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Figure 1. Echantillonnage aux fins d’analyse de '’ADNe au large de la baie de Fundy.

Contexte :

L utilisation des méthodes d’ADN environnemental (ADNe) pour mener la surveillance biologique et
pour appuyer la mise en ceuvre des lois fédérales, provinciales et territoriales (p. ex. le Réglement sur
les espéces aquatiques envahissantes et la Loi sur les espéces en péril) suscite de plus en plus
d’intérét. Toutefois, I'absence de lignes directrices et de normes solides en matiére de rapports sur
I’ADNe a créé de l'incertitude chez les gestionnaires des ressources naturelles concernant
I'application des résultats de 'ADNe a I'appui des mesures de gestion.

Péches et Océans Canada, par l'intermédiaire des programmes sur les espéces aquatiques
envahissantes et les especes en péril, et le Comité national sur les especes aquatiques envahissantes
(CNEAE) dirigé par les gouvernements fédéral, provinciaux et territoriaux, ont identifié le besoin de
directives sur I'utilisation de '’ADNe pour appuyer les décisions de gestion et fournir des indications sur
la distribution des organismes aquatiques. Les programmes sur les especes aquatiques envahissantes
et les especes en péril, de concert avec le CNEAE, ont présenté, en 2019, une demande officielle
d’avis scientifique sur '’'ADNe.

Le présent avis scientifique découle de la réunion nationale d’examen par les pairs du 6 au

8 juillet 2020 sur les Lignes directrices pour I'utilisation ciblée des analyses d’ADN environnemental
(ADNe) pour la gestion des Espéces Aquatiques Envahissantes et des Espéces en Péril. Toute autre
publication découlant de cette réunion sera publiée, lorsqu’elle sera disponible, sur le calendrier des
avis scientifiques de Péches et Océans Canada.
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SOMMAIRE

e Dans le présent document, '’ADN environnemental (ADNe) désigne 'ADN extrait
d’échantillons environnementaux (p. ex. eau, biofilms, air, sédiments, contenu du tube
digestif, matiéres fécales) et analysé aux fins de suivi et de surveillance biologiques. Le
présent avis est axé sur des approches en matiére d’ADNe cible qui permettent de détecter
de fagon sélective 'ADN d’organismes aquatiques qui présentent un intérét du point de vue
de la gestion. Etant donné que la PCR quantitative (QPCR) est actuellement I'approche
d’ADNe cible la plus courante et la plus largement utilisée, elle sera au coeur méme du
présent avis.

e Lorsque les méthodes d’analyse de 'ADNe cible sont adéquatement validées, elles peuvent
étre utilisées pour déduire indirectement la présence ou I'absence d’organismes cibles.
Péches et Océans Canada (MPO) et les clients du MPO utilisent de plus en plus des
approches fondées sur 'ADNe pour la surveillance des programmes et la prise de
décisions.

e Le présent avis constitue un premier pas vers une communication cohérente et transparente
entre les utilisateurs finaux de 'ADNe et les fournisseurs de services (p. ex. la Direction des
sciences du MPO ou une tierce partie), de méme que vers la production de rapports a cet
égard. Le présent avis vise a favoriser I'élaboration de normes et de consensus nationaux et
internationaux en matiére de rapports.

e Les nombreuses forces des approches en matiére d’ADNe (p. ex. non destructives, non
intrusives, sensibles) en font un outil de gestion idéal pour la détection et la surveillance
d’organismes qui sont souvent difficiles a détecter au moyen de méthodes conventionnelles
de surveillance, comme les espéces aquatiques envahissantes et les espéces en péril.

e Le présent avis comprend un document d’orientation sur ’ADNe et un modéle de rapport.
Sans étre trop normatifs, ils peuvent servir d’outils complémentaires pour appuyer le bien-
fondé des décisions basées sur la science et accroitre la confiance dans les études sur
I’ADNe, car ils fournissent I'information nécessaire pour que les gestionnaires comprennent
bien la conception, la mise en ceuvre et l'interprétation des études sur ’ADNe.

e La validité des données et des résultats relatifs a TADNe repose sur un plan d’étude
rigoureux, qui est propre aux objectifs du projet et qui est le plus efficace lorsqu’il est
élaboré tot dans le processus et en consultation avec les gestionnaires et les utilisateurs
finaux, les écologistes ou les chercheurs, et les fournisseurs de services d’ADNe. Le plan
d’étude devrait comprendre un échantillonnage sur le terrain suffisant et approprié sur le
plan écologique pour les organismes cibles, la prévention de la contamination, et I'utilisation
appropriée des mesures de contréle sur le terrain et en laboratoire pour vérifier les erreurs
potentielles.

e Pour assurer l'uniformité des rapports et l'interprétation appropriée des données, le
document d’orientation comprend une échelle de validation de 'ADNe aux fins d’évaluation
de la rigueur des tests d’ADNe et un exemple d’arbre décisionnel pour la détection de
I’ADNe en vue de faciliter l'interprétation des résultats de la gPCR.

e Les résultats de 'ADNe doivent étre interprétés dans le contexte des objectifs de gestion et
de la tolérance au risque. Les critéres d’interprétation doivent étre choisis en consultation
avec les gestionnaires et les utilisateurs finaux des ressources, les spécialistes de 'ADNe,
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les écologistes et d’autres experts dans le domaine, et en tenant compte des facteurs
environnementaux pertinents.

INTRODUCTION

Les méthodes conventionnelles de surveillance biologique (p. ex. relevés visuels, chalutage)
peuvent exiger un grand nombre de ressources, étre difficiles sur le plan logistique et étre
destructrices pour les espéces ou les écosystémes a I'étude. La détection de 'ADN
environnemental (ADNe) est un domaine en rapide évolution qui offre la possibilité de relever et
de surmonter bon nombre des défis ou des limites inhérentes liés aux méthodes
conventionnelles. Dans le présent document, '’ADNe fait référence au matériel génétique extrait
d’échantillons environnementaux (p. ex. eau, biofilms, air, sédiments, contenu du tube digestif,
matiéres fécales) et analysé aux fins de suivi et de surveillance biologiques.

