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1 Contexte et objectifs  
Au cours des études menées en 2011 et 2012, nous avons mis en évidence une forte embryotoxicité associée 
à un potentiel perturbateur endocrinien élevé du compartiment sédimentaire en aval de l’agglomération 
parisienne et plus particulièrement au niveau du site de Triel. L’origine de ces effets n’est pas connue à ce 
jour.  

Il a été proposé en 2013 de caractériser plus complétement la toxicité du compartiment sédimentaire en 
prenant en compte au-delà des seuls effets embryotoxiques mesurés précédemment les effets génotoxiques et 
les effets comportementaux sur un poisson modèle, le médaka japonais Oryzias latipes. Ces analyses ont 
pour objectif d’établir un tableau de bord plus complet de la toxicité du compartiment sédimentaire en Seine. 

Nous avons également proposé de tester la toxicité de ces mêmes sédiments à l’aide de deux tests in vitro de 
toxicité, le test Microtox® qui permet de mesurer le potentiel cytotoxique et le SOS Chromotest qui permet 
de mesurer le potentiel génotoxique d’un échantillon. Ces deux tests doivent être appliqués sur extraits 
aqueux (élutriat) et extraits organiques (hexane/acétone) de ces mêmes sédiments afin de mesurer la toxicité 
de la fraction bio-disponible (extrait aqueux) et de la fraction organique totale (extrait organique). L’objectif 
à terme est de pouvoir disposer d’outils et protocoles fiables pour identifier les substances toxiques présentes 
dans le compartiment sédimentaire par une approche EDA (Effect-directed Analysis) ou TIE (Toxicity 
Identification Evaluation). Il s’agit d’une analyse dirigée par les bioessais qui consiste à réduire la 
complexité d’extraits organiques par fractionnement analytique afin d’identifier par fractionnement 
progressif des composés clés dans les fractions biologiquement actives. 

 

2 Matériel et Méthodes 
2.1 Stratégie expérimentale 

Les sédiments analysés au cours de la présente étude ont été collectés à Marnay, Bougival et Triel au cours 
de trois campagnes en Seine en septembre 2011, juillet et décembre 2012. La toxicité de ces sédiments a été 
évaluée au moyen de deux tests bactériens de génotoxicité (SOS Chromotest) et de cytotoxicité (Microtox®) 
à partir d’extraits organiques et aqueux. Les effets comportementaux et génotoxiques ont été caractérisés sur 
embryons de médaka, Oryzias latipes exposés aux sédiments bruts fraîchement décongelés (Figure 1). Une 
grille de cotation à 4 niveaux (de non toxique à très toxique) permet de hiérarchiser les dangers selon les sites 
et la saison de prélèvement. 
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Figure 1 : Stratégie expérimentale mise en œuvre pour l’analyse de la toxicité des 

sédiments de Seine  

 

2.2 Extraits aqueux 

Ces extraits n’ont pas encore été préparés ni analysés. Ces extractions et analyses sont prévues au 
cours du premier semestre 2014. 

 

2.3 Extraits organiques 

Les extraits organiques ont été préparés au LSPE (UMR 8079, UP11) selon le protocole décrit dans 
la figure 2. Les mêmes extraits ont ensuite été testés avec le SOS Chromotest et le test Microtox®. 
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Figure 2 : Protocole de préparation des extraits organiques de sédiment 

 

2.4 Test Microtox® 

Le test Microtox® est un test de toxicité aiguë qui consiste à mesurer la bioluminescence émise par une 
bactérie marine Vibrio fischeri en présence de la substance ou de l’échantillon à analyser (Bulich, 1979). 
L’exposition de cette souche bactérienne à une substance cytotoxique va conduire à une baisse de la viabilité 
cellulaire qui se traduit en retour par une diminution de la bioluminescence émise par la culture bactérienne. 
Celle-ci est comparée à celle émise par une culture témoin non exposée. Ce test est sensible, rapide, 
reproductible (Ribo et al., 2001) et normalisé (EN ISO 11348-3). Il a été largement appliqué à tous les 
domaines nécessitant une expertise toxicologique et notamment à l’évaluation de la toxicité de matrices 
environnementales tels que eaux, effluents, sols, sédiments, etc. (Pedersen et al., 1998, Kwok et al., 2005). 

 
Ce test a été utilisé pour déterminer le potentiel cytotoxique de chaque extrait organique de sédiment. Une 
courbe dose-réponse a été construite à partir de 5 points de dilution (raison ½) afin de déterminer la 
concentration efficace inhibitrice 50% (CEi50). 
 

