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La mesure de variables biologiques est complémentaire des analyses chimiques pour 

l'évaluation de la qualité de l'eau et des milieux aquatiques.  

Par exemple, l'induction de l'activité enzymatique EROD chez le poisson est liée à la présence 

de HAP, PCB et dioxines. Ce biomarqueur est couramment utilisé pour des évaluations 

ponctuelles mais une utilisation en routine et à grande échelle (bassin fluvial) a rendu 

indispensable l'obtention de valeurs témoins (de référence) chez des espèces sentinelles, ainsi 

que la quantification la plus précise possible des facteurs de variabilité tant chimiques que 

naturels. L’ensemble des études menées par le Cemagref en milieu dulçaquicole a permis de 

proposer, sur des critères statistiques, des classes d’ induction de l’activité EROD pour les 

espèces de cyprinidés étudiées. La mesure de l’activité EROD vient d’être normalisée par 

l’AFNOR.  

La mesure de ce biomarqueur ainsi que l’ interprétation des niveaux observés ont désormais 

une maturité suffisante pour s’engager dans une utilisation dans des réseaux de suivi de la 

qualité des écosystèmes aquatiques. Ce rapport en présente les modalités pratiques. 

 

Mots-clés : poisson, biomarqueur, EROD, réseau, classe de qualité. 
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La mesure de l’activité enzymatique EROD (Ethoxy Resorufine O Deethylase) dans les foies 

de poisson est actuellement la mesure biochimique la mieux connue et la plus aboutie comme 

biomarqueur de pollution en vue d'une utilisation routinière. Ce biomarqueur renseigne sur 

l'exposition des poissons à des polluants majeurs de l’environnement tels que les hydrocarbures 

aromatiques polycycliques (HAPs), polychlorobyphényls (PCBs), organochlorés, dioxines, 

effluents de papeterie etc.  

Par ailleurs, le biomarqueur EROD satisfait aux critères exigibles pour s’ intégrer dans une 

batterie d'indicateurs biologiques capables de détecter l'exposition des poissons à certaines 

familles de polluants. Les travaux menés par le Cemagref permettent de classer les réponses 

EROD de 1 à 5 selon l'importance de l'impact (la classe 1 correspondant à des sites de 

référence). D’autre part, la normalisation nationale et internationale de ce biomarqueur, 

encouragée par les Agences de l'Eau et la Direction de l’Eau du MEDD, est actuellement bien 

avancée (norme AFNOR publiée, travaux en cours dans le groupe WG2 de l’ ISO TC147).  

 

Ce guide technique vise à rendre plus commune la connaissance théorique et pratique sur ce 

biomarqueur. Pour cela ce document est séparé en quatre parties principales : 

1. Présentation synthétique des mesures de biomarqueurs chez les poissons. Exemple de la 

mesure de l'induction de l’EROD. 

2. Fiche technique sur l’échantillonnage (espèces, nombre, paramètres à relever, dissection, 

conservation …). 

3. Méthode d’analyse enzymatique (principe du dosage). 

4. Interprétation des résultats et stratégie d’utilisation du biomarqueur EROD. 
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Les programmes de surveillance utilisent largement les mesures chimiques comme paramètres 

de qualité.  

Il se trouve cependant que, aussi indispensables qu'ils soient, les diagnostics chimiques ne 

permettent pas de prédire directement un impact écologique, tandis que les diagnostics 

effectués sur les communautés de poissons ou d’ invertébrés ne permettent pas facilement 

d’ identifier les contaminants responsables des effets écologiques observés. En effet, l'analyse 

chimique des polluants n'est pas toujours possible du fait de la multiplicité des molécules 

présentes et de la sensibilité limitée des méthodes chimiques. Par ailleurs, une telle approche ne 

renseigne pas sur les risques encourus par les populations exposées aux polluants, et ne peut, à 

elle seule, prédire les effets biologiques des mélanges de contaminants (synergies…) ni 

quantifier simplement la biodisponibilité des polluants pour les organismes vivants. D'autre 

part, les bioindicateurs (invertébrés ou poissons) donnent effectivement une note objective sur 

l’état de santé des communautés mais leurs valeurs sont délicates à relier aux concentrations 

des contaminants, car ils sont intégrateurs d’une multitude de variables (dont l’hydrologie ou 

les modifications d'habitat). De ce fait, le gestionnaire manque d’ informations sur l’urgence des 

mesures à prendre pour améliorer l'état de santé de ces écosystèmes, ou protéger la 

biodiversité et l’ intégrité des écosystèmes. 