A I'échelle mondiale, les approches en matiére d’ADNe sont de plus en plus intégrées aux
programmes de suivi et de surveillance biologiques. Les programmes sur les espéces
aquatiques envahissantes et les espéces en péril du MPO, ainsi que le Comité national sur les
espéces aquatiques envahissantes (CNEAE) dirigé par les gouvernements fédéral, provinciaux
et territoriaux, ont été parmi les premiers a adopter et a utiliser les approches d’ADNe pour la
surveillance biologique et la détection précoce, ainsi que pour appuyer les exigences
législatives (p. ex. le Reglement sur les espéces aquatiques envahissantes et la Loi sur les
especes en péril du gouvernement fédéral); c’est toutefois un défi d’intégrer les résultats de
I’ADNe dans les processus décisionnels de gestion. Compte tenu de 'absence de méthodes
d’analyse de 'ADNe normalisées et validées, les utilisateurs finaux sont préoccupés ou
incertains quant a la validité des preuves d’ADNe, surtout lorsqu’il existe un risque élevé de
répercussions économiques, sociales et politiques associées a la prise de mesures fondées sur
les preuves d’ADNe (Sepulveda et al. 2020). De nombreux groupes a I'échelle régionale,
nationale et internationale reconnaissent la nécessité d’établir des pratiques normalisées, et
leur absence est considérée comme une limite a la gestion et a 'adoption de réeglements.
Toutefois, la normalisation est difficile a établir en raison des progrés technologiques rapides
dans la détection de 'ADNe et de la complexité des échantillons environnementaux (Goldberg
et al. 2016).

Bien que des efforts nationaux et mondiaux visant la normalisation de 'ADNe soient en cours
(p. ex. CSA 2019), il faut établir des directives claires a l'intention des utilisateurs finaux qui
utilisent ou envisagent d'utiliser les résultats de 'ADNe a I'appui de la prise de décisions
quotidienne. Les gestionnaires des programmes sur les espéces aquatiques envahissantes et
les espéces en péril ont consulté la Direction des sciences du MPO afin d’obtenir un avis
scientifique visant a favoriser la production de rapports uniformes sur les méthodes, et a
améliorer I'échange des résultats d’ADNe entre les utilisateurs finaux et les scientifiques.
Comme lindique le cadre de référence, le présent processus d’avis scientifique vise a produire
des lignes directrices examinées par les pairs sur les méthodes d’analyse de I’ADNe, sur la
terminologie normalisée pour les termes et concepts relatifs a '’ADNe, ainsi que sur les
exigences minimales en matiére de rapports pour les études d’ADNe; il s’agit Ia d’'une premiére
étape vers 'adoption de pratiques normalisées.
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ANALYSE

Considérations contextuelles

La capacité d'utiliser TADN environnemental (ADNe) de fagon uniforme et fiable aux fins de la
prise de décisions et de la réglementation s’améliorera avec le temps, et grace a
I'expérimentation et a une expérience accrue de I'intégration des résultats d’ADNe dans les
décisions de gestion. Les méthodes d’analyse de 'ADNe sont relativement nouvelles et encore
en développement (Goldberg et al. 2016; Lawson et al. 2019). Le présent avis porte
principalement sur les approches en matiére d’ADNe cible (c.-a-d. les approches d’ADNe qui
détectent de fagon sélective 'ADNe d’une seule espéce ou d’un seul taxon) qui sont plus
établies et moins complexes que les approches semi-ciblées (c.-a-d. les méthodes d’évaluation
de communautés entieres, comme le métabarcoding de 'ADNe) qui sont plus récentes et plus
complexes sur le plan expérimental. Bien qu’il existe plusieurs technologies pouvant étre
utilisées dans les études d’ADNe cible, le présent avis porte surtout sur la réaction en chaine
par polymérase quantitative (QPCR), car il s’agit de 'approche en matiére d’ADNe cible la plus
courante et la plus largement utilisée, en raison de sa rentabilité et de son accessibilité actuelle.

Il est important de reconnaitre que 'ADNe constitue une approche indirecte pour surveiller la
présence des espéces, et que la détection de 'ADNe différe de 'observation directe des
espéces (Lacoursiére-Roussel et Deiner 2019). Dans ce processus d’avis scientifique, la
détection de 'ADNe est une mesure de la présence de I’ADNe cible dans un échantillon, et non
de la présence de I'espéce ciblée. Cependant, avec une reproduction et une reproductibilité
spatiales et temporelles suffisantes, les résultats de ’ADNe peuvent étre utilisés pour déduire
gu’une espéce était probablement présente dans une zone donnée. |l est également possible
de déduire 'absence d’une espéce a l'aide de 'ADNe. Toutefois, comme les méthodes
conventionnelles de surveillance, la détermination de I'absence d’une espéce exige un
échantillonnage exhaustif et répété, souvent en combinaison avec d’autres sources
d’'information biologique et d’avis d’experts.

Il'y a a la fois des avantages et des limites a ce que 'ADNe soit une mesure indirecte de la
présence ou de I'absence d’une espéce. Les approches en matiére d’ADNe cible présentent de
nombreux avantages pour la surveillance efficace et fiable de la biodiversité actuelle et passée
dans les systémes aquatiques (Thomsen et Willerslev 2015). Dans le cadre de I'échantillonnage
de 'ADNe, on évite généralement de manipuler, de perturber ou de tuer des macroespéces
cibles (p. ex. les poissons et les moules); les répercussions sur I'habitat d’'une espéce sont
souvent nulles ou limitées. Les approches en matiére d’ADNe sont sensibles et précises, et
sont donc bien adaptées et souvent rentables pour les espéces qui sont difficiles a surveiller

(p. ex. les espéces rares ou cryptiques) a I'aide de méthodes conventionnelles (Sigsgaard et
al. 2015). Pour certaines espéces, la détection de 'ADNe sera la seule option viable pour
I'étude de I'espéce (p. ex. dans les régions éloignées ou pour les espéces en péril, la détection
précoce et les études a grande échelle). Une détection réussie de 'ADNe peut également aider
a orienter les travaux futurs dans d’autres écosystémes. Les données génétiques générées par
les approches d’ADNe complétent, mais ne remplacent pas nécessairement, les méthodes
conventionnelles qui ont leurs propres forces et limites. En ce qui concerne les limites, les
approches d’ADNe sont sujettes a plusieurs des mémes piéges inférentiels que les méthodes
conventionnelles de surveillance, ainsi qu’aux mémes problémes associés aux variations
environnementales ou expérimentales; par conséquent, il faut assurer la gestion des erreurs.
De faux positifs (détection de 'ADNe d’'une espéce lorsque cette espéce est en réalité absente)
et de faux négatifs (échec de détection de ’'ADNe d’'une espéce lorsque cette espéce est en




Avis sur I'utilisation des analyses ciblées d’ADNe
pour la gestion des espéces aquatiques
Région de la capitale nationale envahissantes et des espéces en péril

réalité présente) peuvent se produire et avoir une incidence sur la fiabilité des résultats (voir le
tableau 1 pour de plus de détails).

