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INTRODUCTTON

Le contrôle de la toxicitê des micropolluants hydriques se limite encore
dans notre pays à la seule évaluation de la toxicité aiguë à l'aide du test
daphnie 24 heures et du test Microtox sur bactéries. L'impact à moyen
et long terme des polluants hydriques n'est pas encore étudié en routine,
même s'il est question dans un avenir proche d'intégrer les essais sur la
reproduction des daphnies, et plus tard les tests algues, dans la batterie
d'essais pour le contrôle environnemental. Ces essais sont nécessaires
certes, mais insuffisants pour appréhender les risques génotoxiques ; des
micropolluants peuvent être cancérogènes sans pour autant induire une
réponse avec les essais classiques évaluant la mortalité à court terme ou
des effets sur la reproduction ou la photosynthèse. Le rejet dans notre
environnement d'effluents non contrôlés et considérés à tort inoffensifs,
n'est certainement pas sans conséquences pour les écosystèmes et pour
l'homme.

Le but de notre travail a été de contribuer à définir une stratégie
d'êvaluation de la génotoxicité des effluents industriels.

Dans un premier temps nous avons réalisé une revue bibliographique des
essais de gênotoxicité applicables aux échantillons de l'environnement
hydrique. Les avantages et les inconvénients des essais répertoriés ont
êté êvalués.
Nous avons sêlectionnê deux essais pour notre êtude expêrimentale : un
essai in uilro,le test d'Ames et un essai in tri,uo,le test micronoyau sur
larves de pleurodèle communément appelé test triton.

Dans un deuxième temps nous avons comparê les capacités de ces deux
essais à détecter la génotoxicité d'effluents industriels. Les effluents
testés provenaient de I'industrie chimique, de I'industrie du papier et de
la métallurgie. Parallèlement nous avons entrepris d'améliorer le
protocole du test micronoyau sur triton.

Enfin, nous nous sommes plus particulièrement intéressês aux effluents
issus de la métallurgie pour lesquels nous avons entrepris d'identifier les
composês responsables de leur pouvoir génotoxique et d'êtudier le
mécanisme d'action de ces micropolluants.



CI{APITNE I

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

ESSAIS DE GENOTOXICITE /N WTNO ET /N VTVO

APPTICABLES

A L'EIWIRONNEMENT TTYDRIQUE

Ce chapi,tre est acceptê pour publ;icati,on dans Ia Reuue des Sctences da
ï Eau.



ABBEVIATIONS

Composês clai,miques
B(a)P = benzo(a)pyrène ; Bases Ar. = bases aromatiques ; MMC =

mitomycine C ; CP = cyclophosphamide ; DMN = dimêthylnitrosamine ;
EMS = éthylméthanesulfonate ; HAP = hydrocarbures aromatiques
polycycliques ; HC-al = hydrocarbures aliphatiques ; HM = hydrazide
maléique ; MMS = méthylméthanesulfonate ; MNNG = N-méthyl-N'-nitro-
N-nitrosoguanidine ; N-CAP = composés aromatiques polycycliques azotés

; OH-HAP = hydrocarbures aromatiques polycycliques hydroxylês ; S-CAP
= composês aromatiques polycycliques soufrés i Ox = composés oxygénés

; PCB = polychlorobiphényls ; PCP = pentachlorophénol ; TCHF =

trichlo rohyd roxyfuranone.

.Essazs
AC = aberrations chromosomiques ; HGPRT = hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transférase ; MN = micronoyau ; RO = rêsistance à
l'ouabaîne ; SCE = échanges de chromatides soeurs ; SOS = SOS
chromotest ; TC = transformation cellulaire ; UDS = synthèse non
programmée de I'ADN ("unscheduled DNA synthesis")

Wpes celluln;ires
BF2 = lignée cellulaire établie
d'hamster chinois ; Hpr =
lymphocytes humains ; RTG2
en-ciel.

de perche soleil ; CHO = cellules ovariennes
hépatocytes primaires de rats ; Lh =

= lignée cellulaire de gonades de truite arc-

Autres abrêuiations
Anaph. ab. = anaphases aberrantes ; chrom = chromosome i FC = facteur
de concentration ; lyoph = lyophilisat ; métaph. ab. = métaphases
aberrantes ; rés = résistant(e)s ; rev = révertants ; S9 = 59 mix, fraction
métabolique microsomale de foie de rats ; souter. = souterraine.



I-I II{TBODUCTTON

Depuis quelques années il s'est développé au sein de la communautê
scientifique une rêelle prise de conscience du risque génotoxique liê au
rejet dans l'environnement de molécules chimiques au caractère
mutagène et cancérogène. Cela s'est traduit par le développement
d,études de gênotoxicité des milieux environnementaux situés dans des
zones 'à risques" ou contaminées par des rejets d'origine industrielle ou
agricole. Ces études ont permis de mettre en évidence et d'évaluer un
risque génotoxigu€, et de dêterminer les méthodes et les essais à mettre
en oeuwe pour le quantifier.

Les essais utilisés dans un premier temps ont été ceux développés pour

l'évaluation du potentiel génotoxique des substances chimiques : ces
essais in vitro, sensibles et relativement faciles à mettre en oeuvre, ont
d,abord êtê appliqués à une fraction concentrêe des micropolluants,
obtenue par extraction organique des échantillons hydriques incriminés.
La recherche de conditions d'essai plus représentatives de la réalité
environnementale a conduit progressivement au développement de
méthodes d'essai in uiao sur organismes supérieurs et organismes
aquatiques en particulier, applicables sur échantillons bruts mais
également in si'tu.

La synthèse bibliographique présentée ici est une revue des essais de
génotoxicité appliqués au contrôle des milieux environnementaux
hydriques et à leurs sources de contamination : eaux continentales et
marines, rejets hydriques d'origine domestique, industrielle ou agricole,
sédiments de rivières et boues de station de traitement d'épuration. La
préparation des échantillons à tester, l'intérêt et le champ d'application
des différents essais in vi,tro ou in vi,ao mis en oeuvre seront discutês.
Cette revue vise à aider au choix des méthodes d'essais, en fonction de
l'objectif poursuivi, du type d'échantillon à examiner, et des ressources
en temps et en matériel de I'expérimentateur.

I.2 METHODES DE CONCENTRATION DES ECHAI{TtrIONS

Les niveaux de contamination chimique de I'environnement aquatique
sont le plus souvent inférieurs au Vg/l ; ceci implique, pour pouvoir
détecter des effets après un temps d'expêrimentation relativement
court, de faire appel à des essais très sensibles etlou à une étape de
concentration des micropolluants. De ce fait, les essais ne sont pas
rêalisés directement sur l'échantillon brut prélevé dans l'environnement,
mais sur une fraction concentrée des micropolluants de cet échantillon.
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Deux techniques principales d'extraction sont utilisées:

- extraction liquide/liquide ou liquide/solide par solvants organiques
(tableau 1)

- adsorption des micropolluants sur résine synthétique suivie d'une
élution par des solvants organiques (tableau 2).

Ces extractions sont réalisées soit sur l'échantillon brut, soit après
ajustement du pH à des valeurs neutres, acides ou basiques. Ces
extractions sélectives, qui permettent la séparation des micropolluants
selon leur polarité et leurs caractéristiques physico-chimiques,
renseigneront sur la contribution relative des diffêrentes fractions à
l'effet mutagène. La fraction neutre contiendra des composés organiques
apolaires comme les hydrocarbures aromatiques polycycliques, la
fraction acide des micropolluants ionisables à caractère acide de type
phénols et acides organiques, et la fraction alcaline des composés à
caractère basique tels que les amines.
Les solvants employés par les auteurs sont pour la plupart apolaires ; de
sorte que les opérations d'extraction réalisêes au pH généralement
neutre des milieux hydriques privilégient I'extraction des micropolluants
apolaires, tandis que celle des micropolluants polaires (organiques ou
minêraux) ne sera que partielle. L'acidifÏcation ou l'alcalinisation de
l'échantillon, qui peut remédier à ce problème, présente aussi des
inconvénients en induisant des modifications physico-chimiques de
certains micropolluants ; par exemple leur hydrolyse.
Une des limites de l'extraction par solvants est qu'elle ne permet pas
toqiours d'opérer avec des volumes importants d'échantillons. En
revanche, c'est une méthode facilement applicable à l'étude des
échantillons solides tels que les sédiments.

Lorsque le taux de contamination est très faible comme dans le cas des
eaux de surface ou des eaux souterraines, l'utilisation d'une technique
de concentration des micropolluants par adsorption sur résine ou
charbon actif est préférée, en raison de la facilité à traiter de grands
volumes d'êchantillon (plusieurs dizaines de litres). Toutefois, la
filtration sur résine pour les eaux turbides expose au risque de
colmatage et d'une perte possible des composés mutagènes liés aux
particules.
Pour pallier aux faibles quantités de micropolluants généralement
présents dans les milieux analysés, les facteurs de concentration
appliqués sont très élevés (tableaux I et 2). Cependant, les rendements
d'extraction sont rarement précisés par les auteurs, bien que le résultat
des essais et leur interprêtation soient directement liês à ce paramètre :
la préparation d'un échantillon par une mêthode n'apportant qu'un
faible rendement d'extraction des micropolluants pourrait conduire à un
résultat faussement négatif.



r-3 MTLTEUX ENVIRONNEMEI{TAUX rrrDRrQrIES ETTIDmS

I-3.1 Enux NetuRnu,ns nr nnux n'nltunntnnon

Les lacs et les cours d'eaux sont généralement le réceptacle de
rejets d'origine industrielle ou domestique ; mais ils peuvent être
êgalement l'objet de pollutions d'origine agricole, par lessivage des sols
ou encore de pollutions d'origine atmosphérique. Ces rejets augmentent
la charge en matières organiques des eaux superficielles. Dans le cas où
ces eaux de surface sont utilisées pour la potabilisation, leur
contamination peut se répercuter sur la qualité des eaux d'alimentation.
Ainsi, dès L974, Bellar et aI. et Rook signalaient la formation de
composés haloformes mutagènes par action du chlore sur la matière
organique, lors de la potabilisation des eaux par chloration.

Dès lors, de nombreux travaux ont été effectués en vue d'étudier
l'influence du traitement de potabilisation sur la génotoxicité des eaux
d'alimentation. Il existe une abondante littérature et d'excellentes
revues de synthèse sur cette question, gu€ nous ne traiterons pas ici
(Fiessinger et al., 1981 ;De Kruljf et Kool, 1985 ; Courtois et al., 1986 ;
Ram et al., 1986 ; Horth, 1990). Nous ne parlerons des travaux sur les
eaux potables qu'au travers de leurs relations avec les eaux des milieux
naturels dont elles sont issues. De nombreux auteurs ont étudié le
potentiel génotoxique des eaux de surfaces et des eaux souterraines en
rapport avec leur contamination initiale et ses conséquences possibles
sur la qualité des eaux potables. Les essais in uitro et in vi,uo appliqués
à ce type d'échantillons et les résultats obtenus par ces auteurs sont
prêsentés dans les tableaux 3 et 4 .

L'essai de génotoxicité le plus frêquemment utilisé est le test d'Ames
réalisé à I'aide de mutants Salmnnella tgphimuri,um hzs- sur les fractions
concentrées des micropolluants, plus rarement sur l'échantillon brut. Les
souches TA 98 et TA 100, permettant de détecter des mutations,
respectivement, par décalage du cadre de lecture et par substitution de
paires de bases, sont le plus souvent utilisées. Les résultats obtenus avec
cet essai montrent que I'emploi du chlore dans les processus de
potabilisation induit souvent la formation de composés mutagènes
(Douglas et a,1., 1986 ; Heartlein et al., 1981) mais cet effet n'est pas
systématique, les eaux traitées par chloration pouvant aussi être moins
génotoxiques qu'avant traitement (Athanasiou et Kyrtopoulos 1983). Les
composés mutagènes formés par chloration sont des mutagènes directs,
dont le caractère génotoxique ne requiert pas d'activation métabolique
pour s'exprimer (Nazar et Rapson, 1980).



D'autres essais in vitro que le test d'Ames ont été employés pour ce type
d'étude. Ils mettaient en oeuvre des cultures de cellules de mammifères
et faisaient appel à des critères de mesure de la génotoxicité tels que les
êchanges de chromatides soeurs (SCE), la formation d'aberrations
chromosomiques (AC) ou celle de micronoyaux (MN). Ces essais se sont
avérés de sensibilité équivalente sinon supérieure à celle des essais sur
procaryotes.
Une étude tout à fait intéressante a êtê réalisée par Gruener et
Lockwood (1979) sur une eau produite par recyclage d'eaux usées. Ces
auteurs ont recherchê des effets épigénétiques par un test de
transformation cellulaire sur cellules embryonnaires d'origine humaine
afin de détecter les agents cancêrogènes agissant par des mécanismes
autres que ceux relevant d'une altération structurale de I'ADN. Leurs
travaux ont révélé la présence de promoteurs de cancérisation dans I'eau
potable étudiée.

Le souci de se rapprocher du contexte environnemental a conduit au
développement d'essais in tviao sur organismes supérieurs aquatiques
(mollusques, poissons, amphibiens), plus rarement sur vêgétaux (maîs,
plantes herbacées) (tableau 4).
Ces essais ont été utilisés pour tester directement les eaux brutes, sans
passer par une étape préalable de concentration des micropolluants ;
ceci constitue un avantage certain au plan de la représentativité des
résultats et de l'évaluation du risque au niveau environnemental. Ces
essais utilisent les mêmes critères de mutations chromosomiques que les
tests in vùtro : échanges de chromatides soeurs, aberrations
chromosomiques et micronoyaux. La durée d'exposition dans les études
de Prein et aI (1973), et de Jaylet et aI (1987) reste courte (3 àL LZ jours)
à l'échelle de la durée de vie de ces organismes aquatiques.

Les études conduites par Prein et aI. (1978), Heartlein et aI. (1981) et De
Marini et al. (1982) sur poissons ou maïs témoignent d'une meilleure
sensibilité des essais in vi,ao par rapport au test d'Ames. L'originalité de
l'essai de mutation reverse sur maîs réalisé par Heartlein et a'1. (1981) et
De Marini et aI. (1982) mérite d'être soulignée, dans la mesure où
I'utilisation de plantes supérieures en mutagénèse est rare par rapport
aux essais sur cellules ou organismes animaux.

La recherche d'adduits à I'ADN, reconnus comme indicateurs précoces
d'un effet initiateur, est une méthode en plein développement et
applicable aux organismes exposés en laboratoire (Shugart et a,1., L987 ;
Kurelec et a,1., 1988 ; Mc Carthy et al., 1989) ou prélevés sur des sites
contaminés (Kurelec et ot., 1990). La mêthode du postmarquage tn 32P

(Randerath et al., 1981), non spécifique, peut être mise en oeuvre sans
une connaissance prêalable des adduits formés et être appliquée dans le
cas d'exposition à des méIanges complexes. Cette technique est sensible
et permet de détecter la prêsence d'adduits à I'ADN avec une fréquence



de 1/1010 nuclêotides (Kurelec et aI., 1990). Au contraire, la dêtection
des adduits par des techniques de fluorescence (Mc Carthy et al. 1989),
ou par utilisation d'anticorps spécifiques, sont des méthodes réservées à
la détection d'adduits identifiés ; elle sont utiles pour étudier les niveaux
d'exposition des populations à des dérivés génotoxiques donnês.

T-8.2 LES REIETS INDUSTRIEIS

L'activité industrielle est souvent à l'origine de la pollution des
cours d'eau. Dès lors, l'évaluation de la toxicité, et plus récemment, de la
génotoxicité des rejets industriels s'est imposée.

Parmi les tests in uitro appliquês à l'étude des rejets, le test d'Ames est
encore I'essai le plus utilisé pour tester les fractions concentrées de ces
échantillons ; il est plus rarement appliqué directement aux effluents
bruts (tableau 5).
Au cours de ces dix dernières années, l'utilisation d'essais in tnluo s'est
multipliée. Les travaux de Das et Nanda (1986), Van der Gaag et o,I.
(1990) et de Wrisberg et Van der Gaag (1992), mettent en évidence leur
sensibilité et leur capacité supérieure à celle des tests in ryitro à détecter
la mutagénicité d'échantillons non concentrés.

Les résultats des essais, in vitro ou in tri,uo, sont néanmoins variables en
fonction du type d'industrie et de la nature des effluents. Le
blanchiement de la pâte à papier par le chlore est souvent générateur de
composés mutagènes, vis-à-vis desquels les souches de Salmonelln
tgplaimuri,um, his- présentent une sensibilité élevée leur permettant de
détecter la mutagénicité de ces micropolluants même sur effluents bruts
(Nazar et Rapson, 1980 ; Holmbom et a1.,1984 ; Das et Nanda, 1986 ;
rffrisberg et Van der Gaag, 1992).

Lors de l'étude d'un effluent êpuré provenant d'une usine pétrochimique,
Van der Gaag et al. (1990) ont comparé les réponses de deux essais in
vi,tro, Ames et SOS chromotest, et de trois essais in ui'uo, échanges de
chromatides soeurs sur poissons et essais micronoyaux sur moules et
amphibiens. Les tests in vi,tro n'ont donné de résultats positifs qu'avec
les fractions concentrées ; en revanche, les essais in vi,ao ont révélé la
gênotoxicité de I'effluent brut (tableau 5). Dans le cadre de cette étude,
le test SCE sur Nothofuanclui,us rachourù, qui donne une réponse positive
après 96 heures d'exposition, est apparu particulièrement sensible. Des
études comparatives de cet ordre sont très intéressantes pour évaluer
les performances des différents modèles et devraient être plus
frêquentes.
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Le compartiment sédimentaire est souvent négligé lors des études
environnementales bien qu'il joue un rôle important dans I'accumulation
des micropolluants et leur relargage éventuel dans la colonne d'eau.

L'étude de la génotoxicitê des sédiments passe généralement par une
étape préalable d'extraction des micropolluants adsorbés sur les
particules de sêdiment, et fait appel à des essais in vi,tro. L'extraction
est réalisêe par des solvants organiques avec ou sans modification de pH
(tableau 1) ; ce protocole est intéressant à des fins analytiques, si I'on
souhaite réaliser une extraction totale des micropolluants. Il pose par
contre des problèmes de représentativitê sur un plan environnemental ;
une lixiviation en milieu aqueux (ou élutriation) parait plus
représentative des phénomènes de relargage qui peuvent avoir lieu lors
d'épisodes de crue ou à l'occasion de dragages.

En raison des facteurs de concentration élevés, appliqués lors de la
préparation des échantillons, les volumes d'extraits disponibles sont
faibles, rendant implicite le recours aux essais in vi'tro (tableau 6).
West et aI (1988) et Fabacher et al (1988) ont trouvé une meilleure
sensibilité du test de synthèse non programmée de I'ADN (test UDS, qui
mesure I'induction des systèmes de réparation de I'ADN), comparé au
test de mutation génique HGPRT- aux loci de l'hypoxanthine-guanine
phosphoribosyl transférase induisant une résistance à Ia G-thioguanine.

A notre connaissance, aucun essai in uùuo sur vertébrés ou invertébrés
aquatiques, benthiques ou épibenthiques n'a été encore développé et
validé pour l'étude directe de la génotoxicité des sédiments. Des essais
de mutagénèse sur plantes supêrieures ont cependant été appliqués par
Plewa (1984) pour évaluer la gênotoxicité des boues d'une station
d'épuration de Chicago aux USA (tableau 6). Ils consistent en un essai de
mutation génique sur mais et un test micronoyau sur une plante
herbacée, bad,escant:i,a paludosa. Les plantes sont cultivêes dans un sol
mélangé au sédiment à tester en proportions déterminées. Les résultats
positifs obtenus par cet auteur montrent qu'un transfert de
micropolluants génotoxiques peut avoir lieu de la boue vers la plante.

Actuellement, une politique de valorisation agricole des boues de station
d'épuration tend à se développer. Du point de vue réglementaire, Ia
dêcision d'épandage de ces boues est basée sur leur teneur en métaux
lourds. Ces tests sur T. paludnso et sur maÏs seraient donc d'un intérêt
certain pour défÏnir la qualité 'écotoxicologique' des boues de station
d'épuration.



