 2,0 30 4,0 8,0 16,0
PFOS+PFOA 0 04 0,7 18 36 54 73 14,5 29,0

Tableau 1 : Concentrations (en mg.kg ™ sol sec) de PFOS et PFOA (seuls), et
PFOS + PFOA (mélange) dans du LUFA 2.2 dans des sols dopés. Un sol control
(sans addition de PFAS) a également été utilisé
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Résultats et discussion

Cette étude présente pour la premiere fois les effets du PFOS et de le PFOA en exposition unique et en
mélange sur les vers de terre juvéniles Aporrectodea caliginosa sur la survie, la croissance (changement de
poids) et I'intégrité de I'ADN. A 28 jours, la survie des vers de terre exposés au PFOS a diminué de maniere
significative a C5 (13,9 mg.kg" sol sec), avec une valeur de survie moyenne égale a 75 % et une CL50 de 31,7
mg.kg' de sol sec. Pour le PFOA, elle a diminué significativement a partir de C4’ (9,2 mg.kg" sol sec), avec une
valeur de survie moyenne égale a 87,5 % et une CL50 de 15,7 mg.kg'sol sec. Dans le mélange de PFOS et de
PFOA, la survie des vers de terre a diminué de maniére significative dés C4" (3,6 mg.kg" sol sec) avec une survie
moyenne égale a 67,5 % et une CL50 de 9,91 mg.kg'sol sec. Dans le sol témoin, une hausse moyenne de 40,5 %
du poids des vers de terre a été mesurée. La premiére concentration de PFOS entrainant une diminution
significative du changement de poids des vers de terre par rapport a CO était C3 (3,5 mg.kg" de sol sec), avec
une valeur moyenne égale a-21,2 %. La CE50 était égale a 6,75 mg.kg" sol sec. Pour le PFOA, le changement de
poids moyen a diminué significativement des C3' (4,6 mg.kg” sol sec), avec une moyenne égale a 3,2 %. La CE50
étaient égale a 11,72 mg.kg'sec. Dans le mélange de PFOS et de PFOA, le changement de poids moyen a
diminué de maniére significative dés C5" (5,4 mg.kg” sol sec) avec une moyenne égale a 18,7 %. La CE50 était
égale a 4,07 mg.kg" de sol sec.

Trois des cing concentrations de PFOS testées (C1 ou 0,3 mg.kg'sol sec, C3 ou 3,5 mg.kg" sol sec, C5 ou 13,9
mg.kg'sol sec) ont fait I'objet d'une analyse de génotoxicité. Une augmentation significative du pourcentage du
DNA tail a été observée a C1 et C3 par rapport a CO. Pour le PFOA, le potentiel génotoxique des concentrations
C1', C3'et C5'(0,5 mg.kg'sol sec, 4,6 mg.kg'sol sec, 18,4 mg.kg'sol sec) ont été analysés. Aucune augmentation
significative du DNA tail na été observé par rapport a CO. Pour le mélange de PFOS et de PFOA, cing des huit
concentrations (C1" ou 0,4 mg.kg'sol sec ; C2" ou 0,7 mg.kg'sol sec, C3" ou 1,8 mg.kg'sol sec, C4" ou 3,6 mg.kg'sol
sec, C6" ou 7,3 mg.kg” sol sec) ont fait I'objet d'une analyse de génotoxicité. Une augmentation significative du
DNA tail s'est produite a toutes ces concentrations par rapport a CO, a I'exception de C3" (figure 1). Aucune
variation significative du Net FpG n'a été observée en condition d’exposition au PFOS, au PFOA et au mélange de
PFOS et de PFOA indiquant I'absence de Iésions oxydatives de '’ADN.

Cette étude a montré que les effets génotoxiques se produisent a de tres faibles concentrations de PFAS, sans
effet dose-réponse, tandis que des effets sur la croissance (changement de poids) et la survie apparaissent a
des doses plus élevées et semblent augmenter avec la concentration de PFAS dans le sol. Les effets sur la survie
semblent plus marqués pour le PFOA tandis que les autres effets paraissent plus marqués pour le PFOS.
Conformément a ce qui a été observé dans la littérature sur Fisenia fetida (He et al., 2016 ; Wang et al., 2021),
des effets négatifs sur la croissance des vers de terre A.caliginosa ont été observés a des concentrations plus
faibles en PFAS que pour la mortalité qui semble ainsi &tre un paramétre moins sensible (Frampton et al., 2006 ;
Yasmin et D'Souza., 2010). L'étude réalisée a montré que les effets sur la survie des vers A.caliginosa juvéniles
apparaissent a des concentrations plus faibles que chez le ver adulte (Zereitalabad et al.,2013) ainsi que sur £.
fetida (He et al., 2016 ; Wang et al., 2021). Cela souligne I'importance du choix de cette espéce et de jeunes
spécimens lors de la réalisation des tests d’écotoxicologie.