Document d’orientation sur ’ADNe

Pour répondre a la demande d’avis scientifique, un document d’orientation, rédigé dans un
langage normalisé et respectant les exigences minimales en matiére de rapports pour les flux
de travail ADNe-qPCR, a été élaboré comme outil de communication et ressource pour les
utilisateurs finaux des programmes sur les espéces aquatiques envahissantes et les espéces
en péril. Les scientifiques de '’ADNe peuvent aussi utiliser le présent document pour mieux
communiquer les résultats, lever les incertitudes et établir la confiance chez les utilisateurs
finaux. Le document d’orientation est utilisé de maniére optimale lorsque les utilisateurs finaux
et les experts scientifiques travaillent ensemble pour évaluer la maniére de réduire l'incertitude
tout au long d’'une étude d’ADNe.

Les concepts, la terminologie et les exigences minimales en matiére de rapports énoncés dans
le document d’orientation sont importants pour réduire l'incertitude dans l'interprétation des
résultats, dans la mesure ou des lignes directrices normalisées en matiére de rapports réduiront
au minimum la variation des mesures et des parameétres déclarés (chez les fournisseurs de
services d’ADNe). En fin de compte, cela facilitera I'interprétation des résultats de la part des
divers utilisateurs finaux ou fournisseurs de services d’ADNe. Le document d’orientation
englobe les connaissances de la Direction des sciences du MPO et I'expertise scientifique
externe, I'état des connaissances sur 'ADNe tirées de la documentation scientifique, et les
pratiques exemplaires nationales et internationales. Il s’appuie sur un document antérieur

du MPO décrivant I'état des connaissances en matiére d’ADNe (Baillie et al. 2019) et pourrait
favoriser le développement des normes nationale et internationale et fournir un modéle
permettant d’améliorer I'utilisation des résultats de 'ADNe dans la prise de décisions. Le flux de
travail ADNe-qgPCR comporte quatre étapes principales (figure 2). L’état des connaissances
pour les étapes de 1 a 3, qui comprennent la conception, la réalisation et I'analyse des résultats
d’ADNe, est mieux établi que pour I'étape 4, qui comprend l'interprétation des résultats aux fins
de la gestion. Par conséquent, le document d’orientation sur TADNe accompagnant le présent
avis scientifique porte sur les étapes 1 a 3.
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Figure 2. Contenu du document d’orientation sur '’ADNe axé sur I'état des connaissances des quatre
principales étapes du flux de travail gqPCR-ADNe.

L’étape 4, au cours de laquelle les résultats de 'ADNe sont interprétés aux fins de gestion ou
de réglementation, est difficile a normaliser, car la déduction de la présence ou de I'absence
d’un organisme cible difféere grandement selon les applications individuelles. Bien que les
résultats de la qPCR puissent indiquer de fagon fiable si TADNe de I'organisme cible a été
détecté ou non dans un échantillon testé, il n’existe pas de critéres établis pour la proportion
minimale d’échantillons ou de réplicats nécessaires pour déduire la présence ou I'absence d’un
organisme (Goldberg et al. 2016). Puisque I'interprétation des données est propre a I'espéce et
a I'écosystéme, il est conseillé aux utilisateurs finaux de consulter des experts de 'ADNe, des
écologistes et d’autres experts au cas par cas afin d’optimiser la détection des espéces et de
discuter des incertitudes dans l'interprétation des résultats de '’ADNe.

Les exigences minimales en matiére de rapports énoncées dans le document d’orientation et le
modéle de rapport sur ’ADNe sont congues pour tenir compte d’un large éventail de protocoles
d’échantillonnage et d’analyse de 'ADNe a l'aide de la qPCR, et se concentrent sur les
éléments qui doivent étre déclarés, sans étre prescriptifs quant aux méthodes particuliéres. Les
utilisateurs finaux devraient s’assurer que toutes les exigences minimales en matiére de
rapports sont respectées, car il s’agit des critéres essentiels qui démontrent l'intégrité
scientifique d’'une étude d’ADNe. Des rapports améliorés et cohérents permettront
d’entreprendre des études comparatives, ce qui pourra faire progresser davantage les
méthodes d’ADNe aux fins de prise de décisions et de réglementation.

Les termes et les concepts fournis dans le glossaire du document d’orientation permettront aux
utilisateurs finaux de comprendre les méthodes et résultats de 'ADNe. Les scientifiques de
I’ADNe devraient utiliser les termes du glossaire de la fagon la plus uniforme possible lorsqu’ils
communiquent les résultats. Les termes ambigus comme « positif faible » ou « positif
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soupgonné » qui ne sont pas inclus dans le document d’orientation devraient étre définis
comme une « détection non concluante » pour les utilisateurs finaux et étre évités.

Considérations liées au plan d’étude

La premiére étape du flux de travail ADNe-qPCR est le plan d’étude. Bien que le prélévement
d’échantillons environnementaux puisse étre simple, des considérations complexes doivent étre
prises en compte pour optimiser le plan d’étude. Il est conseillé aux utilisateurs finaux des
programmes sur les espéces aquatiques envahissantes et les espéces en péril de discuter de
leurs buts ou objectifs d’étude avec des fournisseurs de services d’ADNe et d’autres experts en
ADNe au début de I'élaboration du projet, dans le cadre d’'un plan de communication visant a
assurer une bonne conception de I'étude et le recours aux méthodes appropriées.