I-4 COMPARAISON DES PERFORMANCES DES ESSAIS IN VIT"RO ET
IN VTVO VIS-A-VIS DE MUTAGENES CONNUS

L'évaluation de la sensibilité des différents tests in vi'tro et in
ttiuo employés peut être réalisée en comparant leur réponse à des
mutagènes connus, en tenant compte des niveaux de concentrations
testées et de la durée d'exposition. Les tableaux 7 et 8 synthétisent les
réponses des précédents essais aux substances génotoxiques utilisées
comme contrôles positifs.

Les essais réalisés sur bactéries (tableau 7), Ames et SOS-
chromotest, rapides (respectivement 48h et 2h d'exposition) et faciles à
mettre en oeuvre apparaissent sensibles à une large gamme de
mutagènes. Le SOS-chromotest est utilisé pour les échantillons
environnementaux, mais moins systématiquement que le test d'Ames (Xu
et at., 198? ; Harwood et al., 1989 ; Van der Gaag et al., 1990). Les études
comparatives sur ces échantillons manquent pour juger de Ia sensibilité
relative de ces deux tests ; les éléments de comparaison proviennent
essentiellement d'études sur produits purs (Quillardet et al., L982; Von
der Hude et a,1., 1988) qui font apparaître une sensibilité spêcifique de
l'un ou I'autre réactif bactérien en fonction de la structure chimique des
composês étudiés. Ainsi, les acridines et les amines aromatiques positives
avec le test d'Ames, n'induisent généralement pas de réponse SOS ;
inversement, des furocoumarines positives avec le SOS chromotest,
peuvent donner des réponses négatives sur,Solzaonella tgphimurium lais-
(Lecointe 1984).

Le test d'aberrations chromosomiques sur cellules de poisson semble être
plus sensible que les essais sur cellules de mammifère compte tenu des
concentrations d'exposition à des contrôles positifs comme le B(a)P ou le
MNNG et de la durée de I'essai. Les essais de résistance à l'ouaba'ine et
de mutagénicité au locus HGPRT- apparaissent de sensibilité équivalente
(tableau 7).

La sensibilité des tests in ryiuo est en partie liée au choix de
l'organisme ; ainsi les larves de I'annélide Neanthes arerul'ceod'entata' sont
peu sensibles au B(a)P et au MNNG comparés aux mollusques, poissons
et amphibiens (tableau 8). Les deux espèces de poissons, UmAra pAgmclea
et Nothobranchius ra,chsulù apparaissent de sensibilité équivalente vis-à-
vis de I'EMS ; pour ce qui concerne les bivalves marins, Myti'Ius
gattoTrroui,ncial:is semble plus sensible que Mgtùlus edul;is.

La sensibilité des tests in vi,uo dépend aussi du critère utilisé pour
mesurer l'effet génotoxique. Les critères SCE et AC donnent des
résultats du même ordre de grandeur chez U. pUgfinnpo et N. ronhqtti
(Van der Hoeven et at., L982; Hooftman, 1981 ; Hooftman et Vink, 1981).
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Quant au critère micronoyau, il semble moins sensible que les précêdents
si l'on se base sur les niveaux de concentrations clastogènes plus élevées
que celles induisant les échanges de chromatides soeurs ou les
aberrations chromosomiques.

I.5 DISCUSSION

L'ensemble de ces résultats montre d'une manière générale que les essais
in vi,uo, qui permettent de détecter la présence de micropolluants
gênotoxiques dans les milieux naturels sans passer par une étape de
concentration, sont plus sensibles que les essais in vi,tro. Leur sensibilité
dépend toutefois du taux de croissance de I'organisme utilisé ou du taux
de division du tissu choisi pour l'étude des critères de génotoxicité. La
probabilité de mettre en évidence des aberrations chromosomiques, des
échanges entre chromatides soeurs ou des micronoyaux est directement
liêe à I'index mitotique du tissu cellulaire considéré ; ceci explique le
choix privilégié d'individus au stade larvaire, ou l'examen des cellules
sanguines ou lymphocytaires pour les études de génotoxicité in vi'uo. Cet
élément peut expliquer la sensibilité plus faible d'essais qui seraient
réalisés sur des organismes adultes ; ce facteur -développement' mérite
donc d'être examinê avant de déclarer telle espèce peu sensible en tant
que modèle de génotoxicité in ui,uo. Par le même mécanisme, des
micropolluants inhibiteurs de croissance peuvent empêcher I'expression
de la génotoxicité d'autres substances présentes co4jointement dans des
milieux complexes ; d'où l'attention particulière qui doit être portée à la
toxicité de l'échantillon aux différentes dilutions testées. Ce problème
justifie la démarche de certains auteurs de séparer et tester les
différentes fractions des micropolluants.

Si le plus souvent les essais in vitro rêpondent positivement après une
étape de concentration des micropolluants, il est des cas où des réponses
positives peuvent être obtenues sur échantillons bruts ; ce qui peut
témoigner d'un taux de pollution élevé de l'échantillon, mais aussi d'une
sensibilité spécifique du système cellulaire utilisé à certaines catégories
de micropolluants. C'est le cas de la sensibilité particulière de Salrnonella
typhimuri,um laiÂ- aux produits de chloration des eaux et aux
micropolluants présents dans les rejets de la métallurgie ou de la
pêtrochimie (Nazar et Rarson, 1980 ; Rannug et al., 1981 ; Van der Gaag,
1988 ).

Cette sensibilité plus faible des essais sur cellules in ui,tro pourrait être
liée en partie à la filtration stêrilisante sur membrane, utilisée très
souvent comme procédé de décontamination baetérienne des milieux
hydriques avant leur ajout dans le milieu de culture cellulaire.
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La filtration éIimine la fraction particulaire de taille égale ou supérieure
à 0,22 UR, sur laquelle peut être adsorbé nombre de micropolluants
organiques et minéraux.
Parmi les autres procédês de stérilisation possible, la stérilisation gamma
a êtê envisagée par Van der Gaag et a,I. (1990), mais ce procédé n'est pas
à la portée de tout laboratoire et une influence du rayonnement sur la
structure des micropolluants ne doit pas être exclue.

La sensibilité de certains essais in ryi,tro pourrait être optimisée en
jouant sur le protocole expérimental : ainsi une préincubation de
l'échantillon et de la souche bactérienne avant incorporation au milieu
gélosé améliore la sensibilité du test d'Ames, mais au prix d'un
alourdissement non négligeable de la procédure expérimentale.

Au plan de la facilité de mise en oeuvre, il est clair que les essais in vùtro
prêsentent des avantages indéniables en tant que systèmes miniaturisés,
se prêtant parfaitement au oscreening" de génotoxicité à grande échelle.
Ils requièrent de faibles volumes d'échantillons et sont bien adaptés à
l'étude des fractions concentrées des micropolluants extraits de milieux
contaminés.
Les modèles eucaryotes sont cependant d'une utilisation plus délicate
que les modèles procaryotes et demandent une bonne maîtrise des
techniques de cultures cellulaires.

Le coût des essais in tri,tro est modêré dans la mesure où leur lecture est
aisée et rapide, comme dans le cas des essais basês sur I'examen des
mutations reverses (relatives au locus de l'histidine et de I'HGPRT) ou
sur I'induction des systèmes de réparation SOS de I'ADN visualisée
colorimétriquement. Par contre, ce coût s'accroît s'il s'agit d'essais de
cytogénêtique sur cellules eucaryotes, dont les lectures microscopiques
sont longues et requièrent un personnel expérimenté.

Ces essais in uttro sont des outils de choix pour la dêtection d'un
potentiel génotoxique dans le cadre d'essais en séries. Ils posent
cependant des problèmes d'interprétation quant à la prédiction de
l'impact possible des micropolluants sur I'environnement et la faune
aquatique. Il est effectivement diffTcile d'extrapoler à des organismes
supérieurs dotês de systèmes de régulation en4rrnatiques, hormonaux et
immunologiques et exposés pendant des temps très longs aux
micropolluants, les rêsultats obtenus sur des cellules isolées, exposées
pendant des temps très courts à des fractions concentrêes de ces
micropolluants.

Dans un souci de meilleure représentativité, le choix de modèles
eucaryotes serait prêférable aux modèles bactériens, compte tenu de
leur niveau d'organisation supérieur, et le choix de cellules de poissons
préférable aux cellules de mammifères pour prévoir un impact en milieu
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aquatique. Actuellement, les lignées de cellules de poissons,- cellules
RTG2 de truite arc en ciel et cellules BF2 de perche soleil - sont aussi
utilisées en génotoxicitê pour la détection des adduits à I'ADN des
composés électrophiles, au même titre que les hépatocytes de poissons
maintenus en survie in ztùtro (Babich et Borenfreund, 1991 ; Masfaraud et
at., L992). Il serait très utile d'avoir des mutants de ces lignées pour un
caractère phénotypique donné, qui permettraient de dêtecter les
mutations géniques et compléter ainsi la gamme des essais de
cytogénétique relatifs aux mutations chromosomiques.
Mais, ces systèmes cellulaires sont souvent déficients en enzymes
nécessaires à la mêtabolisation des xénobiotiques comme celle réalisée
par les monooxygénases chez les organismes supêrieurs ; cette déficience
peut être constitutionnelle chez les procaryotes ou acquise à la suite de
la dédifférenciation des cellules eucaryotes lorsqu'elles sont cultivées iæ
vi,tro.

Ceci implique de supplémenter le milieu d'essai par des fractions
enzymatiques et leurs cofacteurs, capables d'assurer I'activation
métabolique des génotoxiques indirects. Ces fractions microsomiales sont
généralement prêparées à partir d'homogénats hêpatiques de
mammifères, mais peuvent aussi être obtenues à partir de poissons
(Sloof et Van Kreijl, 1982) ou de bivalves.

Au plan de la représentativité, les essais in ui,uo réalisés sur vertébrés et
invertébrés aquatiques sont incontestablement supérieurs aux essais sur
cellules :

- les organismes supérieurs sont pourvus des systèmes de
métabolisation qui participent à la détoxication des micropolluants, mais
aussi à l'activation mêtabolique des procancérogènes,

- ces organismes sont soumis aux contrôles hormonaux et
immunologiques qui modulent eonsidêrablement les réponses cellulaires
face au stress toxique,

- leur sensibilité permet de les utiliser pour l'étude des milieux
naturels, des eaux continentales et marines et celle des effluents, sans
concentration préalable ; ce qui constitue des conditions plus proches de
la réalité environnementale.

Les essais in viuo exigent par contre de disposer de volumes importants
d'échantillons. De ce fait, les extraits et concentrats dont les volumes
disponibles sont généralement faibles, semblent difficilement applicables
à ces essais.

Le choix d'un modèle biologique dans les essais in uï,uo sera fonction du
type d'échantillon (dulçaquicole ou marin), de la facilité d'élevage des
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organismes, de leur disponibilité au cours de l'annêe, de leur sensibilité
et de la facilité de détection de la génotoxicitê.

Il semble que les essais micronoyaux sur I'amphibien Pleurodel'es usaltl
pour les milieux dulçaquicoles et sur Myti,lus sp. pour les milieux marins
soient intêressants à retenir. A notre connaissance il n'existe pas de test
équivalent sur bivalves d'eau douce.

Un développement intêressant des protocoles d'évaluation de la
gênotoxicitê in vi,uo en laboratoire pourrait être leur application in si'tu
en écoépidêmiologie. L'étude des organismes prélevés au niveau de sites
pollués renseignerait sur l'impact réel des contaminants au niveau des
populations exposées et constituerait un système de contrôle a
posteri,ori des effets de la pollution ; avec la nécessité de disposer d'une
zone de référence adéquate permettant de juger valablement de
I'influence des contaminants.

A cet égard, la recherche des micronoyaux chez MUtilus est très
intéressante en milieu marin. Cet organisme se prête bien aux opérations
de transfert in si,tu en amont et en aval d'une source de contamination,
dont il permettrait de mesurer I'impact réel. En zone fortement
contaminée cependant, une sélection "naturelle' des individus les plus
résistants ou -adaptés' pourrait conduire à des résultats faussement
négatifs (Brunetti et a,I, 1988) ; ceux-ci devront donc être interprétés
avec la prudence et I'esprit critique qui convient aux études
êpidémiologiques.

I-6 CONCLUSION

Cette étude bibliographique, sans être exhaustive, a permis de
recenser les principaux essais in vitro et in triao applicables à l'étude des
milieux hydriques environnementaux contaminés. Elle devrait aider le
chercheur dans le choix de la stratégie et des essais à mettre en oeuvre,
selon les objectifs fixés et les moyens disponibles.

Nous voudrions souligner en conclusion, I'intérêt d'une utilisation
coqiointe des essais iz uitro et in vi,tso, mettant à profit leurs avantages
respectifs pour l'étude de la mutagênicité des milieux hydriques
environnementaux : les essais in vi,tro étant bien adaptés au 'screening",

les essais in tti,uo intéressants par leur représentativitê. L'utilisation du
test d'Ames, dans le cadre d'un premier dépistage des échantillons à
risque, ou d'un essai de mutations chromosomiques sur lignées
cellulaires, cellules CHO ou cellules de truite RTG2, associê à un essai izl
viao tel que le test des micronoyaux sur Pl,eurodeles ou Mytihts semble
être un bon compromis dans le cadre de l'évaluation de la génotoxicité
des échantillons complexes et de la prévision des effets potentiels.
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II-1. NTRODUCTTON

Cette partie de notre travail avait pour but d'estimer les capacités de
deux tests de génotoxicité à êvaluer les potentialités mutagènes
d'effluents complexes domestiques et industriels ; nous avons utilisé :

- un test bactérien, le test d'Ames classiquement utilisé en
screening.
- un test sur organisme supérieur, le test micronoyau sur
larves de pleurodèle (amphibien).

Le test d'Ames a êtê utilisê comme référence par rapport au test triton
encore peu employé et dont il nous fallait déterminer les performances
dans le cadre du contrôle ou du suivi de la génotoxicité d'effluents
toxiques.

fr-z. I\{ATERTEL ET METIIODES

fr-?.L. Lns nrruunxrs ntuorrs

Cette étude a porté sur huit effluents industriels ou domestiques.
Les prélèvements ont êtê effectués dans des bidons de 30 litres en
polyéthylène, puis stockés à 4"C pendant toute la durée des essais.
L'origine et la nature des effluents sont données dans le tableau 9.
Pour chaque effluent, les essais Ames et triton ont été réalisés à partir
du même prélèvement.
Une exception concerne I'effluent Bl qui a été prélevé en deux fois (Bla
et Btu) à une semaine d'intenralle: le test triton a été commencé avec BIa
puis poursuivi avec BIb car le volume du premier prélèvement s'est avéré
être insuffîsant. Les tests d'Ames ont tous été rêalisés sur BlU.
Le pH des effluents BIb, Bllentrée, Bllsortie, Btlt, C et D incompatible avec
la viabilitê des organismes utilisés dans cette étude ( Salmonella
tgplvi,murùu,m et larves d,e Pl,eurodel,es usaltl) ont êté ajustés aux valeurs
indiquées dans Ie tableau 9 extemporanément à la réalisation des essais.

II-2.2. PnnpenafloNt og ,,"nxrRAIr oncnr{touE nr ou LvopHilrsnr

Dès réception de I'effluent une extraction organique des
micropolluants est réalisée, par du dichlorométhane (DCM, Merck 6054),
en ampoule à décanter sur un litre d'échantillon sans modifTcation du pH
initial (figure 1).
Le mêlange échantillon-DOM est agité manuellement pendant cinq
minutes puis, après un temps de repos nécessaire à la séparation de la
phase aqueuse et de la phase organique, le DCM est récupéré.
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Trois extractions par 100 ml de dichlorométhane sont successivement

réalisées. AIin d'êliminer toutes traces d'eau dans la phase organique,

celle-ci est "sêchée" par passage sur du sulfate de sodium anhydre

(NazSOa, Prolabo 28LL4.296).
Le DCM est ensuite évaporé au rotavapor (Rotavapor R, Bûchi) à 20'c

puis le résidu sec est repris par 10 ml de diméthylsulfoxyde (DMSO).

Farallèlement, la phase aqueuse rêsiduelle est lyophilisée et le lyophilisat

repris par 10 ml d'eau ultra pure (eau Milli-Q)'
L,extrait organique et le lyophilisat ainsi obtenus sont donc concentrés

100 fois par rapport à I'effluent brut initial'
ces fractions concentrées n'ont été testées que par le test d'Ames.

II-2.3 DOSAGE DES METAIIX.

II-2.3.1 Dosage des métaux totaux

La concentration totale en fer, chrome et zinc des effluents

de la série B a été determinée par spectromètrie d'émission à plasma

d'argon (Beckman Spectra Span 5, type DCP). Les dosages ont êté

réatisês par le service de chimie de la faculté de médecine de NANCY.

lI-2.3.2 Dosage de CrVI

Afin de connaître la part de chrome hexavalent prêsent

dans les effluents de la série B nous avons réalisé un dosage spêcifique

du chrome vI selon la méthode décrite par Ia norme NFT 90112. En

résumé, crvl est complexê par un sel d'amonium de l'acide

pyrro[àinodithiocarboxylique (APDC) puis extrait par la

*Ctnytirobutylcétone tiflmbl à pH 2,5. Le dosage du chrome VI dans la

phasè MIBC a ensuite êtê effectué par spectroscopie d'absorbtion

àtomique en flamme (Spectromètre Perkin Elmer 5100).

fr-2.4 LE TEST D,AMES.

lI-2.4.1 PrinciPe du test.

Le test d'Ames est un test de mutation gênique. Il consiste

à examiner si une substance chimique est capable d'induire des

mutations chez une bactérie: Satmnnplla Whi:murizana 
'his-' (Maron et

Ames 1983).
Les souches de S. tgptaimuri,unz utilisêes sont porteuses d'une mutation

sur I'un des gènes gouvernant pour la synthèse de I'aminoacide histidine.

Cette mutation 'his-' rend les souches incapables de se développer sur

milieu de culture dépourvu d'histidine. Avec une frêquence propre à
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chaque souche, ces mutations 'his-' peuvent réverter spontanément vers
'his*'. Les bactéries porteuses de cette mutation réverse, peuvent alors
pousser sur milieu dépourrnr de cet acide aminé.
La fréquence de ces mutations rêverses peut être considérablement
augmentée en exposant les bactéries à un agent mutagène. Le test
d'Ames permet de quantifier I'induction de ces mutations réverses ohis*".

II-2.4.2 Protocole.

Le protocole que nous avons utilisé est celui décrit par
Maron et Ames en 1983 ; il est présentê dans la figure 2.
En résumé, ce test consiste à réaliser une série de mélanges de la souche
bactérienne et de quantitês croissantes de la substance à tester et à les
étaler sur un milieu gélosé où seul les révertants nhis*' pourront se
développer. Certains agents mutagènes n'agissant que sur des bactéries
en croissance, des traces d'histidine sont ajoutées au milieu de culture
afin de permettre deux à trois cycles de division des bactéries. Après
incubation 48 à 72 heures à 3?'C les révertants 'his*n apparaissant sous
forme de colonie sont dénombrés.

Une substance peut ne pas être mutagène sous sa forme primitive mais
peut agir par I'intermédiaire de I'un ou de plusieurs de ses mêtabolites.
Dans le test d'AMES cette métabolisation est assurée en ajoutant au
mêlange souche/substance un activateur métabolique appelé S9 mix
(homogénat de foie de rat contenant les enzymes plus du NADPH).

Lors de chaque essai des contrôles doivent être réalisés pour chacune
des souches utilisées :

0 taux de réversion sPontanée
I absence de rêponse du solvant utilisé (témoin

négatif)
o réponse à des mutagènes de référence avec et sans

S9 mix (témoins Positifs).