2.5 Test SOS Chromotest 

Le SOS Chromotest est un test de génotoxicité sur une souche bactérienne de E. coli modifiée génétiquement 
(Quillardet et Hofnung, 1985). Ce test consiste à déterminer la capacité d’une substance chimique à induire 
l’expression d’un des composants du système de réparation d’urgence SOS, le gène sfiA. Plus il y a de 
dommages induits dans le génome de souche par le composé testé, plus la souche exprimera fortement le 
gène sfiA. La mesure de cette activation s’opère grâce à un gène rapporteur LacZ qui code pour la synthèse 
de la β-galactosidase dont l’activité est dosée par spectrophotométrie à 420 nm en présence d’ortho-
nitrophényl β-D-galactopyranoside (ONPG). Ce test présente une haute sensibilité et spécificité vis à vis 
d’un large panel de composés génotoxiques (Quillardet & Hofnung, 1993) et a été utilisé pour l’évaluation 
du potentiel génotoxique de différentes matrices environnementales : particules atmosphériques (Škarek et 
al., 2007), sédiments (Chen et White, 2004, Cachot et al., 2006), eaux de surface (Zani et al., 2005), matrices 
biologiques (White et al., 1997) etc. 
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Ce test a été réalisé sur extraits de sédiment à trois concentrations (1/10, 1/33 et 1/100) en présence ou non 
d’une fraction microsomale S9 qui permet la bioactivation des pro-génotoxiques. 

 

2.6 Analyse des effets sur le comportement et l’intégrité génétique des larves de 
médaka 

Le test embryo-larvaire médaka en sédiment contact (MELAc) a été développé par le laboratoire EPOC. Il 
permet de mesurer la toxicité de polluants organiques (Vicquelin et al., 2011, Le Bihanic et al., 2014a) ou 
métalliques (Barjhoux et al., 2012) accumulés dans les sédiments sans recourir à une extraction de ces 
polluants. Le protocole de ce test est présenté dans la figure 3. Les analyses réalisées en 2013 concernent 
uniquement les sédiments collectés en 2012 et la mesure des effets génotoxiques et comportementaux sur 
larves de médaka. L’analyse des dommages à l’ADN par le test des comètes a été réalisé selon le protocole 
décrit par Morin et al. (2011). Le protocole pour l’analyse comportementale a été décrit par Le Bihanic et al. 
(2014b).  

 

 

Figure 3 : Test embryo-larvaire medaka en sédiment-contact (MELAc).  
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3 Résultats  
3.1 Potentiel cytotoxique des extraits de sédiment 

Les données présentées en figure 4 font clairement apparaître des différences de toxicité inter-sites avec une 
toxicité beaucoup plus marquée sur les sites à l’aval de Paris (Bougival et Triel) et plus fluctuante sur le site 
de Marnay. Au niveau du site de Marnay on peut également noter une fluctuation temporelle de la toxicité 
avec des niveaux de toxicité plus élevés en juin 2012 par rapport à septembre 2011 et décembre 2012. 
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Figure 4 : Cytotoxicité des extraits organiques de sédiment de Seine. Les résultats sont exprimés en 

concentration efficace inhibitrice 50% après 30 min d’exposition. La toxicité est inversement 
proportionnelle à l’EC50. 

 

3.2 Potentiel génotoxique des extraits de sédiment 

Les données de génotoxicité avec et sans bioactivation des pro-génotoxiques sont présentées dans la figure 5. 
Une variabilité inter-sites apparaît clairement avec une génotoxicité globalement plus marquée sur le site de 
Bougival et de façon moindre à Triel. Les extraits de sédiment de Marnay apparaissent faiblement 
génotoxiques. La génotoxicité fluctue au cours du temps, elle est globalement moindre en décembre 2012 par 
rapport à septembre 2011 et juin 2012. Ces analyses ont permis de mettre en évidence dans les sédiments de 
Seine en aval de Paris la présence de composés génotoxiques directs et de pro-génotoxiques. 
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Figure 5 : Génotoxicité des extraits organiques de sédiment de Seine (dilution 1/100ème). Les résultats sont 

exprimés en facteur d’induction (FI) par rapport au contrôle solvant. Un FI inférieur à 1.5 traduit 
l’absence de génotoxicité, entre 1.5 et 2 il traduit une génotoxicité modérée et au-delà de 2 une 

génotoxicité forte. 

 

3.3 Effets génotoxiques des sédiments sur larves de poisson médaka 

Le test des comètes a été réalisé sur larves de médaka exposées aux sédiments de Seine pendant toute la 
phase embryonnaire. Les résultats sont présentés dans la figure 6. Ces analyses ont révélé des taux 
d’endommagement relativement faibles qui fluctuent entre 11,4 et 18,8% mais aucune différence statistique 
n’a été mise en évidence entre sites et selon les périodes de prélèvement. 
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Figure 6 : Dommages à l’ADN mesurés par le test des Comètes sur larves de poisson médaka 

exposées pendant leur développement embryonnaire à des sédiments de Seine. Tous les 
embryons exposés au sédiment de Triel de juin 2012 sont morts ou n’ont pas éclos. 