Déterminer les fournisseurs de services d’ADNe appropriés

L’ensemble du flux de travail d’'une étude d’ADNe peut comprendre diverses composantes
réalisées par des entités, des organisations ou des équipes distinctes. Aux fins de la
communication et de la production de rapports, le terme « fournisseur de services d’ADNe »
désigne le gestionnaire de projet (p. ex. scientifique du MPO, consultant tiers) responsable de
communiquer les résultats a I'utilisateur final qui a demandé I'étude.

Les fournisseurs de services de laboratoire doivent étre en mesure de démontrer qu’ils
possédent les qualifications, I'expérience et les conditions de laboratoire propre requises. Le
respect des bonnes pratiques de laboratoire (BPL; voir OCDE 1998) ou les études d’ADNe
menées conformément a d’autres normes de BPL avec de solides mesures d’assurance et de
contréle de la qualité (AQ/CQ) peuvent accroitre la probabilité d’'une détection précise. Les
utilisateurs finaux qui demandent des services d’ADNe devraient évaluer, avec un haut niveau
de rigueur, les aptitudes des fournisseurs de services potentiels et communiquer avec des
experts d’ADNe et d’autres experts, au besoin, au cours de I'étape d’évaluation du processus
de passation de marchés. Il est a noter qu’un fournisseur de services d’ADNe peut seulement
participer au point de livraison des résultats du test de la gPCR ou aider a l'interprétation des
résultats d’ADNe.

Les exigences minimales en matiére de rapports énoncées dans le document d’orientation
peuvent étre utilisées par les utilisateurs finaux pour encourager les fournisseurs de services
d’ADNe a produire des rapports cohérents sur les composantes essentielles du flux de travail
ADNe-gPCR. L’objectif est ici de faire comprendre aux fournisseurs de services que certains
renseignements seront considérés comme des connaissances essentielles, surtout lorsque les
décisions de gestion fondées sur les résultats d’ADNe et les répercussions de ces décisions
sont importantes. Par conséquent, avant de conclure un accord avec un fournisseur de
services, il faut établir s’il y a ou non des obstacles a la diffusion des connaissances
essentielles (p. ex. protocoles et méthodes) pour des raisons de propriété intellectuelle. Si des
éléments clés du rapport sont manquants ou manquent de clarté, I'utilisateur final devrait les
confirmer et les clarifier auprés du fournisseur de services d’ADNe.

Plan de communication

Il est recommandé d’élaborer un plan de communication avant le début d’'une étude. Un plan de
communication résume le flux d’information qui devrait circuler entre toutes les parties a une
étude d’ADNe, du plan de I'étude a l'avis sur les résultats d’ADNe. Un élément clé d’un plan de
communication consiste a échanger de I'information et a établir des roles, des responsabilités et
des attentes clairs entre les utilisateurs finaux, les fournisseurs de services d’ADNe et d’autres
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experts scientifiques de soutien (p. ex. les écologistes, les taxonomistes). Le plan de
communication devrait intégrer la tolérance au risque des utilisateurs finaux en fonction des
répercussions des résultats, car elle aura une incidence sur les critéres, les seuils et la période
d’avis pour déterminer si ’ADNe cible a été détecté ou non.

Considérations relatives a I’échantillonnage sur le terrain

L’échantillonnage sur le terrain comprend la collecte, le traitement (p. ex. la filtration) et la
préservation des échantillons environnementaux. Les échantillons environnementaux sont
souvent conservés jusqu’a ce que ’ADN puisse en étre extrait et analysé en laboratoire ou sur
le terrain a l'aide de dispositifs portatifs ou automatisés. L’échantillonnage sur le terrain est
essentiel si 'on veut optimiser la probabilité de prélever de ’ADNe cible dans les milieux
aquatiques. Le nombre d’échantillons (et de réplicats), les lieux d’échantillonnage et les
méthodes choisies pour recueillir et préserver ’ADNe auront une incidence directe sur la
probabilité de détection de I'espéce, et donc sur la validité des résultats. Les objectifs de
gestion et la tolérance au risque sont des facteurs importants de I'échantillonnage sur le terrain,
et les utilisateurs finaux devraient transmettre ces facteurs aux fournisseurs de services d’ADNe
au début de I'étude. L’expérience et les études antérieures devraient, en fin de compte, guider
et éclairer le choix de la méthode. Une étude pilote est recommandée pour chaque nouvelle
application de 'ADNe (p. ex. un nouvel emplacement géographique ou une nouvelle saison)
afin de valider le plan d’étude, les protocoles d’échantillonnage sur le terrain et le test qPCR,
ainsi que la pertinence de l'utilisation de contréles pour détecter ’ADNe cible.

La figure 3 montre les influences environnementales et biologiques sur le rythme auquel 'ADNe
persiste, se disperse, se dégrade et s'accumule dans un environnement. La biologie des
espeéces d'intérét et les facteurs environnementaux sont des éléments clés a prendre en
considération au moment de choisir les lieux d’échantillonnage, la fréquence, le moment et les
méthodes. La variabilité temporelle, spatiale et saisonniére de la répartition, du comportement
et de 'abondance des espéces aura une incidence sur la probabilité de détection de 'ADNe
(Harrison et al. 2019; Jerde et al. 2019). Les facteurs environnementaux influencent la
probabilité de détection en influant a la fois sur la biologie des espéces et sur ’ADNe lui-méme.
Les protocoles d’échantillonnage et le traitement peuvent différer selon les espéces et les lieux
d’échantillonnage. Les lieux d’échantillonnage devraient étre choisis avec soin afin d’optimiser
la probabilité de détection selon I'écologie des espéces ciblées et la variabilité
environnementale. Dans le cas des espéces aquatiques envahissantes, les lieux
d’échantillonnage peuvent refléter des vecteurs naturels ou anthropiques, ou des domaines des
voies biologiques par lesquelles les espéces envahissantes sont introduites dans de nouveaux
environnements.