De plus la stérilité des échantillons, du ou des solvants et du 59 mix doit
être vêrifiée.
Au cours de cette étude, les essais ont été réalisés sur les souches TA
9?a, TA 98 (détectent des mutations par décalage du cadre de lecture),
TA 100 et TA 102 (détectent des mutations de type substitutions de
paires de bases), avec et sans activation métabolique (S9 mix à 5% de
Sg). La souche TA L02 est particulièrement sensible aux mutagènes
ayant des propriétés oxydantes.
Les échantillons ont été testés bnits d'une part et après concentrations
des micropolluants d'autre part (extraits organiques et lyophilisats).Afin
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d'assurer la stérilité des échantillons, ceux-ci ont été filtrés sur filtre de
porosité 0,22 pm (Millipore) préalablement à la réalisation du test.

lI-2.4.3 Interprétation des résultats

Le résultat du test d.'Ames est considérê positif si pour
l'une des souches testées, le nombre de révertants induits par
l'échantillon est au moins deux fois supérieur au taux de révertants
spontanés, avec ou sans activation métabolique, et qu'une relation dose-
effet est mise en évidence. Un résultat ne sera déclaré négatif que si les
têmoins positifs ont donné une réponse positive ; attestant ainsi de la
validité de l'essai.
Le nombre de révertants induit par le solvant (témoin négatif) pouvant
être légèrement différent (supérieur ou inférieur) du nombre de
révertants spontanés, nous avons préféré exprimer la significativité de
nos résultats par rapport à ce témoin plutôt que par rapport aux
rêvertants spontanêes. Ceux-ci nous servant uniquement à vérifier la
validité des souches.

II-2.4.4 Concentrations en effluent testées

Les échantillons ont été
concentrations suivantes:

Effluents bruts:
Extraits organiques:
Lyophilisats:

testés sur S. tEplui,muri'um aux

0-100-250-500 pllboîte
0-50-100-200 n x

0-50-100-250 r tr

Les lyophilisats des échantillons BI et BIII s'étant rêvélés très toxiques
nous avons dû refaire les essais avec une gamme de concentrations plus
faible:

BI: 0-2,5-5-10 pllboîte
BIII: 0-2,5-5-10-20

II-2.5 Ln tpst lttcRouovnu suR leRvns nn tRrtou

II-2.5.1 Principe du test

Ce test consiste à rechercher la présence de micronoyaux
dans le cytoplasme des érythrocytes des larves de Plsurodples utaltl
(Jaylet et al. 1986) exposées pendant douze jours à l'échantillon ou la
substance à tester. A I'issue de la période d'intoxication, du sang est
prélevé par ponction intracardiaque sur chaque larve ; un frottis est
réalisé et coloré (fixation 3 minutes dans le méthanol absolu, coloration
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Figure A : Difêrents types de cellules à micronoyaux observables dans
les érythrocytes des 

-lârves 
de pleurodèle exposées à un composés

clastogènes, (x1000, microscopie optique).
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? minutes à l'hémalun de Meyer (Merck 9249) puis rinçage 10 minutes à

I'eau courante).
Les micronoyaux induits sous l'action de substances clastogènes ou
poisons du fuseau mitotique sont des fragments acentriques
chromosomes ou des chromosomes entiers qui ne sont pas intégrés

noyau lors de I'anaphase de la division cellulaire (figure A).

Il-2.5.2 Elevage des la;rres.

Les larves ont été élevées en eau de ville déchlorêe et

nourries chaque jour, avec des nauplii d'artémia, jusqu'au stade 53 (table

chronologique de développement de Gallien et Durocher L957) requis
pour la réalisation des essais. Ce stade correspondant au taux de

âirrision cellulaire le plus élevé est favorable à l'action génotoxique des

molécules chimiques.

II-2.5.3 Protocoles expérimentaux

II-2.5.3. I Protocole standard

La procédure de réalisation du test triton est

explicitée dans la norme AFNOR NF T90325. Nous I'avons rêsumée dans

la figure 3. Nous avons réalisê nos essais avec un milieu synthétique de

composition connue (norme AFNOR NF T90305).

KCI 5,75 mg/l NaHCOS 64,75 mg/l
MgSOa,THzO L23,25 mg/l CaCls,2HzO 293,75 mg/l

Ces sels sont apportés de la manière suivante :

KCI 0,46 g/l
NaHCOs 5,18
MgSOa,THzO 9,86 ' testé.
CaCl3,2H2O 23,50 r

Nous avons procédê ainsi afin que la composition minérale de base soit
identique dans tous les flacons : témoin ou effluent dilué ou non dilué.
Cependant, nous sommes conscients qu'il y aura une augmentation de la

minéralité du milieu testé lorsque la concentration en effluent

augmentera ; celle-ci tendra_ vers celle du témoin pour les plus faibles
concentrations. D'autre pâft, du fait de l'ajout des solutions salines, la

concentration de l'effluent testê pur sera en fait de 95% (en volume) au
lieu de L00% .

de
de
au



Témoin Ef f luent

l t l

I
10 à 15 larves de pleurodèle au stade 53
100 rnl  de mil ieu par larve
T o C = 20 !  1, Photopériode naturel le

I
12 jours d' intox icat ion

Changement journal ier du rni l ieu à tester

Prélèvement sanguin par ponct ion intracardiaque

1 Frot t  is par lar ve
F ixat ion, 3 min au mét hanol
Colorat ion, 7 min à l 'hémalun
Rincer iO min, à l 'eau courante

I
Compter 1000 érythrocytes par frott is
Noter le nombre de cel lules à micronoyaux
Traitement stat ist ique des données

Figure 3 : Protocole standard du test triton

61c
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Afin de contrôler la sensibilité du lot de larve utilisé, il est néceSsaire de
réaliser un témoin positif. La concentration de 50 vg/l de
benzo(a)pyrène, B(a)P, nous semblant trop élevée, nous avons choisi de
travailler avec 25 pg/L. Cette concentration a été apportée sous un
volume de 200 pl de diméthylsulfoxide (DMSO) par litre de milieu testé.
Cette concentration en DMSO n'est pas toxique pour les larves de
pleurodèle.

II-2.5.3.2 Protocole simplifié

Un protocole 'simplifié" a êtê appliqué aux effluents
BIb, Bllentrée, Bllsortie et Et parallèlement au protocole standard. Ce
protocole simplifïé réalisé en ne renouvelant le milieu d'essais que toutes
les 48 heures a été mis en oeuvre en vue d'alléger le travail de
l'expêrimentateur mais aussi de réduire la quantité d'effluent à prélever;
la procédure générale du test restant identique au protocole standard.

II-2.5.4 Îlaitement statistique des résultats

Nous avons traité nos résultats selon la méthode
statistique recommandée par la norme, applicable aux eaux faiblement
génotoxiques.

Les taux d'érythrocytes à micronoyaux obtenus pour les différents
animaux d'un même lot à l'essai sont rangés par ordre croissant. La
distribution de ces valeurs perrnet de déterminer:

o les valeurs extrêmes
t la médiane, valeur situêe à mi-chemin des extrêmes
o les quartiles inférieur (Qi) et supérieur (Qs) déterminés de la

façon suivante:

* Echantillon à nombre pair, 2p, de valeurs :

p+1
Qi=

2

* Echantillon à nombre

0i=

Qs=3P*t
2

impair (2p+1) de valeurs :

3p
Qs=-*1

2

p
L

2

Le traitement statistique des résultats fait appel à la méthode de Mac
Gill et al. (1978) applicable aux petits échantillons (N ) 7) et adaptée
dans le sens d'une plus grande sensibilité du test statistique.
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Une différence entre deux lots sera significative si les médianes
correspondantes sont différentes au risque d,e 5% ; c'est à dire si les
intervalles de confiance des médianes des lots considérés n'ont pas de
valeurs communes.
La méthode revient à calculer l'intervalle de confiance de la médiane du
témoin au seuil de sêcurité de 95% exprimée par la formule :

M + 1,51 EIQt/fNr

où EIQt : écart interquartile du lot têmoin (Qs-Qi)
Nt : effectif du lot témoin de taille > 7

Graphiquement, il possible de juger d'un résultat positif en reportant les
valeurs des mêdianes des différents lots expêrimentaux et I'intervalle de
confiance calculé à partir de la formule ci-dessus.
Dans ces conditions, la différence observée entre la médiane des lots à
l'essai et du lot témoin est significative au seuil d,e 95% si les intervalles
de conliance n'ont pas de points communs. De plus, un résultats ne
pourra être déclaré négatif que si une réponse positive a êtê, obtenue
avec le B(a)P.

ll-2.5.5 Concentrations en effluent testées

Les concentrations que nous avons testées pour chaque
effluent sont données dans le tableau suivant.

Tableau l0: Concentrations des effluents
testés sur les larves de triton

Eff l  uents Concen t ra t i ons  t es tées  (%  v l v )

A

B I

B I I
Ent  rée
Sor t i  e

B I I I

c

D

EI

E I I

6 ,25  L2 ,5  25

5  10  20  95

51020
9s

251020

1 1 ,25  1 . ,66

2410

25 50  95

12,5 25 50

2 ,5

95
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II-3 RESIILTATS

fI-3.1 RESTILTATS DBS TESTS D,AMBS

Les rêsultats des essais sur les effluents bruts et les concentrats
sont présentés dans le tableau 11 et les données numériques en annexe I.

II-3.1.1 Iæs effluents bruts

Les effluents bruts A , B[Ientrée et Bllsortie, C, D, EI et Ett
n'ont pas révélé d'activité mutagène sur les souches de S. typlaimuriu'm
TA 97a, TA 98, TA 100 et TA L02 ; que les essais aient été conduits avec
ou sans activation métabolique. La fÏgure 4 donne un exemple de
rêsultats nêgatifs obtenus pour l'effluent El. Seuls deux effluents bruts,
BI et BIII, ont répondu positivement sur au moins l'une des souches
testées (figures 5 et 6). Nous avons remarqué que ces échantillons
étaient très toxiques et plus particulièrement en l'absence d'activation
métabolique.

La recherche des polluants minéraux, réalisée spécifiquement sur ces
deux effluents, a montré qu'ils contenaient du chrome hexavalent (CrVI,

20 à 40 mgll) 'et / ou trivalent (CrIII, 10 à 16 mgll) en fortes
concentrations ainsi que du fer (10 à 20 mg/l) et du zinc (5 à L7 mg/l).
Les concentrations de ces métaux, mesurêes sur les effluents bruts, sont
donnêes dans le tableau 12. Nous avons également recherché la présence
de micropolluants organiques dans l'effluent Btll (analyse réalisée par
I'IRH à Nancy) car celui-ci dégageait une forte odeur d'hydrocarbures.
L'analyse a mis en évidence des hydrocarbures benzéniques : benzène 55

vg/L, xylène 74 pg/l (méta plus para 34 pg/l,ortho 4O vg/l) et toluène 260
pg/\.

II-3. 1.2 E>rtraits organiques et lyophilisats

Les fractions organiques et les lyophilisats des effluents A,
Buentrée €t Bllsortie, C, El et EII ainsi que le lyophilisat de l'échantillon D
sont dépourvus d'activité mutagène vis-à-vis de S. tUphim,u,rium, avec et
sans activation métabolieuê, aux concentrations testées. Les
concentrations maximales testées étant de 200 pllboîte pour les extraits
organiques (équivalent èL 25 ml d'effluent brut) et de 250 ltl/boîte pour
les lyophilisats (20 ml équivalent effluent). La figure 7 illustre les
rêsultats obtenus pour l'échantillon Et. Seuls, trois concentrats ont
répondu positivement ; les lyophilisats des effluents Bt et BlIt (fÏgures 8
et 9) et l'extrait organiques de I'effluent D.
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à l 'eff luent Ett à

tÊ

-l

chez les lanres de pleurodèle exposées
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Figure B : Effet
pendant 12 iours
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II-3.2 RESULTATS DBS TESTS TRITON

II-3.2.1 Essais réalisés avec le protocole standard.

Les résultats des essais réalisés sur les huit effluents testés
'purs' (95%) ou dilués sont résumés dans le tableau 13 ; les données
numêriques sont fournies en annexe II.

Le résultat négatif obtenu pour l'effluent A, prélevé à l'entrée d'une
station d'épuration urbaine confîrme les résultats du test d'Ames et
l'absence de propriétés génotoxiques de cet échantillon (figure 10).
Un résultat négatif a également été noté pour l'effluent de papeterie D
(figure 11), lequel avait pourtant répondu positivement avec le test
d'Ames après concentration des micropolluants organiques. Il nous faut
cependant remarquer la forte toxicité de cet effluent vis-à-vis des larves
de pleurodèle. En effet, la concentration la plus élevée que nous ayons
pu tester est 10 /"; ceci pourrait expliquer ce résultat négatif.

La génotoxicité des effluents BI et Bltl est confirmée (figures 12 et 13).

Trois effluents non classés mutagènes avec le test d'Ames, Blt en entrée
de station de traitement, C et E (t et II) ont induit des taux de
micronoyaux signifïcativement plus êlevés que chez les témoins (figures
14, 15 et 16). Notons que l'effluent BIt, prélevês en sortie de station de
traitement, est négatif montrant l'efficacité du traitement d'épuration
appliqué à cet effluent.
L'effluent EI à la concentration d,e 5O% s'est montré le plus génotoxique
avec une médiane à 20 "/"";nous avons pu observer de nombreuses
images de cellules à multiples micronoyaux (figure B). Cependant, cet
effluent n'est pratiquement plus génotoxique à la concentration 25 %.
L'essai réalisé sur un deuxième prélèvement, EU, a. confirmé la
génotoxicitê importante de cet effluent ; celle-ci diminuant rapidement
par dilution (voir résultats en annexe).

ll-3.2.2 Essais réalisés avec le protocole simptifié.

Ce protocole consistant à ne renouveler le milieu d'essai
que toutes les 48 heures à été appliqué à trois effluents, parallèlement
au protocole standard (tableau 13).
Nous n'avons pas observé de différences avec les échantillons BI et Btt
selon que le milieu ait été renouvelé tous les jours ou tous les deux jours
(figures 12 et 14). En revanche avec l'effluent Et àr 95% le taux de cellules
à micronoyaux induit est très supérieur à celui obtenu avec un
renouvellement journalier (28" / "o contre IL,6" / "").
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A ta concentration 50% celui-ci est du même ordre de grandeur pour les
deux protocoles (19',/o" et22o/oo) ; à 25%le taux de micronoyaux induit,
bien que supérieur à celui du témoin, n'est pas significatif.

Une différence apparaît nettement avec le témoin positif : la génotoxicité
du B(a)P n'est plus détectêe à la concentration de 25 pgll dans tous les
cas où le protocole simplifié a été appliqué.

II.4 DISCUSSION

Les essais réalisés ont permis de détecter la génotoxicité de sept
effluents sur les huit étudiés : les trois effluents de traitement de surface
(Bt, BII et Bnl), les effluents issus de la production de styrène (C), de
dérivés chlorés (Et et EIt) et enfin l'effluent de papeterie (D).
Seul l'effluent A, prélevé à l'entrée d'une station d'épuration urbaine, a
été classé non génotoxique avec les deux tests.
La faible sensibilité du lot de larves utilisé pour l'effluent C, se
traduisant par une faible capacité d'activation du B(a)P (médiane à
5/o") peut expliquer le résultat faiblement positif obtenu pour cet
effluent. En effet, compte tenu de l'origine de cet échantillon (plateforme
de vapocraquage du naphta) il est possible qu'une activation
mêtabolique soit nécessaire pour que le potentiel génotoxique de cet
effluent s'exprime pleinement.

L'analyse des résultats met en évidence une plus faible sensibilité du
test d'Ames par rapport au test micronoyau sur triton. En effet, seuls
trois effluents sur huit (Bl, BIII et D) dont un après concentration (D) ont
pû être déclarês mutagènes à l'issue des essais réalisés sur Salmonella
tgplai;mtri,um, alots que le test triton a révélé la gênotoxicité de six
échantillons (BI, Bllentrée, BIII, C, El et En) testés "purso ou dilués ; quatre
d'entre eux n'avaient pas répondu positivement avec le test d'Ames :
Bllentrée, C, Et et Eil).

Quelques hypothèses peuvent être émises pour expliquer la plus faible
sensibilité du test d'Ames pour ces échantillons. Il se peut que le facteur
de concentration appliqué (x100) ne soit pas suffTsamment élevé : ce
taux de concentration résulte en fait d'un compromis entre le volume
d'effluent, que I'on peut traiter par la technique d'extraction que nous
avons utilisée, et le volume de concentrat nécessaire à la réalisation d'un
test d'Ames.
La procédure choisie pour la réalisation des concentrats (extraction
organique au DCM puis lyophilisation de la phase aqueuse résiduelle)
peut aussi être discutée puisque les micropolluants, contenus dans les
effluents, sont répartis entre l'extrait organique et le lyophilisat ; dans
ces conditions, un effet d'interaction êventuel entre composés polaires et
apolaires ou organiques et minéraux n'est plus pris en compte. En effet,
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les dérivés organiques apolaires se retrouvent préférentiellement dans la
phase dichlorométhane, les dérivés non volatils et minéraux dans le

lyophilisat.

Les larves de pleurodèle qui se sont avêrées plus sensibles que

Salm,onnltn typhim,uri,um à détecter un effet mutagène, n'ont pas dépisté

les potentialités génotoxiques de I'effluent de papeterie (D). Ce résultat
pourrait être expliqué par la toxicité importante de cet effluent vis à vis

âes larves de triton ; de ce fait, la concentration maximale de I'effluent

D que nous avons testée (LO %, concentration non mortelle et dépourvue
d'eifet toxique sur la prise de nourriture) peut ne pas être suffisante
pour induire des micronoyaux.
Nous avons vu, dans le cadre du chapitre bibliographique relatif aux

essais in vi,tro et in viuo applicables aux échantillons de l'environnement,
que le taux de division cellulaire jouait un rôle primordial dans la

formation des altérations gênétiques. Dans le cas de I'effluent D,

l'hypothèse d'un effet toxique Sur la croissance des larves, aux

concentrations testées de 10 %, 4 % et 2 To, semble pouvoir être écartée
dans la mesure où, en fin d'essai, les larves présentaient une taille

normale.
Le procédé de blanchiement de l'usine dont nous avons étudié l'effluent

répônd à la séquence C-E-H-D c'est-à-dire, un premier stade de

chloration (C), extraction à la soude des chlorolignines formées (E),

traitement à l'hypochlorite de calcium (H) puis au dioxide de chlore (D)-

Des êtudes ont montré que la source principale de mutagénicité était le

stade C alors que les stad.es E ou D gênèrent peu de composés mutagènes
(Nazard et Rapson 1980, Rannug et a,l. 1981, Holmbom et al. 1984,

Carlberg et al. 1986).
Il se trouve que nous avons testé un effluent global résultant de tous les

stades du procédê de blanchiement ; par consêquent, une dilution des

composés mutagènes nêoformês lors de la chloration pourrait expliquer

la faible mutagénicité de cet effluent. D'autre Pâft, en dehors du procédé

de blanchiement, des facteurs tels que la nature du bois utilisé et le
procêdé de cuisson (au sulfite ou au sulfate), permettant de dissoudre la

lignine peut aussi influencer la composition des effluents (Carlberg et al.

1986, O'Connor et al. 1992).

Les résultats du test d'Ames obtenus à partir des effluents de traitement
de surface BI , BII et BIII sont en accord avec les données

bibliographiques. En effet, en regard des résultats analytiques, nous
pouvions nous attendre à un résultat positif pour les échantillons BI et

Bttt qui contenaient du chrome hexavalent (40 à 50 mg/l) connu pour ses
propti6tês mutagènes et carcinogènes (Bianchi et al. 1983, Venier et o'1.

lg82) alors que le chrome trivalent donne un résultat négatif sur Ames
(Nakamuro et at. 1978). Ce dernier point explique donc le résultat négatif
obtenu sur Ames pour l'échantillon Bttentrée Qui contenait essentiellement
du chrome trivalent (16 mg/l). Cependant, comme nous avons pu le
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constater, cet effluent induit la formation de micronoyaux dans les
érythrocytes des larves de pleurodèle. Les éléments responsables de
l,altération du matériel nucléaire des larves de pleurodèle restent à
identifier, et le rôle de CrIII mérite d'être étudié.
Les résultats obtenus sur les effluents BI , Bu et BIII ont donné lieu à une
étude plus approfondie du rôle joué par les métaux Cr (III ou VI), Fe et
7n dans la mutagénicité de ces effluents. Les résultats des travaux
réalisés sont exposês dans le troisième chapitre de cette étude.