Dans la littérature, il a été montré que le PFOS et le PFOA pouvaient induire du stress oxydant ainsi que des
dommages a I'ADN chez £. fetida a des concentrations plus élevées que celles de notre étude (Zheng et al.,
2016 ; Wang et al, 2021). Une hypothése serait que ces dommages a '’ADN seraient liés a une augmentation du
niveau de stress oxydant. La réalisation du test des cométes a montré I'absence de génotoxicité induite par le
PFOA et I'induction d'une génotoxicité secondaire a I'exposition au PFOS et au mélange de PFOS et de PFOA,
sans effet dose-réponse. Ces résultats suggerent de forts effets génotoxiques sans seuil du PFOS et un effet
neutre ou additif du PFOA pour le mélange des composés. Le test des cométes modifié n'a pas permis de
mettre en évidence des lésions oxydatives significatives des purines associées a des cassures de I'ADN, ce qui
suggere l'existence d'autres mécanismes non entierement liés au stress oxydant aux faibles concentrations de
PFAS testées. Une hypothése serait que le stress oxydant est généré a des concentrations plus élevées que
celles testées. En diminuant les concentrations d'exposition, d'autres mécanismes pourraient étre mis en
évidence, tels que des troubles épigénétiques (Kim et al., 2021 ; Xu et al., 2022) éventuellement associés a
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I'inhibition des systéemes de réparation de I'ADN, (Luzhna et al., 2013; Chatterjee et Walker., 2017). D'autres
études devraient étre toutefois conduites pour comprendre d’avantage les mécanismes d’actions toxiques des
PFAS.

L'étude conduite a montré un potentiel effet synergique du PFOS et du PFOA sur la mortalité et le changement
de poids des vers de terre. Toutefois, aucun effet combiné évident n’a été observé pour la génotoxicité. Les
effets significatifs apparaissent a des niveaux de dose variables selon le parameétre étudié. La variabilité de
réponse observée qui change selon le niveau d'organisation biologique étudié (individuel ou sub-individuel)
pourrait s'expliquer par la multiplicité des effets toxicologiques et des mécanismes d'action toxique. En effet, il
a été montré que ces composés agissent par différents mécanismes (stress oxydant, modification de la
transcription d'un ou plusieurs génes, action sur des récepteurs nucléaires, etc.) (Behr et al., 2020 ; Caudeville,
2016 ; Fenton et al., 2021; Kim et al., 2021 ; Marques et al., 2022 ; Pierozan et al., 2023) et que les effets
toxiques observés pourraient différer en fonction de la concentration du produit testée (induction de la
prolifération cellulaire a trés faible dose et de la mort cellulaire a forte dose) (Pierozan et al., 2023). Ces
hypothéses soulignent la complexité a caractériser les effets biologiques des PFAS en mélange, d'autant que
des milliers de ces composés sont présents en association dans I'environnement. A noter que ces études se
sont principalement concentrées sur les effets des PFAS sur la santé humaine et que davantage d’études
seraient nécessaires pour comprendre les mécanismes d’action écotoxicologiques de ces composés.

a b c

-r— =1 e — — -y

ne

L

|
- |
] -]
=4 e | i n=6
- ) wl ne7? ™ n=3

‘ fng ' e
ul e . '- " o . ul ™ b R
B L 3% ¥
. W

. i - o

DNA tail (%)

&

Y Y ' o ™~ o m
58 g A Ll A 0 =y B
[PFOS] (mg.kg™ sol sec) [PFOA] (mg kg™ sol sec) [PFOS + PFOA] (mg.kg™ sol sec)

Figure 1: Pourcentage d’ADN dans la queue de la comeéte ou DNA tail (%) pour le test des
comeétes pour (a) le PFOS, (b) le PFOA et (c) le mélange de PFOS et de PFOA. Un astérisque (*) a
été appliqué si une différence significative entre la concentration testée et le controle CO a été
détectée. (n) correspond au nombre de vers considérés pour les analyses statistiques

Conclusions et perspectives

Cette étude a montré pour la premiére fois I'écotoxicité chronique du PFOS et du PFOA, seuls et en mélange, a
des concentrations environnementales pertinentes sur A.caliginosa, une espece de ver de terre ubiquitaire et
sensible. Le PFOS et I'association des deux molécules ont induit des effets génotoxiques a partir de tres faibles
concentrations dans les sols, tandis que de forts effets apparaissent a des concentrations plus élevées pour la
survie et la croissance. La toxicité de ces deux composés semble augmenter quand ils sont présents en
mélange. Cette étude a mis en évidence une instabilité de 'ADN causée principalement par des cassures de
brin sur I'espéce A. caliginosa, et a révélé I'absence globale de dommages a I'ADN induits par le stress oxydatif
sur les purines. Bien que les Iésions oxydatives de I'ADN soient un biomarqueur reconnu et sensible utilisé pour
quantifier I'impact du stress oxydatif dans divers organismes (invertébrés et vertébrés), cette étude a montré
I'implication d’autres dommages a I’'ADN ne pouvant pas étre directement et uniquement causés par le stress
oxydatif, suggérant d'autres mécanismes d'action toxicologique (par exemple, inhibition des voies de
réparation de I'ADN et/ou altérations épigénétiques). Cette étude renforce la pertinence de I'utilisation d'A.
caliginosa dans les essais écotoxicologiques, d'individus juvéniles et de biomarqueurs génotoxicologiques pour
apprécier |'écotoxicité des PFAS dans les sols. L'écotoxicité des PFAS et leurs effets cocktail sont toutefois
encore mal compris et d’autres études sont nécessaires pour comprendre les mécanismes d’actions impliqués
chez les invertébrés.
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