Contraintes logistiques

Comme pour toute étude, I'échantillonnage sur le terrain et I'effort d’échantillonnage sont
souvent limités par des contraintes logistiques. L’accés au site, la disponibilité et 'expérience de
I'équipe, I'éloignement du site et les conditions dangereuses ou difficiles sont des
considérations importantes pour les études d’ADNe. Ces facteurs influent souvent sur le
moment et les lieux de I'échantillonnage, le choix et la disponibilité de I'équipement, le volume
d’échantillons, ainsi que la profondeur des échantillons et leur stockage, ce qui, en retour, a une
incidence sur le rendement et la probabilité de détection de 'ADNe (Jerde et al. 2019). Par
exemple, 'augmentation du volume ou du poids de I'échantillon environnemental améliore le
rendement de 'ADNe et la probabilité de détecter ’TADNe des organismes cibles, ce qui réduit le
risque de faux négatifs (Hunter et al. 2019). Cependant, il existe de nombreuses applications
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particulieres ou de petits volumes d’échantillons sont appropriés ou réalisables sur le plan
logistique (p. ex. les contraintes logistiques ou le recours a des véhicules autonomes). Le taux
de dégradation de 'ADNe a également une incidence sur la qualité de I'échantillon et augmente
la probabilité de faux négatifs; par conséquent, le temps pris pour traiter et conserver les
échantillons d’ADNe doit étre déclaré. Un échantillonnage sur le terrain non optimal en raison
de contraintes logistiques aura des conséquences sur l'interprétation des résultats.

a N O )

Facteurs environnementaux Facteurs biologiques

» Type d’habitat (p. ex. eau e Caractéristiques physiques

douce) ﬁ (p. ex. taille, condition)

» Conditions abiotiques (p. e Habitat préférentiel
ex. température, salinité) e Période de reproduction
Courants et marées e Etat de décomposition
Microbes, e Mobilité de l'organisme (p.
enzymes, inhibiteurs ex. mobiles vs sessiles)

Propriétés de ’ADNe

e Transport

Taux de libération
Taux de
dégradation

e Persistance

Figure 3. Considérations environnementales et biologiques qui interagissent et affectent les propriétés de
I'’ADNe. Ces facteurs devraient étre pris en compte pendant I’échantillonnage sur le terrain.

Réplication et reproductibilité

La réplication sert a accroitre la fiabilité des résultats et a évaluer la reproductibilité nécessaire
pour de nombreuses applications de modélisation statistique. Le choix du nombre de réplicats
d’échantillons requis dépend de 'application particuliere. Une plus grande réplication augmente
généralement la détection des espéces et la fiabilité des résultats; cependant, cela accroit aussi
I'effort d’échantillonnage et le colt. Bien que la réplication soit recommandée a la plupart des
étapes du flux de travail (p. ex. échantillonnage, station, site, test gqPCR), elle n’est pas
forcément nécessaire a toutes les étapes, selon les objectifs de gestion, les contraintes
logistiques et la tolérance au risque.
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Controles

Les contrbles sont un élément essentiel du plan d’étude de 'ADNe; sans contrdles, les résultats
de 'ADNe ne peuvent pas étre interprétés de fagon significative. Il est important d’'inclure des
contrbles dans chaque étude ou enquéte d’ADNe, et de les inclure a toutes les étapes du flux
de travail lorsque cela est faisable sur le plan logistique; toutefois, le nombre précis de contrbles
requis dépendra de I'application particuliére et des objectifs de I'étude (Bohmann et al. 2014).
Des contrdles doivent étre inclus pour détecter et signaler les risques de faux positifs et de faux
négatifs. Les contrdles positifs garantissent que les protocoles fonctionnent efficacement pour
détecter les faux négatifs possibles, tandis que les contrbles négatifs peuvent étre utilisés pour
cerner les sources de contamination et détecter les faux positifs. Un contrdle positif comprend
généralement I'ajout d’'une concentration connue d’ADNe avec une séquence différente de
I’ADNe cible dans un échantillon blanc a différents points du flux de travail durant les projets
d’ADNe. Les contrdles négatifs ou « blancs » ne contiennent pas d’ADNe d’intérét et sont
également inclus tout au long du flux de travail.

Les résultats des contrbles devraient étre décrits de fagon suffisamment détaillée pour que les
utilisateurs finaux puissent comprendre le niveau d’incertitude avant de prendre une décision de
gestion. Une attention particuliere doit étre portée a la réussite ou a I'échec des contréles. Il n’y
a pas de consensus clair sur les criteres d’évaluation des contrdles pour les approches d’ADNe,
et les critéres peuvent varier d’un fournisseur de services d’ADNe a l'autre. En général, dans de
nombreux laboratoires, si un contréle positif €choue (c.-a-d. aucune détection), cette étape du
protocole est répétée jusqu’a ce qu’elle soit optimisée et réussie. S’il y a amplification
inattendue de 'ADNe dans un contrble négatif, il arrive que tous les échantillons associés soient
omis des résultats. Dans d’autres laboratoires, cependant, le niveau d’amplification le plus élevé
du contrble négatif peut étre traité comme un seuil minimal, et seule I'amplification au-dessus
de ce niveau dans les échantillons sera interprétée comme une détection. A I'heure actuelle,
une pratique exemplaire consiste a demander a ce que les résultats des contréles soient décrits
de fagon transparente et cohérente.

Méthodes d’analyse de I’ADNe en laboratoire

L’analyse en laboratoire des échantillons d’ADNe commence par I'extraction de 'ADN — une
méthode pour purifier ou isoler '’ADN a I'aide de méthodes physiques ou chimiques. Les
différents protocoles d’extraction de I'ADN varient quant a leur capacité de recueillir ’TADNe
cible. La technique d’isolation de 'ADN devrait mener a une extraction efficace avec une bonne
quantité et qualité d’ADN pour I'analyse qPCR. La qPCR est une technique utilisée pour
amplifier de fagon sélective un segment cible de 'ADN en I'associant a des marqueurs
génétiques congus pour I'espéce ou le taxon d’intérét. L’'un des avantages de la qPCR par
rapport a la PCR traditionnelle est qu’elle peut étre utilisée a la fois pour détecter 'ADN a de
faibles concentrations et quantifier ’TADN dans un échantillon.