Le protocole simplifié mis au point dans le but d'alléger la procédure du
test triton mais aussi de réduire le volume d'effluent à stocker peut être
envisagé ; le renouvellement du milieu d'essai tous les deux jours ne
modifie pas le résultat final quant au caractère génotoxique des
effluents testés (BI, Btl et EI).
Les résultats négatifs obtenus pour le B(a)P à 25 Vg/l indiquent,
cependant, une perte de sensibilité du test par rapport au test standard
pour ce composê. Il existe donc des situations où la réponse du test
micronoyau n'est pas identique selon que le milieu ait été renouvelé tous
les jours ou un jour sur deux ; des effluents ayant un faible pouvoir

mutagène ou renfermant des composés génotoxiques se dégradant
rapidement pourraient ne pas être détectés. Cependant, compte tenu de
I'allégement appréciable du travail de I'expérimentateur, le risque de ne
pas détecter un effluent génotoxique par ce protocole demande à être
estimé en testant d'autres échantillons ; cela avant d'envisager un autre
protocole tel qu'une réduction de Ia durée du test.

U-5 CONCLUSION

Si l'on intègre la réponse des deux essais de génotoxicité, il ressort de
cette étude que sept effluents sur les huit étudiés peuvent être déclarês
génotoxiques (Bt, Btt, BIII, C, D, EI et EtI) et de ce fait peuvent présenter
un risque pour I'environnement en I'absence de tout traitement.
Le test micronoyau a révélé le potentiel génotoxique de 6 effluents, BI,
Brr, Brrr, C (résultat à la limite de la significativité pour cet effluent), EI
et EII, mais n'a pas détecté celui de l'effluent D.
Le test d'Ames s'est avéré moins sensible que le test micronoyau sur
triton puisqu'il n'a détecté que trois effluents sur huit, BI, BIII et D, dont
un après concentration (D). Ce résultat souligne l'intérêt du test in vi'uo
sur larves de pleurodèle, organisme supérieur intégrant à la fois les
notions de métabolisation et de biodisponibilité qui interviennent dans
les mêcanismes de toxicité. Le test triton pouvant être réalisé
directement sur effluents bruts, 'purs' ou dilués, est aussi plus
représentatif des conditions réelles d'exposition, que le test d'Ames,
rêalisé sur un échantillon brut ou concentré.
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L'absence de réponse avec I'effluent D, rappelle que le spectre de
sensibilité d'un essai, même performant, a toqiours des limites ; ce qui
milite en faveur de l'utilisation d'essais complémentaires.
Si un allègement du protocole du test triton, tel que nous l'avons
expérimenté, et une automatisation fiable de la lecture des frottis
sanguins, peuvent être envisagé alors le test micronoyau sur larves de
pleurodèle semble voué à un avenir prometteur compte tenu de la
sensibilité de ce test.
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rrr-1. INTRODUCTION

Ce travail a étê entrepris à la suite des résultats des essais sur effluents
en vue d'expliquer la génotoxicité obtenue sur larves de pleurodèle avec
I'effluent Bllentrée chargé en fer, chrome III et zinc Le chrome III ne
pouvant justifTer à lui seul, d'un rêsultat positif, nous voulions savoir si
un effet d'interaction entre les principaux métaux contenus dans cet
effluent (CrIII, Fe et Zn) êtait responsable de sa génotoxicité.
Lors d.'un essai préliminaire sur le chrome VI (K2Cn2O7) nous n'avons pas

trouvé de taux significatifs de cellules à micronoyau chez les larves de
triton contrairement à ce que I'on pouvait s'attendre compte tenu de la
génotoxicité du chrome hexavalent. Ce résultat nous a interpellé sur

I'origine de la gênotoxicité des effluents Bl et Blll chargês en fer,
chrome VI, zinc (et hydrocarbures aromatiques pour BttI) ; nous avons
entrepris d'étudier la possibilité d'un effet d'interaction entre ces
métaux.

Les essais ont été réalisés avec le test d'Ames et le test micronoyau sur
pleurodèle.

IU-z. ETIIDE BIBLIOGRAPHIQIIE SIIR tA GENOTO)ilCITE DES
METAUX CHROME, FER ET ZrNC.

M-2.1. I,E CHROME

III-2.1.1. Génotoxicité du chrome

Les propriétés mutagènes et carcinogènes du chrome hexavalent, CrVI,
sont à ce jour largement établies tant par les études épidémiologiques
que par I'expérimentation in uitro et in viao. En revanche, il n'existe pas

de preuves expérimentales évidentes d'un pouvoir cancêrigène ou
mutagène des composés du chrome trivalent, CTIII.
Les composês du chrome hexavalent sont actifs dans de nombreux
modèles d'essai de gênotoxicité basés sur Ia mesure :

- des altérations de I'activation des systèmes de rêparations de
I'ADN (Kawanishi et aZ. 1986, De Flora et a'1. 1984)

- des mutations gêniques sur bactéries et cellules eucaryotes
(Bianchi et a,t. 1983, Marzin et Vo Phi 1985, Yang et a,l. 1992).

- des altérations chromosomiques sur cellules de mammifères ou
sur animal entier (Shindo et al. 1989, Howard et al. 1992).
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Ainsi, le chrome VI donne un résultat positif avec le test d'Ames (sans

activation métabolique) dès 2pg de CrVl/boÎte (Bianchi et al., 1983). En
présence de 59 mix, l'activité mutagène de CrVI est fortement diminuée
(Bennicelli et ol., 1983, Venier et al., 1982).

Le chrome hexavalent induit la formation de micronoyaux (MN) chez les

cellules CHO traitées par CrOS et KZCr2Oz à 10-6M soit respectivement
62 ttg/l et 104 ugÂ de CrVI (Howard et al., 1992).
Une induction significative d'érythrocytes polychromatiques à MN a êtê

obtenue chez des souris traitées par voie intrapéritonéale avec KzCrOq à

40 mg/kg (iqiection unique, sacrifice après 24 heures). En revanche, ce

même composé administré par voie orale (180 mg/kg) n'a pas induit la
formation de micronoyaux (Shindo et ol., 1989).
Des rats exposés en continu pendant 18 mois à des aérosols de NaCrzOz
(100 Uglm3) o,, à un mélange d'oxydes de CrVI et de CrIII (CrsOrz, 100
pglm3) ont dêveloppé des tumeurs pulmonaires (Glaser et aI., 1986). De

même, des rats mâles exposés pendant deux ans, par implantation
intrapulmonaire de pellets contenant 2 mg de chromate de potassium, de
calcium ou de zinc, ont développé des tumeurs pulmonaires (Levy et

Venitt, 1986).

Au contraire, les composés du chrome trivalent sont génêralement

inactifs et donnent des résultats négatifs avec le test d'Ames ou d'autres
essais in vitro (Bianchi et aI., 1983, Venier et al. 1982, Nakamuro et aI.

1978).
Dans certains cas où les composés du chrome III donnaient un résultat
positif sur le test d'Ames, il apparaissait que ceux-ci étaient contaminés
par du chrome VI (Venier et a\.1982, Bianchi et al. 1983).
ôependant, des études ont montré qu'en présence d'ADN isolé CrIII
pouvait, (1) provoquer des dommages du matêriel génêtique tels que des
èassures (Bianchi et al. 1983), (2) se complexer avec I'ADN, (3) induire
des liaisons entre acides aminés et ADN, ou entre protêines et ADN
(Salnikov et al. t992, Kortenkamp et aI. 1992).

Actuellement, iI est reconnu que Ia forme génotoxique du chrome est le
chrome hexavalent en raison de sa capacité à traverser la membrane
cytoplasmique des cellules alors que celle-ci est pratiquement

imperméable au chrome III.
Au pH physiologi-que, le chrome VI est principalement sous forme d'ions
chromate , QrzOfz-, lequel pénétrerait dans .la cellule^ par des canaux
ioniques normalement empruntés par SOaz- et POaS- (Standeven et
Wetterhan, 1989).
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III-2.I.2. Processus de réduction de crvl en crIII

Une fois à I'intêrieur de la cellule, l'ion chromate est rapidement réduit

en CrIII par I'intermêdiaire de réactions enz5rmatiques faisant intervenir :
(1) le cytochrome P450 (Garcia et Jenette 1981), (2) la

DT diaphorase(NAD(P)H) : quinone o:rydoréductase (Aiyar et al. L992,

O'Brien et a,1.1985, Goodgame et Joy 1986, Liebross et Wetterhahn 1992),
(3) l'acide ascorbique (Suzuki, 1988, Standeven et Wetterhahn, 1991a'
'Wise 

et a\.1993) et (4) le pero:ryde d'hydrogène (Aiyar et al. 1991).

Du fait de sa capacité de liaison à I'ADN, la forme trivalente du chrome

serait l'état d'oxydation pour lequel la génotoxocité du chrome

s,exprimerait dans la cellule. Cependant, la réduction de Cr(VI) en Cr(III)
passe par des formes intermédiaires très réactives telles que le chrome V
(Nyai et aI. 1991, Liebross et Wetterhahn 1992, Goodgame et Joy 1986)

ou des espèces radicalaires de I'oxygène, €r particulier le radical

hydro:ryle .oH (Kawanishi et aI. 1986, Aiyar et al. 1991, Coudray et al.

Lggz, Sugiyama et al. 1993). Ces radicaux 'OH seraient produits par une

réaction de type Fenton dans laquelle CrV jouerait le rôle de catalyseur
de manière analogue au fer ou au cuivre (Kawanishi et aZ. 1986 Sutton et

Winterbourn 1989, Aiyar et aI. 1991, Klein et al. 1991, Standeven et

Wetterhahn 1991b, Faux et al. 1992).

2 CrVI(O zSas- + I HzOz +2 OH-

2 CrY(Oz)a3- -----, 2 CrVIOa2- +2O2'- + 2rOz

ZHzO+202-

(Kawanishi et ot. 1986)

Les différents mécanismes de réduction du chrome (VI) en chrome (IID

sont résumés dans la figure 17.

Aiyar et aL (1991) ont démontré (i'n vitro sur ADN isolé) que les
dommages subis par I'ADN étaient de natures diffêrentes en fonction de

la voie de réduction du chrome. Ainsi, lorsque Cr(VI) est rêduit par H2O2
(réaction de type Fenton) avec génération de 'OH, des adduits de

type 8-hydroxydeso:ryguanosine (8-OH-dGuo) et des cassures de brins
seiont induits. Au contraire, si Cr(VI) est réduit par le glutathion (GSH)

avec production du radical glutathion-thiyl ('SG) et du complexe
Cr(V)-GSH, ce dernier réagira avec I'ADN en formant des adduits de type

ADN-Cr-SG. La formation de 8-OH-dGuo a également été mise en
êvidence (sur ADN isolé) par Faux et al. (1992) mais en plus, cet auteur a

montré que le chrome trivalent n'induisait pas ee type d'adduit-
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La capacité d'une cellule à réduire Cr(VI) en Cr(III) apparaÎt donc

fondamentale pour I'expression de la génotoxicité du chrome hexavalent.
Les voies de réduction de ce métal apparaissent multiples et complexes.
Cependant, les études les plus récentes semblent privilégier les voies
impliquant I'acide aseorbique et le glutathion, voire une action des deux
(Aiyar et at. 1991, Liebross et Wetterhahn L992, Standeven et
Wetterhahn 1992). Le rôle joué par l'acide ascorbique n'est pas toqiours
très clair car il peut ausssi avoir un rôle protecteur contre la
génotoxicité du chrome hexavalent (Wise et al., 1993).

Bien que le débat soit toqiours ouvert quant à la forme (intermédiaires

métaboliques ou complexes métalliques) sous laquelle agit le chrome en
tant que mutagène/carcinogène ultime, il ressort que Cr(V) ou le

complexe Cr(V)-GSH ainsi que les espèces actives de l'oxygèné seraient à
l'origine des altérations causées à I'ADN lors de la réduction du

chrome(Vl).

fr-2.2 Ln rnn

nl-2.2.1. Fer et viabilité cellulaire

Le fer est un élément indispensable aux organismes vivants ; il est
impliqué dans de nombreuses réactions nécessaires à la viabilité et à la
multiplication cellulaire. C'est un métal essentiel au fonctionnement
d'enzymes de la chaîne respiratoire (cytochromes) et du métabolisme
oxydatif (péroxydases, mono- et di-oxygênases).
La ribonuclêotide réductase contient également du fer. Sa fonction est
essentielle puisqu'elle catalyse la rêduction des ribonucléotides en
désoxyribonucléotides, constituants de I'ADN (Thelander et Reichard,
1979).

III-2.2.2. Ineorporation cellulaire du fer

Le fer sous forme oxydée Fe3* est peu soluble au pH
physiologique. Chez les vertébrés, il existe un système de protéines

spécifiques perrnettant la solubilisation et le transport du fer trivalent.
Le transport extracellulaire est assuré par la transferrine. Le stockage
intracellulaire est réalisê sous forme de ferritine (Sussman L992). /
La membrane plasmique est pourvue de récepteurs à la transferrine qui

vont capter la ferrotransferrine (fer+transferrine) puis, par un
mêcanisme d'endocytose, le fer est incorporé au milieu intracellulaire en
fonction des besoins de la cellule. C'est le principal mécanisme
d'incorporation du fer à la cellule (figure 18).
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Le fer intracellulaire est réparti sous deux formes:

- associé à la ferritine pour la majeure partie
- pour une faible part, il est sous forme d'un complexe de faible
poids moléculaire.

Ce complexe constituerait la fraction active du fer intracellulaire et

serait régulateur du métabolisme de ce métal.

Lorsque le taux de fer intracellulaire est trop faible, la cellule répond à
ce déficit en augmentant le nombre de ses récepteurs membranaires et
en diminuant le nombre de molécules de ferritine ; I'inverse se produit en
cas de surcharge.

III-2.2.3. Génotoxicité et carcinogénicité liées au fer

Nécessaire à la synthèse de I'ADN, le fer est un élément
essentiel de la prolifération cellulaire. Plusieurs auteurs ont montré que

le blocage par des anticorps spécifiques des récepteurs membranaires de
la transferrine inhibait la prolifération in aitro de cellules tumorales
humaines (Taetle et al. 1985, Laskey et aI. 1988, White et al. 1990).
L'utilisation in vi,po, chez la souris, de ces anticorps spécifiques comme
traitement antitumoral a induit une diminution sensible du
développement d.es tumeurs, voire une régression dans certains cas
(White et al., 1990).

i Une étude êpidémiologique rêalisée à Taîwan sur une population de

I ZnbB hommôs suivis penAant 10 anq a montré que les sujets dont le

i tau* de fer intracellulaire était élevé lprésentaient un risque de cancer
i

, 
' 

plus important (Stevens et aI. 1986).

i far ailleurs, des cas de sarcome ont été rapportés chez des personnes
\ 

"yut 
t suivi un traitement par du fer en i4iection intramusculaire

\ (Greenberg 1976, Robertson et Dick L977).

Différents types d'oxyd,es de fer complexes (hématite, magnétite et
goethite) et de minerais ont été étudiés par Steinhotr et al. (1991) en
instillation intrachéale (10 mg/kg toutes les deux semaines pendant 920
jours) et i4iection intrapéritonéale (200 mg/kg, dans les mêmes
conditions) chez le rat. Aucun effet carcinogène n'a pu être mis en
évidence. En prêsence de deux des oxydes testés (hêmatite: FezOg et

', goethite fibreuse: FeOOH), l'action cancérigène du B(a)P (7 mg/kg toutes
'\ 

les deux semaines pendant 780 jours) n'a pas été augmentée.
D,autres auteurs (Siegers et al. 1991) ont trouvé une augmentation

\.,r. significative des tumeurs du côlon chez des souris traitées par la

\ diméthylhydrazine (20 mg/kg en irfection sous-cutanée une fois par
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semaine pendant 10 semaines) et dont la nourriture était supplémentée
en fer (fumarate de fet 0,5%-3,5%).

l sharma et Talukder (1987), dans une revue bibliographique relative aux

/ effets des métaux sur les chromosomes des organismes supérieurs,

I rapportent que le traitement chronique de souris par du fer, induit une

/ arrgmentation du taux de cellules présentant des anomalies

I chromosomiques. Cette augmentation est fonction de la dose et du temps

\ w I d'exposition ; les altérations les plus fréquemment observées sont liées

\ \ au dysfonctionnement du fuseau mitotique. Des cassures 'simple brin' de'\ 
I'ADN et des SCE ont été mises en évidence, in tfitro, sur des cellules V79

i traitées par du fer complexé à I'acide nitrilotriacêtique, Fe-NTA 250 pM

i a 1OOO VM (HryAyg,-e1o,1 1993). Les travaux de Toyokuni et Sggfi9ante-

\ ttgg3l confiffiE;tlaction clastogène du complexeFe-Nre (Fe 0,25 mM,

Wfe lmM, ùn vùtro sur ADN isolé).

III-2.2.4. Fer, stress o>rydant, et génotoxicité

Le fer est connu pour catalyser la production d'espèces
hautement réactives de l'oxygène telles que le radical hydroxyle 'OH ou
l'anion superoxyde OZ- générés lors des réactions de Fenton
et Haber-Weiss.

Fqnton Fe2* + HZ}Z

Fe3* + ci2-

Haber-Wei,ss Oz- + HzOz

Ces espèces réactives de l'oxygène sont très toxiques pour la cellule.
Celle-ci est donc pourvue de moyens de défense enzymatiques. Ces
en4rmes sont :

- la superoxyde dismutase (SOD) qui catalyse la dismutation des
anions O2'-:

SOD
2 0z- + 2H+
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- la catalase qui assure la neutralisation du peroxyde d'hydrogène
H2O2 z

2HzOz

- les glutathion peroxydases sêlénium dépendante (SeGSH-Px) et
sélénium indépendante (GSH-Px Se ind.). Ces enzymes catalysent
la réduction des peroxydes :

SeGSH-Pr
HzOz + 2 GSH

glutathion glutathion

réduit disulfide

SeGSH-Pr et GSH-Pr Se ùù.

ROOH + 2 cSH

- la glutathion réductase qui régénère Ie glutathion réduit (GSH)
par réduction du glutathion disulfide (GSSG) :

GSSG + NADPH+H+

Le glutathion joue un rôle important dans la dêtoxification des composés
éIectrophiles.

Les espèces réactives de I'oxygène ont étê étudiées pour leur implication
en mutagénèse et en cancérogénèse.

Ainsi, Sakurai et al. (1992), ont montré que le radical 'OH ou une forme
oxydante du fer étaient responsables de cassures de I'ADN Qn uitro)
induites par le système oxydo-réducteur GSH/Alloxan.
Gee et al. (1992) ont montré que le fer était impliqué dans I'action
mutagène (test d'Ames, TA 104) et clastogène (aberrations
chromosomiques, cellules CHO) de la 6-hydroxydopamine (6-OHDA). En
effet, en présence de desferrioxamine, complexant du fer, I'induction
d'aberrations chromosomiques par la 6-OHDA dans les cellules CHO est
inhibée à 90%. En présence de SOD, une inhibition de 60% de I'effet
clastogène est également observée. Les auteurs en concluent que
l'activité génotoxique de la 6-hydroxydopamine est liée à la production
d'espèces rêactives de l'oxygène nia la réaction de Fenton (Gee et al.
1ee2).
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Mello-Filho et Meneghini (1984) ont montré que l'induction de cassures
simple brin dans des fibroblastes humains (V79) par H2O2 êtait liée à la
formation de radicaux 'OH au cours de la réaction de Fenton (Fe2+ +

Hzc/2
Cette conclusion des auteurs est appuyée par le fait que
l'O-phénanthroline (chélatant du fer) inhibe totalement la formation des
cassures d'ADN par HzOz.