 

3.4 Effets des sédiments sur le comportement natatoire des larves de poisson médaka 

L’analyse du comportement a été réalisée sur des larves exposées au stade embryonnaire aux  différents 
sédiments collectés en Seine. Les résultats sont présentés dans la figure 7. On n’observe pas de différence 
significative de vitesse moyenne de nage selon les sites à l’exception des larves exposées au sédiment de 
Marnay de décembre 2012. Ces larves ont une vitesse de nage significativement plus élevée par rapport à 
tous les autres sites que ce soit en condition de lumière ou à l’obscurité. 
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Figure 7 : Vitesse moyenne de nage des larves de médaka exposées au stade embryonnaire à différents 
sédiments de Seine. Les larves ont été soumises à différentes conditionnement d’éclairement : 0-10min 

obscurité, 10-20 min lumière blanche, 20-30 min obscurité, 30-40 min lumière blanche. 

 

4 Conclusions 
L’ensemble des données de cytotoxicité et de génotoxicité est rassemblé dans le tableau 1. Il apparaît que ces 
deux tests sont capables de discriminer des différences de toxicité entre sites. Les extraits de sédiment des 
sites en aval de Paris apparaissent fortement cytotoxiques et génotoxiques. Cette toxicité est beaucoup moins 
marquée pour les extraits de sédiments de Marnay. Compte tenu de la sensibilité des tests Microtox et 
SOS Chromotest et des niveaux de toxicité très élevés relevés à Bougival et Triel notamment en 
décembre 2012, l’approche EDA (TIE) est techniquement possible pour identifier les composés 
toxiques présents dans ces sédiments. 

Ces différences de toxicité des sédiments entre l’amont et l’aval de l’axe Seine sont cohérentes avec le 
potentiel perturbateur endocrinien mesuré sur ces mêmes sédiments à l’aide de bioessais cellulaires de 
mesure de perturbations de l’activité transcriptionnelle des récepteurs nucléaires aux hormones endocrines. Il 
est en effet plus élevé à Bougival et Triel qu’à Marnay, que ce soit pour les effets oestrogéniques sur cellules 
MELN, thyroïdiens sur cellules PC-DR-LUC ou agonistes ou anti-androgéniques sur cellules MDA-kb2 
(Labadie et al., rapport PIREN Seine 2013). Les extraits organiques étaient alors deux fois moins concentrés 
que ceux préparés pour la présente étude. Néanmoins, ils ont engendré des niveaux d’activité suffisamment 
élevés pour espérer observer une activité biologique toujours significative même après fractionnement 
analytique des extraits au cours d’une approche EDA. En effet, les activités induites étaient plus élevées que 
celles des témoins contrôles, jusqu’à 40x pour les effets oestrogéniques, 3x pour les effets thyroïdiens, et 
2,5x pour les effets agonistes sur cellules MDA-kb2, avec presque 50% d’inhibition pour les effets anti-
androgéniques observés sur ces mêmes cellules en présence de la dihydrotestostérone, DHT (campagne de 
juin 2012). A ce jour, les extraits préparés pour la présente étude n’ont pu être testés que pour leur potentiel 
perturbateur endocrinien sur cellules MDA-kb2, engendrant un facteur d’induction de 3x pour son activité 
agoniste, et une inhibition de l’activité de la DHT voisine de 75%. Même si ces observations restent à 
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confirmer sur les deux autres bioessais cellulaires, cette préparation d’extraits de sédiments, plus concentrée 
en contaminants que celle utilisée jusqu’à présent, semble sensiblement augmenter les niveaux d’activité PE. 

Les analyses réalisées sur embryons et larves de poisson médaka ont révélé une forte embryotoxicité des 
sédiments en aval de Paris mais peu ou pas d’effets sur le comportement ou l’intégrité de l’ADN de ces 
organismes (Tableau 2). On peut donc penser que certains des contaminants détectés par l’approche in vitro, 
notamment le SOS Chromotest sur extrait organique de sédiment, ne sont pas ou peu biodisponibles ou peu 
ou pas toxiques pour des organismes pluricellulaires tels que des embryons de poisson. 

De nouvelles analyses de toxicité doivent être conduites prochainement sur des extraits aqueux de cette 
même série de sédiments. Ces travaux vont permettre d’évaluer la toxicité de la fraction accessible et 
éventuellement biodisponible des polluants emprisonnés dans les sédiments de Seine. 

Tableau 1 : Potentiel génotoxique (SOS Chromotest) et cytotoxique (Test Microtox) d’extraits 
organiques de sédiment de Seine. Les données sont exprimées en taux d’induction par rapport au 

contrôle solvant. 

 
ND : non déterminé 
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Tableau 2 : Effets embryotoxiques, génotoxiques et comportementaux des sédiments de Seine sur 
embryons et larves de poisson médaka 

  
(-) pas de réponse significativement différente des contrôles (+ et ++) différences significatives 
ND : non déterminé 
* analyses réalisées en 2011 et 2012 
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