Une validation scientifique rigoureuse qui précéde la mise en ceuvre de tout outil d’analyse de
’ADNe fondée sur la qPCR dans la prise de décisions de gestion est essentielle pour réduire au
minimum l'incertitude, et pour permettre une application et une interprétation significatives des
analyses d’ADNe (Bustin et al. 2009; Sepulveda et al. 2020). Un test d’ADNe fondé sur

la gPCR, et sa validation, comprend un ensemble complet de protocoles allant de
I'échantillonnage sur le terrain a 'analyse en laboratoire et a l'interprétation des résultats. Pour
assurer une interprétation appropriée des données, le document d’orientation comprend une
échelle de validation a cing niveaux, élaborée par Thalinger et al. (PREIMPRESSION 2020), qui
classe I'exactitude, la sensibilité et la fiabilité des méthodes d’analyse d’ADNe pour la détection
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de 'ADNe cible (figure 4). La confiance dans le rendement du test gPCR s’améliore le long de
I'échelle, mais d’autres facteurs sont également pertinents, comme la répétabilité des méthodes
et la reproductibilité des résultats. Il est important de reconnaitre que le niveau de validation des
tests d’ADNe fondés sur la gPCR est étroitement lié aux composantes sur le terrain et varie
d’'une espéce a l'autre; par conséquent, les tests de validation doivent étre effectués a
'emplacement géographique et dans le substrat ou le test d’ADNe sera utilisé pour les
décisions de gestion.

La validation de niveau 1 et de niveau 2 représente les phases initiales de tests in silico
(conception de 'amorce par ordinateur) et in vitro (optimisation de 'amorce en laboratoire),
respectivement, mais pas les phases de tests in situ (échantillonnage sur le terrain de 'ADNe)
pour un test ADNe-gPCR. Ces deux premiers niveaux sont axés sur le développement et la
conduite de tests des marqueurs génétiques pour s’assurer qu’ils sont propres a I'organisme
d’intérét (c.-a-d. qu'ils n’amplifient pas les espéces ou sous-espéces indésirables). A ces
stades, le test n’a pas atteint un niveau de validation suffisamment élevé pour déterminer si
I’ADNe cible est présent ou absent.

11
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Testé sur des tissus de .
I'organisme ciblé

Test optimisé

Testé sur des espéces
apparentées non ciblées

Niveau 3
Essentiel

Niveau 2

+

Testé sur des échantillons
d’ADNe

Deétections positives obtenues

Toutes les étapes de
traitement des échantillons
sont rapportées en détail

/

Impossible de dire si la cible est présente ou
absente

Niveaux 1 et 2

Interprétation des résultats

1

Niveau 3

Non détecté : Impossible de déterminer si la
cible est présente ou absente
Détecté : La cible est probablement présente si

. les contréles de terrain sont négatifs

. le laboratoire est adapté pour détecter
FADNe

. les détections positives sont seéguencees

Limite de détection (LOD)

Tests exhaustifs sur le terrain
et tests in vitro sur des espéces
co-occurrentes non ciblées

Niveau 5
Opérationnel

Niveau 4
Substantiel

el 2 Niveau 4

o
o
Probabilites de détection
estimées par modélisation
statistique

établie

Tests approfondis de spécificité
et etude des influences
environnementales

s

MNon détecté : La cible est probablement
absente, en supposant que le moment et la
réplication sont appropriés dans
'échantillonnage; le niveau 5 fournit la
probabilité de la présence de 'espéce
malgré les détections négatives.

Détecté : La cible est trés probablement
présente.

Niveaux 4 et 5

Figure 4. Une échelle de validation a cinq niveaux a été élaborée par Thalinger et al. 2020 (PREIMPRESSION) pour faciliter I'évaluation des tests
d’ADNe et l'interprétation appropriée des résultats. Pour chacun des niveaux, les principales réalisations du processus de validation et l'interprétation
appropriée des résultats sont fournies. Voir Thalinger et al. 2020 pour les criteres minimaux a chaque niveau.
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La validation de niveau 3 exige que les tests soient effectués sur des échantillons d’ADNe
prélevés sur le terrain (in situ) dans des zones ou I'on sait que I'organisme cible est présent ou
absent pour évaluer le rendement de la méthode dans des conditions naturelles. Si le test
d’ADNe permet de détecter 'organisme cible in situ, ce test devient alors opérationnel (c.-a-d. il
devient possible de déterminer si TADNe d’'un organisme d’intérét peut étre détecté dans la
zone d’étude) tant que le flux de travail et les procédures d’utilisation standards sont strictement
suivis. Par conséquent, la validation de niveau 3 est une étape essentielle pour déterminer si
I’ADNe cible est présent ou absent. Pour les études qui sont plus exploratoires ou qui éclairent
les décisions de gestion a faible risque, la validation de niveau 3 peut étre suffisante pour
déterminer si ’ADNe cible est probablement présent dans une zone donnée.

Pour la validation de niveau 4, la limite de détection (LOD), qui est la plus faible concentration
d’ADNe cible pouvant étre détectée avec un niveau de confiance (le taux de détection de 95 %
est le niveau de confiance standard), est recommandée comme critére de détection minimum
(Klymus et al. 2019). La limite de quantification (LOQ) est une autre mesure de qPCR qui peut
étre utilisée avec ou au lieu de la limite de détection lorsqu’un critere de détection plus élevé est
nécessaire (c.-a-d. une tolérance au risque plus faible; voir Klymus et al. 2019). L'utilisation d’'un
seuil de détection de 'ADNe pour la limite de détection ou la limite de quantification signifie
qu’un test de niveau 4 peut étre considéré comme hautement validé, et qu’il représente un
niveau de confiance plus élevé dans les résultats de ’ADNe que celui d’un test de niveau 3. La
validation de niveau 4 est suffisante pour déterminer si la présence de IADN cible est
improbable dans une zone donnée.

La validation de niveau 5 est considérée comme entierement opérationnelle pour la présence
ou I'absence d’'une espece ou d’un taxon, et elle est idéale pour appuyer la prise de décisions
ayant des conséquences importantes sur le plan sociopolitique ou sur le plan des ressources;
toutefois, il N’y a que quelques exemples ou les tests ciblés propres a une espéce ont atteint le
niveau 5 (p. ex. le US Asian Carp Program, USFWS, 2019). La validation de niveau 5 n’est pas
une destination statique et peut diminuer si les variables environnementales changent au fil du
temps (Thalinger et al. 2020).Le temps et les ressources nécessaires pour obtenir la validation
du niveau 3 au niveau 5 varient grandement selon I'échelle et la portée de I'étude. S’il N’y a pas
de marqueurs geénétiques disponibles pour une espece cible, ils devront étre congus, mis au
point et testés comme il est indiqué a chaque niveau de validation. Dans certains cas, plusieurs
mois sont nécessaires pour valider un test de niveau 2 et plusieurs années pour obtenir un test
validé de niveau 3. Par comparaison, la validation de niveau 4 inclut souvent de nombreuses
études et une expérimentation intensive pour comprendre comment améliorer la détection de
'ADNe dans la zone d’étude. Le passage du niveau 4 au niveau 5 exige plusieurs années de
tests et des ressources considérables. Si des marqueurs génétiques ou un flux de travail ADNe-
gPCR sont disponibles, il est toujours important de tester et de valider un test gqPCR dans la
zone d’étude prévue.