Bien que le fer ne semble pas avoir de propriétés génotoxiques
lorsqu'il est testé seul (Marzin et Vo Phi 1985, Hansen et Stern 1984,
Toyokuni et Sagripanti 1993), il pourrait par son rôle de catalyseur dans
la production d'espèce réactive de l'oxygène (rêaction de Fenton) induire
indirectement des altérations du matériel génétique.

m-2.3. Ln zntc

Les potentialités gênotoxiques de ce métal ont été moins étudiées
que celles du chrome ou du fer; les données bibliographiques à ce sujet
sont beaucoup moins nombreuses. Le zinc est un mêtal essentiel qui
intervient comme cofacteur de nombreuses enzymes, mais aussi dans la
régulation de la division cellulaire et de la synthèse de I'ADN chez les
mammifères.
Thompson et al. (1939) ont étudié la génotoxicité de l'acétate de zinc et
du compLexe Zn-2,4-pentanedione par 4 essais de mutagénèse : essais sur
cellules L51?8Y (TK+7-; de lymphome de souris, aberrations
chromosomiques sur cellules CHO, test d'Ames et test UDS sur
hépatocytes de rat.
L'acétate de zinc induit une réponse positive à partir de 10 Uglml sur
cellules L51?8Y et 45 pglml sur cellules CHO avec et sans activation
métabolique. Les essais avec le test d'Ames et le test UDS sont restés
nêgatifs. Cependant, lorsque Zn est complexé à un ligand organique, le
2,4-pentanedione, une réponse positive est obtenue sur Ames avec les
souches TA 98 et TA 1538 avec et sans activation métabolique. L'absence
de mutagénicité du zinc (ZnSO4,?H2O ; 10 à 1000 nmoles/bte soit 2,87 à
287 pglbte) a aussi été observêe par Marzin et Vo Phi (1985) sur la
souche TA 102.
L'acétate de zinc a également été rapporté pour induire des aberrations
chromosomiques dans les lymphocytes humains en culture, exposés à des
concentrations de 7 à 2L,0 pglml durant la phase Go du cycle cellulaire
(Sharma et Talukder, 1987).
Le chlonrre de zinc, ZnC,lz, induit in ui,tro des aberrations
chromosomiques et plus particulièrement des cassures, dans les
lymphocytes humains. En i4iection I.P. chez la souris, il n'induit pas
d'aberrations chromosomiques dans les cellules de la moelle osseuse
(Sharma et Talukder, 1987).
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En revanche, 7,n]lz induit un taux de micronoyaux significatif (lot

témoin 2,1 o/oo, lot traité 11,8 "/o") dans les cellules branchiales de
Mgtilus gatloprovi,ncintis exposée à la concentration de 0,L7 mg/l de
Zn]lz (0,11 mg/l de Zn) pendant 48 heures (Maione et aI. 1988).

IJJ-2.4. Coucl,usron.

Ce résumé bibliographique des propriétés $énotoxiques et
carcinogènes du chrome, du fer et du zinc montre que les effets observés
ne sont pas simples et apparaissent liés à la forme sous laquelle le mêtal
est étudié.

III-3. ESSAIS MIS EN OEIIVRE.

m-3.1. Essen nnnusns nvnc tæ tnst n'nuns.

Afin d'augmenter la sensibilité du test d'Ames, nous avons choisi
d'utiliser la méthode faisant appel à une étape de préincubation. Ce
protocole consiste à incuber la solution à tester en présence de la souche
bactérienne, avec et sans activation métabolique, pendant 30 minutes à
37'C et sous agitation ( 80 rpm bain-marie thermostaté à agitation
Bioblock Scientific 86507). La rêalisation du test se fait ensuite comme
pour la procédure classique du test d'Ames (figure 19).

III-3.1.1. Concentrations des métaux testés.

Les concentrations des métaux que nous avons testés (CrVI, CTIII, FeIII
et Znll) ont été choisies en fonction des résultats des tests d'Ames
rêalisés sur les échantillons bruts des effluents BI, Bllentrée €t Bllt. Les
conCentrations en chrome, fer et zine retenues correspondent, en
moyenne, aux teneurs en métaux de 100 Ul d'effluent BI et BIn (plus

faible volume testé ayant donné un résultat positif) et de 500 pl
d'effluent Bllentrée (volume maximum que nous ayons testé).
Ces concentrations sont résumêes dans le tableau 14.

III-3.1.2. Préparation des solutions de métaux.

Les diffêrentes solutions de mêtaux ont êtê préparées à partir des sels
suivants :
KzCrzOr (CrVI, Merck 4864) ; CrClg, 6H2O (CrIII, Merck 2487) ; FeCls,
6HzO (FeIII, Merck 3943) et ZnSOa, 7H2O (Znll, Prolabo, 29253.236).
Toutes les solutions ont été prêparées avec de,l'eau ultrapure (eau milli-

Q, système Millipore) stérilisée par autoclavage 20 min à LZI'C.
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III-3.1.3. Modalités des plans d'interactions étudiés.

Les essais d'interaction ont été construits selon le modèle des plans

complets. Dans le cas simple d'un plan d'expérience à 3 variables xl, x2

et XB dont on veut tester 2 modalités, par exemple 0 et a ou b ou c mglI,

I'ensemble des combinaisons de Xl, X2 et XB à tester est défini selon le

modèle décrit dans le tableau 15.

Tableau l5 : Modèle théorique d'un plan
d'expérience à trois variables et deux modalités

Variables

xl x2 X3
Modalités à tester

Témoin
X3 (c mgr)

0 mg/l
x2 (b mgr)
x2/x3

Xl (a myl)
XTD€

a mg/I
xvxz
xr/x2lx3

Deux êtudes d'interaction ont étê réalisées à partir de ce modèle l'une

avec les métaux CrVI, FeIII et ZnII et l'autre avec CTIII, FeIII et ZnII
(tableau 16) à partir des concentrations en métaux précédemment

définies au paragraphe III-3.1.3.

A titre d'exemple, le plan d'expérience réalisé pour I'essai

crvl/FeIlI/ZnTI (essai I) est résumé dans le tableau 17.
Les essais d'interaction CrIII/FeIIl/Zn (essai II) ont été construits selon le

même modèle.
Tous les essais effectués avec le test d'Ames ont été réalisés en duplicat.

III-3.1.4. Réalisation des essais d'interaction I et II.

Les essais ont êtê réalisés selon la procédure décrite dans la figure 19

sur les souches TA97, TA98, TA 100 et TA 102.
Les solutions de l'essai II contenant du fer avaient un pH acide (3-3,5).

0
c

o
c

b

0
c

0

0
c

b
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Nous avons donc contrôlé le pH dans les mélanges à incuber, métaux +

bactéries t Sg mix. Le pH du mélange sans 59 mix était de 5,5-6 et de 7-

?,5 pour le mélange avec 59 mix (tampon phosphate à pH 7,45 présent

dans le S9 mix). Ces valeurs de pH, compatibles avec la viabilitê des

souches bactêriennes utilisées, n'ont pas été modifÏées. Seul le pH des

solutions témoins correspondantes a étê ajusté à ces valeurs.

Le volume de mélange à incuber a été choisi pour permettre une

agitation correcte du mélange lors de I'incubation soit 2,1 ml pour les

mélanges avec 59 mix (q.s.p. 3 êtalements sur boÎte) et 2 ml pour les

modalités sans activation métabolique.
Les témoins nécessaires à la validation du test d'Ames ont êgalement été

réalisés avec préincubation.

m-3.2. Essms nnnlrsns sun leRvns nn pmuRoonm.

Sauf indication contraire tous les essais ont été réalisés selon
protocole standard. L'ensemble des essais réalisés est résumé dans

tableau 18.

Les dosages de métaux ont été rêalisés par spectromêtrie d'êmission

atomique à plasma d'argon, par le service de chimie de la faculté de

mêdecine de NANCY.

III-3.2.1. Etude de I'effet d'un mélange d'hydrocarbures
aromatiques

Les essais ont étê rêalisés sur un mélange de benzène (Merck 1783)' de

xylène (Merck 8681) et de toluène (Merck 8317) ; molécules dépistées

dans I'effluent Bul. Les concentrations testées corespondent à celles

trouvées dans I'effluent BIu non dilué (mélange BXT) et dilué à 5 %
(mélange BXT 5%).
Les milieux à tester contenant les mélanges BXT et BXT 5% ont êtê

réalisés par ajout respectif de 1 ml/l et 50 plll des solutions mères de

benzèneâ Sf pglml, de xylèneà74 pglml et de toluène à 260 uglml. Les
quantités requises, en benzène, xylène et toluène, pour la préparation

des solutions mères, ont êtê prêalablement dissoutes dans un tiers

solvant (DMSO). La concentration en tiers solvant de chaque solution

mère était de 200 Vl/\. Lors de la rêalisation des milieux d'essai, la
quantité maximale de DMSO apportêe par les solutions mères, était de

O,Z Vl/1. Pour cette raison, nous n'avons pas rêalisê de témoin DMSO à

cette concentration.

le
le
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Un premier essai a êtê entrepris avec BXT et BXT 5% (essai la) puis à la

suite d.es résultats obtenus nous avons rêalisé un deuxième essai avec

BXT mais aussi avec 2BXT et SBXT (essai 1b).

Ill-3.2.2. Etude de I'effet des métaux CrlI' CrV[,
FeIII et ZnU..

Les sels mêtalliques employês pour la réalisation des solutions à tester

sont les mêmes que pour le test d'Ames

Les essais réalisés avec ces métaux ainsi que les concentrations testées
sont donnés dans le tableau 18.

Test effectuê auec Le fer III.

Au pH du milieu synthétique utilisê (7-7,5), pour la réalisation du test

triton, le fer prêcipite instantanément aux concentrations 4,5 et 13,5

mg/l (essai 5a). Aux concentrations 0,5 et L,5 mg/\, il n'y a pas formation

d'un précipité visible.
Afin d'évaluer l'influence du précipité d'hydroxyde de fer sur la

formation des cellules à micronoyau nous avons testê en supplément
deux milieux, contenant 4,5 et 13,5 mg/l de fer, qui ont été filtrés sur
papier f1ltre (Prolabo 08322.756) pour éliminer le précipité. Par la suite,
nous attribuerons le signe (-) aux solutions dont le précipitê aura été

éliminé par filtration. Le pH des solutions 13,5 et 13,5(-) a étê ajusté à

2,0 avant filtration pour qu'il soit du même ordre de grandeur que celui

des autres lots testés (tableau 18).

Pour chaque concentration étudiêe, nous avons réalisé un dosage du fer

sur le milieu total testê ; pour les concentrations 4,5(-) et 13,5(-) mg/l de

fer, les dosages ont aussi été effectués après filtration du prêcipité afin
d'évaluer la part de métal restant en solution.

III-3.2.3. Etude de I'effet d'un mélange polymétallique
Chrome/Fer/Zinc

Les essais suivants ont été mis en oeuvre afin
éventuel effet d'interaction entre ces mêtaux.
Deux plans d'expérience ont été appliqués
CrVI/FeIII/Znll (essais 6a et 6b) I'autre avec
7b et 7c).

de mettre en évidence un

: I'un avec les métaux
CTIII,/FeIII/ZnII (essais 7a,
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III-3.2.3.1. Concentrations des mêtaux testés dans
chaque Plan d'interaction

La concentration des métaux étudiés a été déterminée à partir des
rêsultats des essais micronoyaux réalisés sur les effluents Bl, Btu et
Bllentrée. Les concentrationS en Chrome, fer et zinc retenues,
correspondent en moyenne à celles des effluents BI et Bttt à
respectivement 5% et 2% (interaction avec CrVI) et à I'effluent Bllentrée à
4O% et 20% (interaction avec CrIII), ayant donné des résultats positifs
sur les larves de pleurodèle (tableau 19)

III-3.2.3.2. Modalités des plans d'interaction étudiés

Les plans d.'interaction que nous avons étudiés ont été réalisés selon le
modèle des plans complets décrit au paragraphe III.1.3, relatif aux essais
réalisés avec le test d'Ames.
Les essais réalisés sont résumés dans le tableau 18.

A titre d'exemple, le plan d'expérience réalisé pour I'essai d'interaction
CrIII/FeILI/ZnII (essai 7b) est rêsumé dans le tableau 20.

a) .E'ssozs CrVI/FeIII/Zn (6a et 6b).

Les solutions de métaux à tester ont étê préparées extemporanément
par dilution de solutions mères dans le milieu synthétique. Ces solutions
mères sont conservées à 4oC pendant la durée de l'essai.
Le pH des solutions d'essai et du témoin était de 7,5-8. Aucun précipité
visible n'est observé avec le fer à la concentration de 0,6 mg/I.

b) .Essozs CrIII/FeIII/ZruII (essais 7a, 7b et 7c)

Lors de l'essai 7a,le fer à 50 mg/l s'est rêvélê très toxique vis à vis des
larves de triton ce qui nous a conduit à modifier le protocole
d'intoxication en cours d'essai.

Après 11 jours d'intoxication, nous avons constaté un retard de
croissance important des larves de P. Waltl, dans tous les lots contenant
du fer, rendant la rêalisation des prélèvements sanguins impossible. Nous
avons donc dêcidé de prolonger le test pour les lots Fe ; FeZn ; FeCr et
FeCrZn. L'intoxication a été stoppêe pendant 7 jours, pour permettre la
croissance des larves, puis a été reprise pendant 10 jours avec des
concentrations en CrIII , FeIII et Znll, deux fois plus faibles pour chaque
métal soit 25, 2,5 et 0,75 mg/\.
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Pour les lots Cr ; Zn ; QrZn et témoins, le test a été rêalisê selon le
protocole normal avec ponction après 12 jours de traitement.
Les essais 7b etTc ont été rêalisés selon la procêdure normale.

Certains flacons contenant du fer présentaient un pH trop acide (3-3'5)
pour les larves de triton. Nous I'avons donc qiusté, dans tous les flacons,
à une valeur de 5,5-6 compatible avec la réalisation du test, afTn de
travailler dans les mêmes conditions de pH pour tous les lots. A ce pH, le
fer est instable en solution et précipite sous forme d'hydroxyde de fer.

Pour connaître la part de métal restant en solution après ajustement
pH, des dosages des métaux ont été réalisés sur les solutions filtrées
papier filtre, et sur les solutions non filtrées. Ces dosages n'ont
réalisés qu'au cours de l'essai 7b.

III-4. RESULTATS.

m-4.1. TEsr p'AMEs.

Les résultats bruts sont donnés en annexe III.

Les résultats obtenus pour les deux plans d'interaction étudiés,
CrVI/FeIII/ZnLI (1,0 et 5,0 / 2,5 / 1,0 pglbte ; essai I) et CrIII/FeIII/ZnLI
(5,5 et 50,0 / 50,0/ 1,5 Vglbte ; essai II), ne rêvèlent aucun effet
d'interaction entre le chrome trivalent ou hexavalent, le fer etlou le zinc
(figures 20 à 23).

L'absence de mutagénicité du CrIII vis-à-vis de Salmonella tgpluimuriu'rn
est en accord avec les données de la littêrature. (Venier et al. 1982,
Bianchi et al. 1983).
Les résultats positifs obtenus avec les combinaisons CrVI(5,O) /Zn(1,0),
CrVI(5,O) /Fe(2,5) et CrVI(5,O) /Fe(2,5)Zn(1,0) résultent uniquement de
l'effet mutagène du chrome VI vis à vis des souches bactériennes. La
preuve en est que I'effet mutagène induit par ces combinaisons de
métaux est identique à celui induit par la plus forte concentration de
CrVI (CrVI(5,0)). En présence de la fraction microsomale 59 mix, il y a
inhibition de I'activitê mutagène du chrome VI.

Nous n'avons pas testé le mélange d'hydrocarbures aromatiques par le
test d'Ames.

du
sur
ef,e
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IJJ-4.2. RESULTATS DES BSSAIS MICRONOYAIX ST.,R I"ARVE.S

DE PLEI.]RODELE

Tous les résultats bruts sont donnés en annexes fV.

Ill-4.z.L . Effets du mélange d'hydrocarbures aromatiques.

Lors de l'essai la, le mélange d'hydrocarbures BXT (benzène 55 Pg/\,
:rylène 74 pg/\, toluène 260 Vg/l) correspondant à I'effluent BIil s'était
révélé faiblement génotoxique pour les larves de triton. En revanche,
diluê 20 fois (BXT 5%) ce mélange d'hydrocarbures n'avait plus d'effet
(tableau 21).
AIin de vérifier le résultat obtenu avec le mélange BXT nous avons refait
un essai mais en ajoutant deux modalités corespondantes à des
concentrations en hydrocarbures deux et trois fois plus fortes (2BXT et
SBXT). Lors de cet essai aucun effet clastogène significatif n'a été mis en
évidence chez les larves de pleurodèle.

III-4.2.2. Effets des métaux CTIII, CrVI, FeIII et Zn testés
en concentrations croissantes.

a) Le chrq'rne III (essui 2) et l,e clwome VI (essali's 3q'
et 9b).

Les figures 24 et 25 illustrent les résultats obtenus pour ces métaux.

Le chrome III n'apparaît pas génotoxique vis-à-vis des larves de triton
pour la gamme de concentrations testées : 0,1 à 5,0 mg/l (figure 24).
Deux essais ont étê réalisés à partir du chrome hexavalent. Lors du
premier essai (essai 3a), nous avions obtenu un résultat positif
uniquement pour la plus faible concentration (0,1 mg/l). Ce résultat
pouvait faire penser à un effet toxique des concentrations supérieures à
0,1 mg/I. Nous avons donc refait un essai (essai 3b) avec une gamme plus
large pour laquelle aucune des concentrations testées (0,01 à 10,0 mg/l)
n'a induit un taux signifîcatif de micronoyaux dans les globules rouges
des larves de triton (figure 25). Lors d'un essai complémentaire, portant
uniquement sur la concentration 0,1 mg/I, aucun effet génotoxique n'a
été mis en évidence (résultat non illustré, se reporter à I'annexe IV).
Malgré le résultat ambigu de I'essai 3a, il semblerait que le chrome
hexavalent soit dépourvu de propriétês clastogènes vis-à-vis des larves
de triton dans la gamme de concentrations testées (0,01 à 10,0 mgll).
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b) IÆ zin'c.

pour la gamme de concentrations testée, 0,01 à 10 mg/I, Ie zinc n'induit
pas de micronoyaux dans les érythrocytes de larves de pleurodèles

ingnru 26). Ce métal est cependant très toxique à Ia concentration de 10

mgl pour laquelle 50 % des larves sont mortes dans les premiers jours de

l,essai. Seuls les organismes les plus résistants ont surwécu jusqu'au jour

des ponctions, ceci explique le faible nombre de frottis observés à cette
concentration (annexe IV).
Pour les autres concentrations, nous n'avons pas notê d'effet toxique.

c) I'e fer.

Une mortalité anormale
concentration 13,5(-) mg/I nous a
5b).

survenue, lors de I'essai 5a, à la
obligé à retester cette modalité (essai

Aucune des concentrations en fer de l'essai 5a ( 0,5 à 13,5 mgll et 4,5(-))
n,a induit un taux de cellules à micronoyaux significatif par rapport au

témoin (figure 27). En revanche, la concentration 13'5(-) mg/l de l'essai
5b a induit une réponse positive avec' cependant, un niveau de

significativité assez faible. En effet, la limite supêrieure de I'intervalle de
confiance à 95 % du témoin est 4,8 et la limite inférieure de cet intervalle
est 5,2 pour la concentration 13,5(-) mg/\. On voit que la différence entre
les deux intervalles de confîance n'est que de 0,4. D'autre part, nous
avons obtenu un résultat négatif avec le B(a)P ce qui pourrait indiquer
une faible sensibilité du lot de larves utilisé.