Analyse des résultats du test gPCR pour la détection de I’ADNe

Bien qu’il n’y ait pas de consensus sur la fagon dont les résultats de la gPCR devraient étre
analysés, deux approches principales sont utilisées pour analyser les résultats : i) les arbres
décisionnels de détection, et ii) les approches statistiques. Pour les deux approches, le
fournisseur de services d’ADNe doit définir soigneusement les critéres pour qu’un échantillon
soit considéré comme « détecté » ou « non détecté », et pour toute autre classification qui peut
étre requise dans une étude particuliére, a chaque niveau de réplication (p. ex. site, station). II
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est recommandé que I'approche utilisée pour la détection de 'ADNe soit élaborée dans le cadre
d’un plan de communication, en particulier pour les études ayant une faible tolérance au risque.

Dans le cadre du présent processus d’avis scientifique, des renseignements et critéres
minimaux recommandés ont été choisis pour améliorer l'interprétation et la transparence des
résultats des tests qPCR, tout en reconnaissant que les méthodes d’analyse de '’ADNe
évoluent. Des détails sur tous les contrdles positifs et négatifs doivent étre communiqués afin
que les utilisateurs finaux puissent comprendre la robustesse de I'étude, quelles que soient sa
discipline et son expérience avec 'ADNe. Un apergu des résultats du test gPCR devrait étre
fourni aux utilisateurs finaux afin de permettre une évaluation indépendante de celle du
fournisseur de services d’ADNe. Il est considéré comme acceptable qu’un fournisseur de
services d’ADNe limite ses rapports a I'analyse d’AQ/CQ, mais ce dernier peut également
fournir une analyse ou une interprétation des résultats du test gPCR.

Pour aider les gestionnaires, un exemple d’arbre décisionnel de détection a été élaboré

(figure 5). Cet exemple montre les composantes clés d’un arbre décisionnel de détection et est
complémentaire aux autres arbres décisionnels élaborés pour des applications ou des
programmes d’ADNe particuliers. Veuillez noter que I'exemple d’arbre décisionnel ne constitue
pas une norme pour une étude de détection ’ADNe donnée. Le nombre de réplicats de la
gPCR (encadré supérieur, figure 5) et le nombre d’échantillons, de stations et de sites (encadré
inférieur, figure 5) pourraient étre fixés a n’importe quel nombre minimal convenu et pourraient
changer au fil du temps, a mesure que I'on en apprend davantage sur le systeme d’étude.

Dans l'arbre décisionnel de 'exemple, la validation du niveau 4 au niveau 5 (voir la figure 4) est
le niveau minimum qui doit étre atteint pour permettre de désigner un statut de « détection » ou
d’« absence de détection », car les criteres de détection ont été choisis comme le niveau de
détection qui respecte ou dépasse les paramétres de la limite de détection au niveau de
I'échantillon, du site et de la station. Le terme « détection non concluante » est utilisé lorsque
I'échantillon a été amplifié, mais que son signal était inférieur a la limite de détection (c.-a-d. que
le poids de la preuve ne correspond pas au niveau de détection) et qu’il faut poursuivre le travail
(p. ex. rééchantillonnage, tests répétés).

Les résultats a n’importe quelle étape d’'une étude d’ADNe ou du flux de travail du test gqPCR
peuvent comprendre des erreurs de faux positifs et de faux négatifs (tableau 1). Le document
d’orientation et les exigences minimales en matiére de rapports visent a aider a traiter les
sources d’erreur, de fagon a ce que les utilisateurs finaux disposent de l'information nécessaire
pour comprendre comment les erreurs ont pu survenir et comment elles peuvent étre réglées.
Les désignations de statut des études d’ADNe (« détecté », « non concluant » ou « non
détecté ») peuvent varier selon les objectifs de I'étude, les résultats et la tolérance au risque
des utilisateurs finaux; par conséquent, il est impossible de fournir des directives précises sur
l'interprétation des résultats des tests d’ADNe aux fins de gestion ou d'utilisation réglementaire.
Selon la désignation du statut d’'une étude, un échantillonnage plus approfondi et des tests
d’ADNe répétés, avec le méme plan d’étude ou un avec un plan d’étude modifié, peuvent étre
nécessaires pour corroborer les données probantes disponibles afin d’accroitre la fiabilité des
résultats. La confirmation des résultats de ’ADNe peut étre requise au moyen d’autres
méthodes d’enquéte axées sur les sites de détection de 'ADNe, le rééchantillonnage, ou
I'utilisation d’un test qPCR supplémentaire ou de séquencage de 'ADNe d'un sous-ensemble
de produits qPCR.
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Figure 5. Exemple d’arbre décisionnel pour interpréter les résultats du test gqPCR de '’ADNe. Dans la
boite en pointillés supérieure, les résultats finaux de la gPCR sont générés en vérifiant les contréles. La
boite en pointillés du bas est un arbre décisionnel de détection, dans lequel les criteres appliqués sont
variables (comme l'indiquent X, Y et Z) et peuvent ou non différer pour chaque niveau, car ils seront
établis en fonction des objectifs de I'étude et de la tolérance au risque de I'utilisateur final. L’astérisque
associé aux contréles sur le terrain qui n'ont pas été réussis indique la nécessité d’une discussion entre
l'utilisateur final et le fournisseur de services d’ADNe.
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Tableau 1. Désignations possibles du statut pour les résultats de 'ADNe selon la présence ou I'absence de I'espece cible. Ces désignations devraient

faire l'objet de discussions dans le contexte des objectifs de gestion et de la tolérance au risque.

Les échantillons
environnementaux n’ont pas été
prélevés au bon moment ou au
bon endroit pour I'organisme
ciblé.