Les résultats d'analyses réalisées sur les diffêrentes concentrations
testées montrent que la part de métal restant en solution aux
concentrations de 4,5 - 4,5(, - 13,5 et 13,5(-) mg/l est très faible et que

la majeure partie du fer à pH 7,0 est sous forme précipitée (Tableat 22).

Ces concentrations ne sont donc pas équivalentes selon que la solution
ait été filtrêe ou non ; à 4,5 et 13,5 mg/l les concentrations en fer
représentent environ 75% de la concentration nominale. Ce qui est loin
d'être Ie cas avec les solutions fïltrées pour lesquelles un maximum de
5% d,e la concentration nominale reste en solution. Ceci montre qu'au pH

7-7,5 de réalisation de l'essai, la majeure partie du fer aux
concentrations de 4,5 et 13,5 mg/l est prêcipitée.



43

III-4.2.3. Résultats des essais d'interaction.

III-4.2.3.1. Interaction CrVI/FeIII/ZnII (essais 6a et 6b)

Les résultats numériques des deux essais réalisés sont

donnés dans le tableau 23 et illustrés par la figure 28.
Lors de I'essai 6a, seules les combinaisons FeIII/CrVI (0,6/1,0 mg/l) et

FeIII/CrVI /ZnlI (0,6/L,O/0,3 mgll) ont induit la formation de micronoyaux
chez les larves de triton, malgré la faible sensibilité du lot de larves
utilisé (B(a)P à 25 pg/l est à peine positif).

L,essai 6b a confirmé l'absence de génotoxicité du fer et du zinc aux
concentrations de 0,6 et 0,3 mg/l respectivement et la génotoxicité des

combinaisons FeIII/CrVI (0,6/1,0 mgll) et FeIII/CrVI /ZnII (0,6/L,O/0,3

mg/l). Les taux de cellules à micronoyaux obtenus pour ces modalités,
(18,5 et L7,5"/oo r€sp€ctivement) sont nettement plus élevés que ceux de

I'essai 6a (6 et7"/"").
De plus, l'essai 6b a" révélé le pouvoir clastogène des lots FellI/ZnII
(0,6/0,8 mg/t), Cryt/Zntl (1,0/0,3 mg/l) et CrVI (1,0 mgll). Le niveau des

médianes obtenues pour ces modalitês (8,7,5 et 8"/"" respectivement)
est cependant plus faible que celui des lots Fe/Cr et Fe/Cr/Zn
précédemment cités.
L.r réponses nêgatives obtenues pour les combinaisons FeIII/ZnII,
CrYl/ZnlI et CrVI dans I'essai 6a pourraient s'expliquer par une plus

faible sensibilité du lot de larves utilisé pour cet essai (médiane du B(a)P
à 6,5"/oo et 13o/oo pour les essais 6a et 6b respectivement).

II-4.2.3.2. Interaction CrIII/FeIII/ZnII (essais 7a .7b et 7c)

Les résultats numériques des essais réalisés sont donnés dans les
tableaux 24 et 25 et illustrés par les figures 29 et 30.

Essa,i 7a, :

Les modalités CrIII (5,0 mg/l), Znll (1,5 mgll) et CrIII/Znll (5,0/I,5

mg/l) de l'essai 7a testêes selon le protocole standard n'ont pas induit de

micronoyaux. Dans les lots contenant du fer à 50 mg/l et intoxiquês en
d.eux temps, seule la combinaison triple CrIII/FeIlI/Znll (5,0/50,0/L,5

mg/l) a induit une augmentation significative des érythrocytes à MN des
larves.

.Essais 7b et 7c z

Les essais ?b et 7c effectués en totalité selon la procédure standard
confirment le potentiel gênotoxique du mélange triple crIII/FeITI/ZnlI.
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Cependant, d'autres milieux contenant du fer se sont rêvêlés
clastogènes.
Trois modalités peuvent être déclarées positives avec certitude FeIII
(L2,5 mg/l), FeIII/CTIII (L2,5/2,5) et FeIII/CrIIL/Zn\I (12,5/2,5/0,75)
puisqu'un résultat positif a êtë trouvé dans les deux essais 7b et 7c.
D'autre pâtr, la combinaison FelIl/ZnII apparaît êgalement génotoxique
bien que les réponses soient positives avec des concentrations en fer
différentes : 25,0 mg/l dans l'essai 7b et L2,5 mg/l dans I'essai 7c.
Une ambiguïté apparaît dans Ie cas de la modalité CrIII puisqu'un
résultat positif a étê obtenu pour I'essai 7b et un résultat nêgatif pour
les essais 7c et 7a.

Les résultats positifs obtenus pour les essais 7b et 7c peuvent
vraisemblablement s'expliquer par une plus faible toxicité du fer aux
concentrations testées de 12,5 et 25,0 mg/l par rapport à la
concentration 50 mgll de I'essai 7a.

Comme nous I'avions remarqué pour les essais 6a et 6b le niveau de
sensibilité des larves semble influencer l'intensité de I'effet clastogène
induit par les métaux étudiés. En effet, les taux de cellules à
micronoyaux observês dans l'essai 7b sont supérieurs à ceux de I'essai 7c
pour lequel le B(a)P était négatif.

Lors de l'essai 7b, nous avons dosé les métaux dans les solutions à tester
(Tableau 26). Au pH 5,5-6 où nous avons réalisé les essais, nous voyons
que la quantité de fer restant en solution est très faible par rapport à la
fraction précipitêe (< 0,55 mg/l) ,

L'ensemble des résultats des essais d'interaction 6(a,b) et ?(a,b,c) est
rêsumé dans le tableau 27.

III-5. DISCUSSION.

m-5.1. SOURCnS On VnRrnnOU OrS ReSU,rnrS nBS nSSHS tnttOtt.

ru-5.1.1. Sensibilité des larves de Pleurodèle

La sensibilité des lots de lanres utilisés pour la réalisation
des essais varie d'une ponte à une autre ainsi qu'en têmoignent les
rêsultats obtenus avec le du contrôle positif. La réponse des organismes
utilisês à un composé génotoxique peut être fonction de leur potentiel de
détoxification et d'activation enzymatique, mais aussi de l'activité des
enz1rmes de réparation des lésions de I'ADN. Une estimation de la
sensibilité des larves à détecter un composé génotoxique est donnée par
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leur réponse vis-à-vis du têmoin positif ; le B(a)P à' 25 JrgA.
Le tableau 28 regroupe les résultats de sensibilité au B(a)P des larves de
pleurodèle que nous avons utilisées dans cette étude (effluents et
métaux). Nous constatons que pour la même concentration en B(a)P (25

1tg/l) les résultats obtenus sont très différents. Le taux médian de
micronoyaux induit chez le lot de larves le plus sensible est de 49 " / "o i il
est de l'ordre de 5 o/oo pour les lots les moins sensibles ou ceux ayant
répondu négativement. Ces résultats montrent que les capacités des
larves de pleurodèle à activer le B(a)P en métabolites gênotoxiques, sont
variables. Cependant, ces variations des capacités d'activation
enz5rmatique d'un mutagène indirect ne préjugent en rien de leur
sensibilité à des molécules mutagènes directs (ne nêcessitant pas
d'activation métabolique). Dans ces conditions, l'opportunité d'introduire
un deuxième contrôle positif constitué par un mutagène direct (par
exemple l'éthylméthanesulfonate, EMS) peut être discutée. Cette
question de la représentativité des substances de référence, reste posée.
n est diffïcite de certifîer que la sensibilité des organismes est
équivalentê pour des molécules appartenant à des catégories chimiques
différentes.

ilI-5.1.2. Variabilité liée à la lecture des frottis.

Lors de la lecture au microscope, I'observation d'une
cellule micronuclêée se fera au hasard du balayage de la lame et du
comptage des 1000 érythrocytes. Afïn d'évaluer la variabilité liée au
comptage des cellules à micronoyaux sur les résultats obtenus, nous
avons réalisé trois numérations indépendantes et en aveugle des lames
de I'essai CrIII/FelII/ZnlI ; essai 7b. Les résultats obtenus pour chaque
frottis sont donnés en annexe V. A titre d'exemple le tableau 29 montre
les résultats des lots témoin et Fez/Cr (25,0/2,5 mgll). Pour un frottis
donné, la variation par rapport à la moyenne, du nombre de cellules à
micronoyau observé, est dans la majorité des cas inférieure à 50%, mais
elle peut aussi atteindre la valeur d,e 85%. De ce fait, certains résultats à
la limite de la significativité (au risque de 5%) tels ceux des lots CrIII (2,5
mg/l), Fez (25,0), Fe2/Zn (25,0/0,75) et Fe2/Cr (25,0/2,5), conduisent à
des conclusions différentes suivant que l'on considère la première ou la
deuxième numération (essai 7b). Les résultats du tableau 30 montrent
clairement que le facteur nnumération* influe sur les résultats de l'essai
?b, en modifiant l'intervalle de confiance du témoin (IC), et la mêdiane
des lots étudiês. La valeur de l'intervalle de confiance du témoin (IC) est
déterminante ear elle va décider de la significativité de l'effet observé
dans le cas où l'induction de cellule à micronoyau chez
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les lots traités est peu élevée. En effet si IC est faible, comme dans le cas

du troisième .o*ptuge de I'essai 7b (IC = + 0,9 (6,1-7,9)), I'existance

d'une différenc" tigt incative entre un lot traité et le témoin est

fréquente même si la médiane du lot intoxiqué est peu différente de celle

du témoin ; comme Ie montre le lot CTIII, (médiane de 7 pour le témoin et

9,5 pour le lot CrIII).
ie proltème de variabilité résulte du fait que la répartition des cellules

à micronoyau sur un frottis n'est pas homogène ; le dénombrement de

mille cellules apparaît insuffisant pour approcher la valeur rêelle du

nombre de cellules à micronoyau induit chez les larves. Pour déterminer

la valeur la plus probable de I'intervalle de confiance et des médianes

des différents tots ctuaiês, la solution pourrait être de compter plus de

1000 cellules par frottis (il resterait à en dêterminer le nombre) ; option

difficilement applicable pour I'ensemble des lots à l'essai, compte-tenu

du temps et du coût financier que cela représenterait.

Ces arguments plaident en faveur d'une numération des frottis par

analyse d'image, laquelle permettrait d'augmenter le nombre de cellules

.o*pté", ou de mqltip[êr les numérations. Mais encore faut-il que

I'analyse d'image soit fÏable ; le coût financier lié à l'achat d'un

analyleur d,image étant particulièrement élevé, le logiciel mis au point

devra être suffiJamment performant pour que la numêration des frottis

puisse donner des résultàts justes tout en êtant automatisée' Un gros

effort de recherche est encore à fournir sur les logiciels en cours de

développement pour parvenir à ce résultat'
t

L'exploitation des frottis continuant à se faire manuellement, iI est donc

nécessaire de trouver une solution pour diminuer la variabilitê des

rêsultats liée à la numération. A cet égard, nous proposons de maintenir

une numêration sur 1000 cellules pour tous les lots traités et de compter

les lames du têmoin en triplicat afin de ne prendre en compte que

l,intervalle de confianee le plus élevé. Nous sommes évidemment

conscients de I'imperfection de cette proposition mais elle nous semble

être un bon compiomis dans la mesure où il est impossible d'augmenter

le nombre de cellules à compter pour tous les lots d'essai'

compte tenu des sources de variation dont nous venons de discuter, Ia

confirmation d'un résultat par une deuxième expérience apparaÎt

nêcessaire. Devant des résultàts divergeants lors d'un deuxième essai,

I'expêrimentateur pourra être aidê dans sa conclusion par l'examen de Ia

distribution des frêquences des cellules à micronoyau des lots à I'essai et

du témoin. En effet, s'il existe au sein de la population étudiêe des

individus avec des teneurs en cellules à micronoyau élevées, ceci est

rêvêlateur d'un effet génotoxique évident. Cet effet doit être enregistré

même si le test statistique n'eit pas significatif parce que le nombre de

ces individus est faible.
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C,est le cas par exemple, avec Ia modalité contenant Fe à 25 mg/l (Fe2)

de l,essai Zb CrIII /FeIII/ZnII pour laquelle quelques frottis présentent des

taux d'érythrocytes à micronoyau supérieurs à la valeur maximale

trouvée pour le têmoin (voir annexe fV).

Ces remarques sur la variabilité des résultats tiée à la lecture des frottis

nous obligent à considérer avec circonspection, le résultat positif mais à

la limite de la significativité, obtenu pour I',effluent c.

En effet, nous n'avons pas encore réalisê la triple numération du témoin

qui nous permettrait de confirmer ou d'infirmer ce résultat.

m-5.2 Lns nssnls o'lrurgRectlou

Les essais réalisés avec le test d'Ames, avec différentes combinaisons des

mêtaux CTIII, CrVI, FeIII etZn n'ont pas perrnis de mettre en évidence un

éventuel effet d,interaction entre ces métaux. Les résultats obtenus

apparaissent conformes aux données de la littêrature : absence de

mùagénicité de FeIII, CrIII et ZnII vis-à-vis de Salmn'n'elln tgphi'muri'um-

Les seuls rêsultats positifs que nous ayons enregistrés sont attribuables

à la mutagénicité d.u chrome VI (essais CrVI/FeIII/ZnII), qu'il soit ou non

associé au fer et/ou au zinc. Pour cette raison, nous n'avons pas réalisé

d,autres essais avec le test d'Ames pour nous consacrer entièrement aux

essais sur larves de pleurodèle car celles-ci se sont révélées sensibles à la

génotoxicité de certaines combinaisons du chrome, du fer et du zinc.

Les résultats obtenus pour le mêlange d'hydrocarbures détectés dans

l,effluent BIrr "pur" (benlène 55 v,/L,xylène 74 vg/l et toluène 260 vg/l)
montrent que èes molécules peuvent participer à la génotoxicité de cet

effluent. Cependant, aux concentrations correspondant à I'effluent BIII

diluê à 5% (mêlange BXT 5% : benzène 2,75 vg/\, xylène 3,7 vg/l et

toluène 13 pgll) la prêsence de ces hydrocarbures ne peut pas expliquer

la formation de micronoyaux dans les érythrocytes des larves de triton.

En revanche, nous avons montré que la génotoxicité des effluents BI,

Bllentrée et BIII pouvait être attribuée aux métaux : en effet, le fer seul

ajouté à forte concentration (I2,5 mgll), apparaÎt génotoxique dans les

essais d,interactions CrIII/FeIIl/Znll (esais ?b et 7c). Cette génotoxicité

du fer peut se traduire par un effet clastogène puissant ; lors de I'essai

CrIII/FéIll/ZnlI ?b nous avons observê, dans les milieux contenant du fer

à LZ,6 ou 25 mg/1, de nombreuses cellules à multiples micronoyaux ou,

des cellules dont le matériel nucléaire êtait totalement pulvérisé (figure

C). Le résultat négatif que nous avions obtenu lorsque nous avons réalisé

l,essai sur le fer trivalent en concentration croissante (essai 5) pourrait

être attribué à la faible sensibilité du lot de larve utilisê. Le B(a)P utilisé

comme contrôle positif s'étant révélé nêgatif.
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La notion de 'forte concentration' est relative, puisque I'analyse a révélé
que la quantité de fer réellement en solution (au pH 5,5-6,0 des essais de
la série 7) était très faibte (l 0,55 mg/l, voir tableau 26).
La fraction précipitée du fer semble participer à I'effet génotoxique, car
nous n'avons pas trouvé de valeurs significatives de cellules à
micronoyaux (MN) chez les larves intoxiquées par 0,6 mg/l de fer. A
cette concentration il n'y a pas formation d'un précipité visible (essai
d'interaction CrVI lFelII/Zn; essais 6a, 6b).

Les résultats positifs obtenus pour les modalités FeIII/CrIII (L2,5/2,5
mgn) et FeIII/CrllI/ZnIl (L2,5/2,5/0,75 mg/l), des essais d'interaction 7b
et'lc, sont à attribuer à la génotoxicité du fer etlou du chrome et non à
un effet d'interaction entre ces métaux. En revanche, pour les essais
d'interaction FeIII/CrW/ZnII, (0,6/1,0/0,3 mg/|, essais 6a et 6b) le fer à
lui seul ne peut expliquer le résultat positif obtenu avec les solutions
mixtes FeIII/CrVI (0,6/1,0 mg/l) et FeIII/CrVI/ZnII (0,6/1 ,0/0,3 mg/l).
Dans ce cas de figure, une additivitê des effets de FeIII et de CrVI
pourrait être responsable des MN observés dans les érythrocytes des
tritons.

Le zinc ne semble pas participer à cet effet génotoxique car le taux de
cellules à MN induit par la modalité triple CrVI/FeILI/ZnII (7 et L4"/"",
essais 6a et 6b) n'est pas significativement différent de celui induit par
le couple FeIII/CrVI (6 et 16"/"o).

La sensibilitê des larves de triton vis-à-vis du chrome VI apparaÎt
variable puisque des rêsultats soit négatifs (essais 3b et 6a), soit
légèrement positifs (essais 3a et 6b) ont été obtenus. Il est donc difficile,
à ce stade de notre étude de conclure sur la génotoxicité du chrome
hexavalent chez le triton.

Actuellement, la législation sur les rejets industriels réglemente le niveau
de concentration d'un certain nombre de métaux, dont le chrome et le
fer. Les normes de rejet de ces métaux, dans les effluents industriels
épurés sont de 3,0 mg/l pour CTIII, 0,1 mg/l pour CrVI et 5,0 mg/I pour
Fe. Cependant, ces normes se limitent à définir des niveaux de
concentrations acceptables pour I'environnement, mais ne tiennent
absolument pas compte des associations de métaux.
Or, nos résultats montrent qu'un métal tel que le fer, dont on considère
qu'il ne prêsente pas de risques majeurs pour I'environnement, peut
devenir problêmatique lorsqu'il se trouve associé à du chrome
hexavalent. Il serait donc souhaitable que les normes de rejet prennent
en compte cet aspect qualitatif
mêtaux présentent un risque pour

précisant quelles associations de
milieux aquatiques.

en
les
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m-6. CONCLUSTON.

Les travaux que nous avons réalisés soulignent l'intérêt du test

micronoyau triton par rapport au test d'Ames. En effet, seul le test

triton nous a permis de mettre en évidence la génotoxicité du fer et

I'additivité des effets du fer et du chrome.

Ces essais sur les métaux chrome, fer et zinc avaient pour but

d,expliquer les résultats de génotoxicité positifs sur triton que nous

avions obtenus avec les effluents BI, Bllentrée et BIII, contenant un

mêlange polymêtallique de chrom€ U, fer et zinc ou chrome III, fer et

zinc. Au terme de cette étude, nous sommes à même de répondre à la

question posée. En effet, la génotoxicité de l'effluent Bllentrée peut

slexpliquer par la forte teneur en fer (105 mg/l) qu'il contenait, alors que

l,induction d'un taux signiflcatif de cellules sanguines à MN par les

effluents Bt et BIn peut être attribuée à une action co4jointe du fer et du

chrome VI.
par ailleurs ces travaux montrent que l'établissement des norrnes de

rejet, des métaux contenus dans les effluents industriels, ne peut plus

être uniquement basé sur le seul critère analytique mais devrait prendre

en comple les effets d'interaction qui peuvent être révélé par des essais

biologiques. Il est certain qu'un réel effort de recherche devra être fait

dans ce sens dans les années à venir pour définir quelles associations

métalliques sont à éviter.
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TV.l INIBODUCTION

Dans cette dernière partie de notre travail nous avons poussê plus loin

nos investigationr po.tr tenter d'expliquer les facteurs intervenant dans

la génotoxiéit6 du fLr. Notre hypothèse de départ était la suivante:

ol,,action gênotoxique du fer seul et du couple FeCr chez le triton

peut-elle s'expliquer par l'induction d'un stress oxydant ?'

La SOD, les glutathions peroxydase et réductase interviennent dans la

défense cellulaire contre le stress oxydant'
Nous avons d.onc réalisé des essais avec des larves dont les défenses

antioxydantes pouvaient être diminuées suite à I'exposition à des

inhibiteurs de ces enzymes.