L’ADN s’est dégradé sur le

Détection de ’ADNe non
concluante

L’amplification sporadique ne
permet pas d’atteindre les
seuils de détection, ce qui peut
étre causé par une faible
abondance de la cible résultant
des processus physiques et
biologiques (c.-a-d. distance de

E?DGCf terrain, p?ndant I.’entreposage la source, faible taux d’ADN /
presente ou entre 'extraction et libéré, faible abondance de
Famplification. I'organisme ciblé, composés
L’ADN n’a pas été extrait des inhibiteurs, dégradation de
échantillons environnementaux I'’ADN).
de maniere efficace.
Echec de I'amplification (p. ex.
inhibition).
Les échantillons peuvent avoir L’ADNe libéré par un organisme mort (p.
" o . ex. dans I'eau de ballast) a été ampilifié.
été contaminés sur le terrain ; o ) ..
ou en laboratoire. L,ADNe a _perS|ste' c_jepws‘ u’n ev‘enement
Amplification de PADN d'une d,lntroductllon gnterlgur ou 'espéce ne
espéce apparentée s qst pas établie (c.-a-d. signal de
Espéce / ' reliques).
absente L’ADNe a été transporté d’'une source

éloignée.

Contamination sur le terrain ou en
laboratoire.

Amplification de ’'ADN d’une espéce
apparentée.
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Sources d’incertitude

L’ADN environnemental (ADNe) est une mesure indirecte de la présence ou de I'absence de
I’ADN cible et ne permet pas de faire la distinction entre les organismes vivants et les
organismes morts (p. ex. matiere fécale, restes digérés de prédateurs). La certitude dans la
déduction de la présence ou de I'absence peut étre améliorée par un échantillonnage temporel
et spatial répété de la zone, et par une attention particuliére pour documenter tout organisme
mort observé ou toute source extérieure possible d’ADNe. En paralléle, le fait de ne pas
détecter ’ADNe n’indique pas nécessairement I'absence d’'une espéce cible; '’ADNe cible
pourrait ne pas avoir été prélevé méme lorsqu’il est présent, 'espéce peut avoir un faible taux
d’ADN sécrété, ou des problémes techniques peuvent s’étre produits.

Il existe plusieurs sources analytiques d’incertitude liées a I'extraction de ’ADN, a la validation
et a 'opérationnalisation du test qPCR, et a I'interprétation des résultats. L’incertitude peut étre
introduite pendant I'échantillonnage sur le terrain si le nombre ou le volume des échantillons est
insuffisant, si 'échantillonnage spatial ou temporel n’est pas suffisant pour détecter avec succés
les organismes cibles, ou s’il y a contamination. La sensibilité des méthodes d’analyse de
’ADNe exige de bonnes pratiques de laboratoire méticuleuses, des procédures d’AQ/CQ et des
tests rigoureux pour réduire les sources de contamination croisée de 'ADN et accroitre la
confiance dans la détection de 'ADNe.

Les autres sources d’incertitude comprennent les lacunes dans les connaissances sur la
persistance et la distribution de I’ADNe de différentes sources dans différents environnements.
Pour atteindre un niveau de certitude élevé, il faut effectuer des relevés et des tests de facon
continue dans un systéme écologique donné a un endroit donné.

CONCLUSIONS ET AVIS

L’ADN environnemental (ADNe) est particulierement bien adapté pour la détection rapide des
espéces aquatiques envahissantes, des espéces en péril et des autres espéces qui sont
souvent sous-estimées ou sous-représentées au moyen des méthodes conventionnelles de
surveillance. L'analyse de 'ADN environnemental a de nombreuses applications rentables. Elle
peut fournir aux gestionnaires et aux décideurs de I'information qui compléte d’autres méthodes
conventionnelles de surveillance et qui appuie la conservation des espéces aquatiques et des
écosystémes.

Les approches ciblées d’ADNe-gPCR peuvent fournir des méthodes de détection efficaces et
fiables pour obtenir TADNe des organismes aquatiques lorsqu’elles sont bien congues,
rigoureusement validées et systématiquement déclarées par les utilisateurs finaux et les
fournisseurs de services d’ADNe. Les exigences minimales en matiére de rapports et le
langage normalisé énoncés dans le document d’orientation en font un outil de communication et
une ressource compléte pour guider les utilisateurs finaux des programmes sur les espéces
aquatiques envahissantes et les espéces en péril tout au long du flux de travail de '’ADNe-
gPCR. Les exigences minimales en matiere de rapports ont été congues pour que les
utilisateurs finaux comprennent bien les critéres qui sont importants aux fins de la désignation
du statut de I'étude d’ADNe, et pour encourager les fournisseurs de services d’ADNe a produire
des résultats de fagon uniforme. Des rapports cohérents sur les études d’ADNe permettront
d’entreprendre davantage d’études comparatives, qui peuvent aider a combler les lacunes en
matiére de connaissances et a faire progresser les méthodes d’analyse d’ADNe aux fins de
prise de décisions et de réglementation.
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Le domaine de 'ADNe est relativement nouveau et en rapide évolution, stimulé par ses
nombreuses applications bénéfiques. Le présent processus d’avis scientifique permet au MPO
de parvenir a une normalisation et a un consensus nationaux et internationaux en matiére de
production de rapports, ce qui représente un premier effort vers une communication uniforme et
transparente des résultats de 'ADNe.

Il a été conclu que si la plupart ou la totalité des pratiques susmentionnées concernant la
conception d’une étude sur 'ADNe et la production de rapports étaient en place, les résultats de
I’ADNe devraient étre pris en compte dans les mesures relatives aux politiques et a la gestion,
et '’ADNe devrait étre un autre outil pour la détection, la surveillance et la gestion des espéces
d’intérét.

AUTRES CONSIDERATIONS

D’autres méthodes d’analyse de ’ADNe qui ne sont pas incluses dans cette demande d’avis,
comme la PCR digital en gouttelettes (ddPCR), peuvent étre aussi valides que les approches
de la qPCR et avoir leurs propres critéres de détection, étapes de validation et extrants qui
devraient étre déclarés le plus en détail possible. Certaines des exigences minimales en
matiére de rapports décrites ici concernant I'échantillonnage et I'analyse sur le terrain peuvent
s’appliquer a d’autres approches d’analyse de 'ADNe.
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