L'acide ascorbique intervient également en tant qu'anti-oxydant. Le rôle

qui lui est attribué est cependant variable suivant les auteurs et les

études réalisées.
Ainsi il apparaÎt qu'il peut soit favoriser l'induction de dommages à

I'ADN (Shneider et al. iggg), soit jouer un rôle protecteur (rwise et a'1.

lgg3). Nous avons donc voulu savoir quel pouvait être l'effet d'un

traitement d.es larves par la vitamine C vis-à-vis de la génotoxicité du fer

et du chrome.

TV-z ESSAIS MIS EN OEITYRE

Les essais mis en oeuvre sont résumês dans le tableau 31'

Le N-éthymaléimide (NEM, Sigma E 3876) a êtê choisie pour sa capacité à

inhiber la glutathion pero:rydase et la glutathion réductase (Paglia et

Valentine igOZ, Huguei et al. 1990). ElIe agit en formant un complexe

avec le glutathion rêduit inutilisable par la glutathion peroxidase

sélénium dépendante.

Nous avons utitisé Ie cyanure (cN-) pour l'inhibition de la soD

cytoplasmique (la soD mitochondriale est insensible au cyanure). Le

.y.t nt" agit en se complexant avec Ie cuivre de I'en4rme ; il inhibe

éialement la catalase en se complexant avec le fer qu'elle contient'

Enfin nous avons rêalisê une série d'expériences en présence de vitamine

C susceptible de favoriser la rêduction du fer et du chrome, selon Suzuki

(1988), 
-Standeven 

et rffetterhahn (1991) et Wise et al. (1993)'
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fV-2.1. Essnrs nvnc r,n r{EM Etr re ilr (essnt gt

Les modalités testées lors de cet essai sont les suivantes:

Témoin - Fe (12,5 mg/l) - NEM (62,6 g/l) - EDTA (81,9 mg/l) - NEM/EDTA
- FelNEM - Fe/EDTA - Fe/NEM/EDTA - B(a)P

L,acide éthylène diamine tétraacétique sel dissodique (EDTA-NaZ, Merck

8418) a été utilisé pour solubiliser le fer et en augmenter la

biodisponibilité ; EDTA et fer sont en concentrations équimolaires
(0,22mM).
Les solutions de fer et d'EDTA sont mélangées avant d'être ajoutêes au

milieu pour favoriser la complexation du fer.
Le nombre insuffisant de larves ne nous a pas permis de réaliser le

témoin DMSO.

II:'-2.2. ESSAIS AVEC LE FER. UEDTA ET LE CYANTJRE GSSAI 9)

La concentration en cyanure sans effet toxique aigu pour les

larves de triton a êtê évaluée à 100 pg/l.Par sécurité nous avons choisi

de travailler avec une concentration de 50 vg/\.

La solution mère de cyanure (6,26 mg KCN/100 ml soit 2 ml/l de milieu)

a été préparée extemporanêment en raison de I'instabilité de ce

composé.

Lorsque le cyanure était associé au fer etlou à I'EDTA, les larves ont

d'abord été exposées au cyanure pendant deux heures afin que celui-ci
puisse agir et se fixer au niveau des cibles cellulaires. Les autres

ôomposeJ ont ensuite été ajoutés au milieu. Ce protocole était

susceptible de favoriser l'action du fer.
Pour Ies autres modalités (Fe, Fe/EDTA, EDTA), les xénobiotiques ont

aussi étê ajoutés à tg + 2 heures puis les larves ont étê nourries.
Nous n'avons pas réàlisé de têmoin B(a)P pour cet essai.

fV-2.3. Essru nvnc reru. cru nr vrtnnarnp c (Bssnr tor

Cet essai a été réalisé selon un plan d'expêrience complet.
Une semaine avant la réalisation de l'essai, nous avons sêparé les larves

en deux lots dont I'un a été élevé en présence de vitamine C (1gl1, Merck
b000?4). L'élevage a été rêalisê en aquarium avec le milieu synthétique.
Celui-ci a été renouvelé tous les jours. Le pH du milieu avec vitamine C
(2,5-3) a êtê ajusté à 7-7 ,5 avec un solution de NaOH 5N.
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Les modalités testées lors de l'essai définitif sont les suivantes:

Témoin - Fe (0,6 mg/l) - Cr (1 mg/l) - FeCr - B(a)P : avec et sans vitamine

c (1 g/l).

L'essai a étê réalisé en exposant les larves pendant une heure à la
vitamine C, afin qu'elles puissent l'assimiler avant I'ajout des métaux ou
du B(a)P au milieu d'essai. Les larves ont été nourries à partir de tg + I
heure.

Le pH et la concentration en oxygène ont été mesurés dans le milieu
fraîchement renouvelé et après 24 heures pour tous les lots.

fV-2.4. ESSnI eVnC reUt. Crvt pt CynUUnn (nSSntS lta.u et c'l

Ces essais ont été réalisés selon un plan d'expérience complet.
La procêdure d'intoxication suivie est la même que celle de l'essai 9
La concentrations testées sont de 0,6 mg/l pour le fer, de I mg/l pour le
chrome et de 5 et 25 ugll pour le cyanure (CNs et CNzs).

Les modalités suivantes ont été testées:

Témoin - Fe - Cr - FeCr - BaP
FeCNS-CTCNS-FeCTCNS
FeCNZS - CTCNZS - FCCTCNZS

Remarque relative à l'essai llb :

Suite à une erreur de préparation de la solution mère de cyanure au
dixième jour, toutes les larves des lots avec cyanure sont mortes.
Nous ne disposions pas d'un nombre suffisant de larves au stade requis
pour recommencer l'essai complet. Afin de conserver un nombre
minimum de larves par erlenmeyer (11) permettant une exploitation
satisfaisante des rêsultats, seuls le témoin et les modalités avec cyanure
ont été refaits, mais les larves utilisées (provenant de la même ponte que

celles de l'essai initial) présentaient un stade 53 dêpassê (le Seme doigt
des pattes antérieures était totalement formé).

Les lots survivants ; Témoin - Fe - Cr - FeCr et B(a)P (sans cyanure) ont
été normalement ponctionnés à J12.



Figure D : Effet clastogène induit chez les larves de pleurodèle exposées
pendant 12 jours à 5O pg/l de cyanure (x1000, microsèopie optique).
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rV-3 RESTTLTATS

Les résultats bruts sont donnés en annexe VI

fV-3.1. EFFET D'TJN TRAITEMEI{T PAR IJA NEM SUR IJA GENOTOXICITE

DU FER III (ESSAI 8)

Les résultats de cet essai sont donnés dans le tableau 32. Ni
I'EDTA (81,9 mg/l soit 0,22 mM), ni le N-éthylmaléimide (62,6 pgll soit
b.l0-4 mM) n'ont d'effet sur I'apparition de micronoyaux dans les
globules rouges des larves de triton. Le fer à L2,5 mg/l (0,22mM) s'est
également révélé négatif.
Lôrsque le fer est associé à I'EDTA etlou au NEM, les taux de cellules à
micronoyaux sont du même ordre de grandeur que ceux du témoin.
Le témoin BaP (25 pg/D dont la médiane est à L0,5"/". (témoin 3,5"/o")
permet de valider notre essai.

IV-3.2. Enpnt o'tll tRetrnuerut pRR m cYenuRp suR u'
GENOTOXICITE DU FNR III (ESSAI 9).

Les résultats de cet essai sont donnés dans le tableau 33.

Il apparaît que l'effet du fer à L2,5 mg/l, bien que positif, est à la limite
de la significativité statistique en raison de la faible valeur de la médiane
(3"/"o) et d'une distribution des cellules à micronoyaux comparable à
celle du témoin.
Cet essai confirme le résultat nêgatif obtenu avec I'EDTA (81,9 mg/I) lors
de I'essai 8.
Avec le fer complexé par I'EDTA, un taux significatif d'érythrocytes à
MN (5"/".) a étê obtenu. Cependant, cette valeur reste faible. De plus, la
similitude entre les distributions du nombre de globules rouges à MN
induits par Fe(III) d'une part et par Fe(III)/EDTA d'autre part nous
empêche d.e conclure à un effet potentialisateur de I'EDTA. Ce résUltat
semble confirmer celui obtenu pour I'essai 8.
Nous pouvons constater que le cyanure, à la concentration de 50 p$ll est
fortement clastogène vis-à-vis des érythrocytes des larves de tritons. Des
images spectaculaires de chromosomes et de cellules à noyau fragmenté
ont été couramment observées à cette dose (figure D).
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TV-3.3. EFFET D'UN TRAITEMENT DES LARVES A IÂ, VITAMINE C SUR I.A,

GENOTOXICITE DU FER III ET/OU DU CHROME VI (EJITSAI IO)

Les résultats de génotoxicité obtenus pour cet essai sont
présentés dans le tableau 34.

Le pH initial a été ajustés àL 7-7,5 dans tous les lots avee la vitamine C
car celle-ci acidifie fortement le milieu. Après 24 heures d'exposition des
larves, nous n'avons pas noté de différence entre le pH des lots traités
avec et sans vitamine C ; celui-ci était de 6,5-7
En revanche, la concentration en oxygène, mesurée après 24 heures,
étais fortement diminuée chez tous les lots avec acide ascorbique : la
concentration moyenne initiale en oxygène êtait de 6,0-6,5 mg/l avec
vitamine C et de 6,5-7,0 mg/l dans les lots sans vitamine C. Après 24
heures elle était de 2,5-3,0 et 5,5-6,0 mg/l pour les lots avec et sans
vitamine C.

En l'absence de traitement par l'acide ascorbique, le fer (0,6 mg/l) s'est
révélé légèrement génotoxique ; aucun effet significatif n'a été obtenu
avec le chrome (1,0 mg/l). L'effet génotoxique induit par le milieu FeCr
(0,6/1,0 mg/l) ne peut pas rêsulter d'un effet d'interaction en raison de
la positivité du fer et de la distribution du nombre de cellules à MN
quasiment superposable à celle obtenue avec le fer seul.

Les lots traités par le fer etlou le chrome en présence d'acide ascorbique
(1 g/l) n'ont induit aucun n'effet clastogène chez les larves de pleurodèle.

La comparaison deux à deux entre les lots traités avec et sans vitamine
C révète un effet protecteur significatif de l'acide ascorbique (Tableau

35) ; cet effet peut sembler faible du fait que les taux de cellules à MN
enregistrés pour les lots Fe et FeCr sont eux même peu élevés.
Cette comparaison statistique a été réalisée en prenant les lots avec
vitamine C comme référence et en testant l'hypothèse dnun effet
clastogène chez les lots non traités par I'acide ascorbique car le test
statistique utilisé ne s'applique que pour mettre en évidence une
augmentation d'effet par rapport à un lot de rêférence.
Nous pouvons donc conclure, dans les conditions de I'essai, que I'acide
ascobique a un rôle Protecteur.
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Figure E : Effet clastogène induit chez les larves de pleurodèle
pendant 12 jours à un-mélange de cyanure (25 vg/l) et de fer
(0,6 mg/l). Le cyanure à 25 vg/l n'est pas génotoxique
microscopie optique).

exposees
trivalent

(x 1000,
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W-3.4. EFFET D'UN TRAITEMENT DES LARVES PAR LE CYANTJRE STJR

L'INDUCTION DE CELLTJLES A MICRONOYATIX PAR LE FER III

ET/OU LE CHROME VI (ESSAIS lla' b et c)

L'important effet clastogène du cyanure (50 pgll) que nous avions

observé lors de I'essai 9, nous a amené à rechercher une dose sans effet

clastogène afin de mieux apprécier d'éventuels effets d'interaction avec

le fer etlou le chrome. Les concentrations de 5 et 25 VE/l en CN- ne se

sont pas révélées clastogènes et ont été retenues pour la suite de nos

essais.

IV-3.4.1. Essais lla et llb

Les résultats de ces essais sont donnés dans le tableaux 36.

Les concentrations en fer(III) et chrome (VI) sont respectivement de

0,6 mg/l et I mg/l .

L'additivité des effets de Fe(III) à 0,6 mg/l et Cr(VI) à 1,0 mg/l dans le

couple Fe/Cr rapportée au chapitre III semble confirmée par les essais

llJet llb, en ràirot d,'un effet clastogène significatif du fer (médiane à

7o/oo, essai 11a, et ,6o/oo, essai 11b) etlou du chrome (médiane 8o/oo,

essai llb). Avec le méIange FeIII/CrVI le taux médian d'érythrocytes à

MN est de goloo et de 6o/oo, pour les essais 1la et 1lb respectivement.

De plus, il apparaît clairement que le taux de cellules à MN induit par le

fer et le chrome est signifÏcativement plus important chez les larves

traitées simultanément par Ie cyanure ; iI est de 10o/.o pour FeCNZS et

de 18"/oo pourCrCN2S (essai 11a). Dans le cas de I'essai 1lb, pourlequel

nous avons dû retester les modalités avec cyanure, les résultats obtenus

sont indicatifs mais semblent confirmer ceux de l'essai 11a. La fÏgure E

illustre l,effet clastogène du fer chez les larves sensibilisées par le

cyanure.

Ainsi que nous I'avions précédemment noté, aucun effet clastogène n'est

enregi;tré avec Ie cyanure aux concentrations de 5 et 25 Vg/\.

IV.4 DISCUSSION

Les essais mis en oeuvre dans cette dernière partie de notre travail

avaient pour but de nous éclairer sur le mécanisme d'action génotoxique

du fer trivalent seul ou associé au chrome hexavalent.

Dans un premier temps nous avons étudié l'effet du fer à Ia

concentration de 12,5 mg/l sur des larves de triton traitées par le NEM
(62,6 mg/l soit 5.10-7 M)(essai 8) ou par le cyanure (50 pg/l soit
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2.10-6 M)(essai g). Rappelons que le NEM a une forte affrnité pour Ies

groupements thiols et qu'it 
"ri "orrtamment 

utlisê pour inhiber I'action

des glutathions peroxydase et réductase (Paglia et Valentine 1967' Burk

et o,I.lg82) ; ." Ëo*posé inhibe l'action de ces enzymes en se complexant

avec le glutathion réduit.
Le cyanure a été utilisé pour inhiber la soD (Yim et aI' 1990); il agit en

se couplant au cuiwe du site actif'

Dans un deuxième temps nous avons étudié l'effet de l'acide ascorbique

(1 g/l) et du .yrr,rrr" (r 
"t 

25 pg/l) sur Ia génotoxicité du fer III (0'6

mgll) et du cnrjme VI (1 mg/l) ass|ciês ou non (essais 10 et 11)'

Les essais 8 et 9 n'ont pas perrnis de confirmer la génotoxicité du fer

seul à la concentratiôn de L2,5 mg/l telle que nous l'avions

précédemment rafporté (essais 7b et ?c). Pour augmenter la solubilité et

la biodisponibilite à" fer (le fer à L2,5 mg/l précipite au pH 5'5-6 auquel

nous avons réalisé l,essai) nous I'avons complexé par de I'EDTA (en

concentration éluimotaire). Nous avons choisi ce complexant car Graf et

aI. (L984) ainsi que Gutteridge et a,l. (1990) ont montré que le complexe

ËËt;-Ènie 
"r, 

piérence de radicaux superoxides oz'- (génêrés in tti'tro

par le système hypoxanthine/xanthine oxidase) pouvait conduire à une

réaction de Fenton et générer des formes radicalaires capables d'altérer

I,ADN. Ce type de réaction est donc susceptible d'augmenter le taux

d'érythrocytes à MN des tritons exposés au fer'

Fe3*_EDTA + OZ-

réanti,on de Fent'on

Fe2*_EDTA + HzOz

sous certaines conditions le fer ferrique peut donc être amené à l'état de

fer fer reuxetent rerdanslaréact iondeFenton.

Les résultats négatifs obtenus avec les essais 8 et 9 montrent que I'EDTA

ne favorise pas la formation d'érythrocytes à MN par Ie fer' chez les

larves de triton. cependant, nous ne pouvons pas exclure un mécanisme

radicalaire d.u fer sur la base de cet unique résultat. Des essais

complémentaires s'avèrent donc nécessaires. Il serait utile de vérifier que

I ,EDTAaugmenterée l lement lab iod ispon ib ib l i têdeceméta lchez le
triton.

Lorsque les larves sont traitêes par le NEM, celles-ci ne sont pas plus

sensiLle à FeIII ou au complexe Fe-EDTA'

cependant, nous ne ,urror,, pas Si, à la concentration de 5'10-7 M

employée dans notre essai, I'activité des glutathions peroxydase et
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réd,uctases est suffisamment inhibêe pour favoriser I'action génotoxique

de peroxyde néoformés. Il serait donc nécessaire de réaliser un dosage

de ces enz]rmes dans les globules rouges des larves de pleurodèle traitées

parleNEMpourenconnaÎtreleniveaud'act ivi té.
De plus, ce composê serait un antimitotique (Index MERCK, 1983)' Il

pouirait donc limiter Ia croissance des larves de pleurodèle et de ce fait

induire un résultat faussement nêgatif. cette hypothèse semble pouvoir

être écartée dans le cas préSent car' nous n'avons pas noté de retard de

croissance chez les larveJ traitées par le NEM, ni de réduction du nombre

de mitoses sur les frottis corespondants'

La concentration en cyanure de 50 Vg/l,dépourvqe de toxicitê aiguë, que

nous avions initialement choisie pour inhiber l'activité soD, s'est rêvélée

trop clastogène (médiane à 27"/o") pour qu'un effet éventuel du fer ou

du complexe Fe-EDTA puisse être détecté'

Lors des essais suivants (11a et 11b), entrepris avec des concentrations

non clastogène en cyanure de 5 et 25 Vg/\, nous avons pu constater que

la clastogénicité du fer et du chrome était potentialisée et que cet effet

de synergie augmentait avec la concentration en cyanure.

Dans les érythiocytes de triton, le cyanure n'agit pas uniquement sur la

SOD. En effet, de par son affinité pour le fer et le cuivre il peut

perturber les réactions d'oxydo-réduction cellulaires :

- au niveau d.e la chaîne respiratoire en bloquant la réduction de

I'oxygène en H2O par la cytochrome oxydase,

- au niveau du transport de l'oxygène en ce fixant à l'hémoglobine

de manière irréversible,

- au niveau de la catalase et de la SOD, en se fixant à leur site

actif, inhibant ainsi leur rôle protecteur vis-à-vis des espèces actives de

l'oxygène.

Il nous est donc difficile de tirer des conclusions quant au mêcanisme mis

en jeu pour l'expression de la génotoxicité du fer et du chrome chez les

larves àe pleuroaet" traitêes par Ie cyanure. seule un étude biochimique

fine, par dosage de la SOD, de la catalase, de la cytochrome oxydase en

partiôuler pourrait nous renseigner sur I'origine des perturbations

èngendrées qui favorisent I'action clastogène de ces métaux'

L,acide ascorbique est connu pour ses propriêtés antioxydantes et pour

participer à la réduction du chrome hexavalent en chrome trivalent

(Hamilton et wetterhahn 1986, Suzuki 1988, Standeven et wetterhahn

1991a), étape nécessaire à I'expression de Ia gênotoxicité de ce métal

(Garcia et Jenette 1981, standeven et wetterhahn 1989, Aiyar et al'
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lggl, Aiyar et aI. 1992). Ces dernières années, des études ont démontré

l,impiicaiion de I'ascorbate dans la réduction du chrome VI par certains

systèmes biologiques.
Suzuki (1988) a identifié I'ascorbate comme le réducteur principal du

chrome hexavalent dans le liquide de lavage pulmonaire de rat. Cet

auteur suggère que la réduction du chrome VI en chrome III par

I'ascobate au niveau de Ia cavité pulmonaire pourrait protéger les

cellules contre la pénêtration de I'ion chromate.
Plus récemment Standeven et Wetterhahn (1991) ont montrê que la

vitamine C était le réducteur principal de CrVI dans des ultrafiltrats de

foie et de rein de rat.

L'essai réalisé avec des larves traitées par I'acide ascorbique (1 g/l) a

montrê un effet protecteur significatif de la vitamine C contre I'action

clastogène du fer et du couple fer-chrome, bien que le taux de cellules à

MN eniegistré pour ces derniers en I'absence de vitamine C soit faible.

Wise et-a,1. (t-gggl ont montré que la clastogénicitê du chromate de

plomb, pbCrOa, chez les cellules CHO était inhibée lorsque celui-ci était

âjouté au milieu en présence de vitamine C ; l'acide ascorbique provoque

la rêd.uction de CrVI en CTIII, incapable de franchir la membrane

cellulaire.
Il est donc possible que le fer et le chrome aient été rêduits par l'acide

ascorbique, dans le milieu d'élevage, empêchant ainsi leur pénétration

dans lel érythrocytes. Cette hypothèse pourrait être vérifiée par le

dosage du fer III et du chrome VI dans le milieu d'éIevage avec et sans

vitamine C.

Cet effet protecteur de l'acide ascorbique apparaÎt opposê aux résultats

de Shneid.er et at. (1988).En effet, ces auteurs ont montré que le couple

ascorbate/fer prod.uisait, in uitro, des radicaux 'OH responsables de

cassures sur ADN isolé. L'induction des cassures est inhibée à la fois par

Ie manitol (capteur de 'OH) et par I'acide diethylènetriamine
pentaacétique (cômplexant du fer). De plus, I'induction des cassures de

l,ADtt par Ie système ascorbate/fer est strictement oxygène dêpendant.

En effet, aucune cassure n'a été mise en évidence par Shneider et aI.
(1988) lorsque le milieu réactionnel était dépourvu d'oxygène.
Nous avons rapportê que Ia concentration en oxygène des flacons avec

vitamine C était très faible (2,5 mg/l environ). Ce facteur pourrait donc

avoir eu un effet limitant dans l'essai que nous avons réalisé.

Cette dernière partie de notre travail vient ajouter à la connaissance de

la génotoxicité du fer III et du chrome VI vis-à-vis des larves de triton.

Il apparaît que la réponse de ces organismes mis en contact avec ces

métaux est inconstante et vraissemblablement liée à Ia variabilité des

capacitês métaboliques ou des conditions physiologiques des lots de

larves. Les résultats des essais supplémentaires effectués en prêsence de
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fer ou de chrome montrent que FeIII et CrVI peuvent à eux seuls induire

la formation de micronoyaux (essais 10, lla et 11b)' De ce fait, la

génotoxicité du couple feitl/CrVl (0,6/1mg/l), observée dans les essais 6a

ét 6b, ne peut êtrJ aftribuée à un effet d'interaction entre ces mêtaux

mais plutôt à une additivité de leurs effets.

par ailleurs, il est interessant de souligner que les concentrations en

cyanure (b et 25 t:g/l) et en fer (0,6 mgn) utilisêes dans les essais lla et

l lb sont inférieures aux limites acceptables pour les rejets industriels,

soit 100 vg/L et 5 mg/l pour le cyanure et Ie fer respectivement ; cela

pose à nouveau le problème des effets d'interaction non pris en compte

put les norrnes de rejet êtablies à partir d'essais effectués sur des

composés isolés.

rv-5 coNclusroN

Les essais que nous avons entrepris pour vérifier si l'action génotoxique

du fer et du chrome pouvaient s'expliquer par l'induction d'un stress

oxydant ont apporté des élêments nouveaux à la connaissance du

comportement àôr larves de pleurodèle face à ces métaux. En effet,

I'augmentation du taux d'érythrocytes à MN induit par le fer ou le

chrome en présence de cyanure (lequel bloque les réactions d'oxydo.

réduction celluaires), ou l'effet protecteur de I'acide ascorbique (qui est

un rêducteur) nous confortent dans notre hypothèse de I'induction d'un

stress oxydant par le fer et,/ou le chrome.

D.e plus, les essais réalisés soulignent la diffrculté de transposer des

techniques appliquées in vùtro (telle que I'inhibition de la SOD ou des

glutathiot p"ro*idases et réductase), oû il est possible de contrôler les

paramètres étudiés, à des organismes vivants pour lesquels il nous sera

beaucoup plus difficile de maÎtriser l'effet recherché.
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CONCLUSION GENERALE et PERSPECTMS

Le rejet de molécules à caractère mutagène et cancérigène dans notre

environnement et ses conséquences à long terme pour la stabilité des

êcosystèmes et la santé humaine a conduit à une prise de conscience de

la communautê scientifique et des autorités compétentes'

Depuis une vingtaine d'années, les travaux pour tenter d'évaluer ou de

prévoir l,impact de tels rejets sur notre environnement se sont

multipliés. Lès méthodes d'essais mises en oeuvre pour l'étude de la

génotoxicitê des milieux environnementaux hydriques complexes sont

nombreuses et souvent calquées sur les essais utilisés pour l'étude de la

génotoxicité sur mammifères. Peu de tests in uiao ont été développês sur

des mod.èles relevant des systèmes hydriques'
Les essais recensés sont le plus souvent des essais in vi,tro sur bactéries

(test d'Ames) ou cellules eucaryotes (cellules cHo). cependant, un souci

croissant d'évaluer au mieux l'impact des rejets complexes €t, de Se

rapprocher des conditions de l'environnement à conduit au

développement d,essais in tti,uo sur organisme entier.

Il nous est donc apparu nécessaire de dresser un bilan des avantages et

des inconvénientr- à"r nombreuses méthodes d'essai disponibles et, de

sélectionner les mieux appropriées à l'environnement hydrique'

L,analyse bibliographiquè rêalisée au début de ce travail souligne

l,intérêt d,utiliser en parallèle, un test iæ tti'tro tel que le test d'Ames ou

un essai sur cellules eucaryotes (mammifères, poissons) et un test in tvi'ao

sur triton ou sur la moule marine. Les essais in vi'tro sont intéressants

pour Ie dépistage en série, et les tests in aiao pour leur plus grande

ieprésentativitê. Cette stratégie, nous l'avons appliquée à l'étude de la

génotoxicité d'effluents complexes.

Nous avons retenu d.'une part le test d'Ames car iI est classiquement

utilisé en nscreening" et qu'il a déjà prouvé son intérêt pour des études

environnementales et d'autre part le test triton pour sa pertinence liée

(1) au modèle biologique utilisé (2) aux conditions d'exposition se

raprochant des conditions environnementales'
Les travaux de Jaylet et al,. (1986 et 1987) ont mis en évidence la bonne

sensibilité des iu*"t de pleurodèle à dêtecter des composés

gênotoxiques cependant ce test est encore peu employê pour l'étude de

la génotoxicité des effluents complexes'
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Notre objectif êtait donc d'étudier les performances de ce test par

rapport à celles du test d'Ames, dans le cadre du contrôle ou du suivi de

la génotoxicité d' effluents complexes'
cette évaluation a été réalisée à partir d'effluents issus de I'industrie

chimique (échantillons C, El et Etl), de l'industrie du papier (échantillon

D) et de la métallurgie (échantillons BI, BII, BIII)' L'échantillon A a été

prélevé à l,entrée d,une station d'épuration urbaine.

Les échantillons êtudiés ont été testés bruts ou dilués (test d'Ames et

test triton) et après extraction et concentration des polluants (test

d'Ames).

Le test micronoyau sur larves de pleurodèle s'est révélé un outil de choix

pour l,étude de la génotoxicité des effluents complexes.

il u p"r*is de metire en évidence la génotoxicité de six effluents, testés

bruts ou dilués, sur les huit étudiés : BI, Bllentrée, BIII (traitement de

surface), C, Et et Etl (chimie). Le test d'Ames a permis.lui aussi de

détecter la présence de micropolluants mutagènes dans les effluents Bl

et Brrr (bruls) ; il s'est révélè spécifiquement sensible à l'effluent de

papeterie (D) après extraction organique et concentration des polluants'

Ces résultats soulignent l'intérêt du test micronoyau sur pleurodèle' Il

est applicable à dés échantillons bruts ou diluês dans des conditions

d'expôsition proches de celles de I'environnement. Au contraire, le test

d.'Ames demande Ie plus souvent une préconcentration des

micropolluants pour détecter leur potentiel gênotoxique. Nos résultats

montrent également que le spectre de sensibilité d'un essai n'est jamais

suffisamment large pôrrr faire face à toutes les situations ; ceci vient

étayer une reco**.t a.tion classique en toxicologie d'utiliser des essais

complémentaires plutôt qu'un seul essai'

Dans le cadre d.,une stratégie d'êtude de la génotoxicité des effluents

complexes, nous proposerions la démarche suivante consistant à :

1o) dans une première étape tester par le test d'Ames I'extrait

organique et le lyophilisat des échantillons. Il n'est pas nécessaire de

teiter l'échantillon brut car celui-ci rêpond gênêralement négativement

sur Ames.

Z") dans une deuxième étape, tester sur triton les échantillons

non mutagènes sur Ames.

Cette dêmarche présente l'avantage d,'être performante tout en

satisfaisant aux contraintes économiques de limiter le coût des essais.
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Par ailleurs les qualitês du test micronoyau triton peuvent encore être
améliorées sur le plan technique par :

1') le renouvellement un jour sur deux du milieu d'essai, au prix
cependant d'une légère perte de sensibilité

2") l'automatisation de la lecture des frottis.

Il est apparu que la réponse des lots de larves au B(a)P était variable,
celle-ci traduisant une différence de capacités métaboliques des
organismes. Dans ces conditions, il semblerait judicieux d'introduire,
dans la réalisation du test, un deuxième contrôle positif constitué par un
composé mutagène direct.

Un autre point, indépendant de la sensibilité des organismes, est la
variabilité des résultats liée à la lecture des frottis. Cette variabilité
étant due à la répartition non homogène des cellules à micronoyau sur le
frottis.
Dès lors, I'amélioration qui nous semble prioritaire, est la mise au point
de la lecture automatisée des frottis. Cette solution permettrait non
seulement d'améliorer la précision des résultats en augmentant le
nombre de cellules comptées, mais aussi de réduire le coût de réalisation
du test. En attendant, le compromis que nous proposons est de compter
les frottis témoins en triplicat pour cerner au mieux I'intervalle de;
confiance et de se reporter à l'examen des données brutes lorsque les
conclusions sont ambiguës.

Connaître les potentialités génotoxiques d'un effluent est une
information importante mais elle est encore plus intéressante si l'on peut
en établir les causes. L'identification du ou des composés responsables
de l'effet observé permettrait d'assurer une meilleur prêvention et de
mettre en oeuvre les traitements d'épuration adéquats. Seule
I'association entre analyse toxicologique et physico-chimique peut
aboutir à ce résultat.

C'est ce que nous avons réalisé pour tenter d'expliquer la génotoxicité
des effluents Bllentrée, Bl et Btlt qui contenaient des mêtaux tels que le
fer, le chrome III et VI et le zinc. Les hydrocarbures aromatiques
(benzène, xylène et toluène) identifiés dans l'effluent BIII ont été mis
hors de cause aux dilutions testées.

Nous avons résumé l'ensemble des résultats des essais de génotoxicité
sur métaux dans les tableaux 37 et 38. Il apparaÎt que le fer est
clastogène chez le triton aux concentrations testées de 0,6 et L2,5 m9/l ;
les effets du chrome III et du chrome VI sont moins évidents.



Tab ' l  eau  38 :  B  j ' l an  des  résu ' l t ô t s  des
p ré l ' im ina i  r e  du  mécan i sme  d ' ac t i on

essa i s  su r
génotox i  que

t r i  t on
du  fe r

réa ' l i sés  dans ' l e  cad re  de  l ' é t ude
e t  du  ch rome chez  l e  t r f t on .

Essa i TRITON

Numéro de' l  ' e ssa i I 9 10 11
t b

E'l énents et
concent  ra t  I  ons

é tud i  és

Fe  12 ,5
EDTA 81 .9
NEI ' r  0 .062

Fe 12,5
EDTA 81 ,9
c l t  0 ,05

Fe  0 ,6
CTVI  1
v i rc  1000

Fe  0 ,6  0 ,6
CrVI"  I  I
c t {  0 ,  005 0,  025

0 ,6  0 ,6
11

0 .005  0 ,025

Fe

CrV I

NEM

EDTA

CN

v i  t c

EDTA NEM

Fe IDTA

Fe  NEM

Fe CN

Cr  CN

Fe  V i  tC

CrVJ  t  C

Fe  C r

Fe EDTA NEM

Fe EDTA CN

Fe  Cr  CN

Fe  Cr  V i tC

+

.*+

+

++

+

+

+

+ t+

+{+

+

+ +

+

+

+

{+ #

Notes  :  Les  concen t rô t i ons
le  cos i t . i v i t é

son t  exp r imées  en  mg /1  .  t  r ésu ' l  t a t ' l a  
l i m i t e  d e
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Des résultats positifs n'ont été trouvés qu'une fois sur trois environ aux

concentrations d,e 2,5 mg/l pour CrIII et de I mg/l pour CrVI.

Sur la base des résultats du test triton, il semble que la génotoxicitê de

l,effluent Bllentrée (positif sur triton et négatif avec Ames) contenant du

chrome III (10 mg/l) et du fer en forte concentration (105 mgll) puisse

être attribuée en majeure partie au fer III. En revanche, les propriétés

clastogènes des effluents Bl et BIII (positif sur Ames et triton), contenant
principalement du fer (10 à 20 mg/l) et du chrome VI (20 à 40 mg/l),

nous semblent s'expliquer par l'additivité des effets de ces métaux.

Une certaine variabilité apparaît dans la réponse des larves à la
génotoxicitê du fer et du chrome . Ainsi, lorsqu'une réponse est obtenu
ponr Fe III et Cr VI un effet d'interaction entre ces métaux peut être

observé. C,est ce que nous avons obtenu pour la modalitê FeCr de I'essai
6a.

Cette variabilité de réponse des larves peut vraissemblablement être

imputée à l'êtat physiologique et à des conditions métaboliques qui

peuvent différer selon les lots d'organismes.
bèr lor., losqu'un effet d'interaction est mis en évidence entre FeIII (0,6

mg/l) et CrVI (1 mgll) celui-ci n'est peut-être que le reflet de la
génotoxicité du fer qui s'exprimerait d'autant plus facilement que les

ôrganismes sont sensibilisês par l'action conjointe d'une autre substance

toxique.
Cetté hypothèse est fortement appuyée par le fait que la gênotoxicité du

fer s,exprime pleinement lorsque les larves sont sensibilisêes par I'action
du cyanure à d.es concentrations non clastogènes (5 et 25 Vg/l).

Actuellement, la législation sur les rejets industriels rêglemente les

niveaux de concentration du fer et du chrome. Les normes de rejet de

ces mêtaux dans les effluents épurés sont de 5 mg/l pour Fe et 0,1 mg/I
pour CrVI. Les niveaux de cyanure sont également réglementés et limité
à 100 pg/\. n est intéressant de souligner que les concentrations en

cyanure (5 et 25 g/l) et en fer (0,6 mgll) que nous avons utilisêes dans

nos essais sont très inférieures aux limites réglementaires.

Ces normes, êtablies à partir de données analytiques, se limitent à fixer
des niveaux de concentrations acceptables pour I'environnement, mais
ne tiennent pas compte des associations de polluants.

Or, nos résultats montrent qu'un mêtal tel que le fer, dont on considère
qu'il ne présente pas de risques majeurs pour I'environnement, peut

devenir problématique lorsqu'il se trouve associé à du chrome
hexavalent ou du cyanure, et plus généralement à des composés



64

susceptibles de modifier les systèmes redox et le métabolisme cellulaire

de I'o:rygène.
La mise en évidence de propriétés gênotoxiques propres au fer vient

s'ajouter aux questions actuelles des hygiénistes et toxicologistes sur la

rêelle innocuité de ce mêtal.

Il est évident que les effets d'interaction qui peuvent être révélés par les

essais biologiques devront être pris en compte, au cours des dêcénnies à

venir, pour l'établissement des norrnes de rejet. Un réel effort de

recherche dewa être fait dans ce sens pour définir quelles associations
de polluants sont à éviter.

Nous pensons que la clastogénicité du fer et du couple ferlchrome peut

être liée à I'induction d'un stress cellulaire oxydant. Les résultats des

essais mis en oeuvre avec ces métaux en présence de cyanure, inhibiteur
de la SOD et d'autres enzymes intervenants dans des réactions d'oxydo-
réduction, nous ont conforté dans notre hypothèse. Cependant les
mécanismes réellement imptiqués dans la génotoxicité du fer sont

vraisemblablement multiples et de toute évidence difficiles à identifier.

En effet, nous nous attachons, actuellement, à mesurer I'activité SOD des
érythrocytes des larves de triton exposées au couple ferlchrome etlou
au cyanure. Cependant, la mise au point de la technique de dosage de la
SOD se heurte au problème du très faible volume de sang (10 à 20 pl) qui

peut être prélevé sur chaque larve.

Les résultats que nous avons obtenus tout au long de notre travail nous
ouvrent d.es perspectives de recherche intéressantes qui se situent à

deux niveaux, fondamentale et appliqué :

t Afin de mieux comprendre les mécanismes de génotoxicité mis en jeux

par ces métaux et par le fer en particulier, deux voies de recherche
peuvent être déveloPPées :

- l'utilisation de fer et de chrome radioactif pour êvaluer la
pénétration de ces métaux dans les érythrocytes des larves et leur
pénétration au niveau nucléaire

- le dosage des activités SOD, glutathions pero)rydase et
réductase ainsi que I'activitê de la catalase dans les érythrocytes des

larves exposées au fer et au chrome avec ou sans inhibiteurs
enzJrmatiques.

0 En vue d'améliorer les performances du test triton, il serait utile de
poursuivre l'élaboration du logiciel de numération des frottis par analyse
d'image.
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RESUME

I

PERFORMANCE DES TESTS D',AMBS ET MICRONOYALIX TRITON APruIQUES A

UE[I,'DE DE I.A GENOTOXICITE D'EFFLT,'ENTS COMPTE)IES ET DES

INTERACTIONS ENTRE POLLUANTS

Dans une première partie nous avons réalisé une revue bibilographique des essais de

génotoxicitè in aitro et in uioo applicables à l'étude de la génotoxiclté d'échantlllons de

I'environnement hYdrique.

Dans une seconde partie nous avons comparé les performances du test d'Arnes et du test

triton sur larwes dà pleurodèle, dans le cadre du contrôle de la génotoxiclté d'eflluents

complexes.

Le test triton s'esr révélé un outil de choix pour la détection du potentiel génotoxique de

ces échantillons. Ce test est apparu :

I sensible sans nécessiter d'étape d'extraction et de concentration des micropolluants,

O plus représentatif des conditions d'exposition dans l'environnement,
I facile à mettre en oeuvre,

mais il gagnerait à ce que Ia lecture des frottis soit automatisée.

Le test d'Ames nécessite le plus souvent une concentration des échantillons

bien adapté pour tester de faibles volumes d'échantillon' Il s'est
particulièrement sensible aux micropolluants des effluents de papeterie'

Dans une troisième partie nous avons étudié les effets combinés de FeIII'

ZnII sur l'induction de cellules à micronoyaux chez les larves de triton.

testés ; il est
avéré plus

CTIII, CrVI et
Les résultats

obtenus sont les suivants :

o le fer trivalent est génotoxique
I le chrome III et le ôhrome VI ne sont pas sytérnatiquement génotoxlqueo

o un effet d,ad<titivité à été mis en évidence entre FeIII et crvl
t le zinc n'est Pas génotoxique

Enfin nous avons étudié le mécanisme d'action génotoxique du fer III. Celui-ci pourrait

être lié à l'induction d'un stress oxydant, ainsi que le suggère I'augmentatlon du taux de

cellules à micronoyaux induit par FeIII lorsque les lalves sont simultanément exposées à

du cyanure (Fe (O,O mgf) / CN- (5 et 25 mg/l), lequel agit en perturbant le métabolisme

oxidatif des cellules.

MOTS CLES : Tests d'Ames, test triton, Plpurodplns wq,ltl, efrluents, génotoxtclté, fer,

chrome.