En raison des difficultés logistiques des suivis de population de poissons sur le terrain, la mise 

en évidence d’un changement au niveau de la taille ou de la structure de la population est 

délicate, suppose un suivi sur plusieurs années ou décennies, et risque de ne pouvoir être 

démontrée avant que les effets ne soient dramatiques. Cette difficulté explique le 

développement de mesures de paramètres sur les individus (survie, reproduction etc.), les 

conséquences sur la dynamique de population étant au mieux modélisées (par exemple (Munns 

et al. 1997)). 

Les biomarqueurs sont des "indicateurs biochimiques, physiologiques ou histologiques 

d'exposition, ou d'effet, d'un organisme à des contaminants" (Benson et al. 1992; Huggett et 

al. 1992). Une définition plus récente considère un biomarqueur comme "un changement 

observable et/ou mesurable au niveau moléculaire, physiologique ou comportemental qui 

révèle l'exposition présente ou passée d'un individu à au moins une substance chimique à 

caractère polluant" (Lagadic et al. 1997). Les biomarqueurs sont donc des variables 
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biologiques qui sont à la fois précoces et sensibles, mais aussi aptes à fonder un diagnostic sur 

la qualité de l’écosystème et sur la nature et le degré de contamination. La spécificité d’un 

biomarqueur pour certaines familles de molécules chimiques (hydrocarbures aromatiques 

polycycliques, polychlorobiphényles, métaux lourds, produits phytosanitaires...) permet d’une 

part de révéler la présence de ces polluants, et d’autre part de renseigner sur la biodisponibilité 

de ces polluants ainsi que sur les effets biologiques précoces sur les organismes.  

L’ intérêt des biomarqueurs est donc de prévenir des dommages écologiques irréversibles sans 

attendre que la probabilité d’apparition de ces dégâts soit trop forte. Cependant, pour passer 

de la Recherche (études limitées à quelques stations) à l’Application en routine (dans un réseau 

de biosurveillance), il est indispensable de « calibrer » les biomarqueurs selon les critères 

proposés par certains auteurs (Engel et al. 1996; Mayer et al. 1992; Mc Carthy 1990) et 

rappelés ci-dessous :  

 

• mesure simple par rapport aux autres méthodes biochimiques, économique quant à 

l’information donnée sur les niveaux de concentrations en micropolluants et sensible  

à de faibles niveaux en inducteurs de l’activité EROD; 

• variabilité aux facteurs non toxiques (organisme, environnement, méthode) bien 

comprise et dans des limites acceptables ; valeurs témoins en sites non contaminés ; 

• réponse dépendant simplement de la dose et du temps et permettant une 

quantification de l'exposition ou de l'effet à partir de la mesure du biomarqueur ; 

capacité du biomarqueur à distinguer les situations polluées (pollution simple ou 

complexe) des situations non polluées ; expériences de laboratoire sur des espèces 

susceptibles d’être prélevées in situ pour quantifier les effets d’une exposition 

(mélange de polluants, …) ; 

• signification biologique : pouvoir prédictif du biomarqueur quant à des effets à des 

niveaux biologiques supérieurs (reproduction...) ; éventuellement prédiction des 

risques pour l’homme. 

 

Le biomarqueur EROD est certainement un des biomarqueurs qui répond le mieux à ces 

critères de calibration. Nous allons le détailler dans les pages qui suivent. 

 



 

���������	
������
������������������
�������������� 6 

&� �'� � ( ��������)�� � ������ )����"��$*����+�

&+�� ��
���������*�
�����

�����*����,��-������

Suite à une contamination du milieu aquatique, les polluants peuvent pénétrer à l'intérieur des 

poissons et y être distribués avant de s'accumuler au niveau de différents tissus et/ou exercer 

leur toxicité sur l'organe cible (par exemple le foie). Cependant, des systèmes biochimiques de 

défense peuvent transformer ces polluants.  

Les enzymes clef dans cette biotransformation sont des enzymes monooxygénases à 

cytochrome P450, capables d’augmenter la solubilité des polluants qui sont ensuite excrétés 

dans l’urine et la bile. On désigne par « induction » cette synthèse de protéines P450 par le 

foie. Or ces protéines sont des enzymes dont on peut suivre l’activité enzymatique par la 

méthode EROD qui est la plus sensible (Machala et al. 1997; Monod et al. 1988; Stegeman et 

al. 1987).  

&+!��
���������. �����
	���������

L'induction présente les deux caractéristiques suivantes : rapidité (délai de 2 à 5 jours après 

l'exposition) et réversibilité (de l’ordre de 1 à 2 mois). Elle est également d’autant plus élevée 

que les concentrations en inducteurs sont importantes. Ces inducteurs appartiennent pour la 

plupart aux familles chimiques suivantes (Tableau 1) : HAP (Hydrocarbures aromatiques 

polycycliques), PCB (Polychlorobiphényles), organochlorés (DDT, lindane...).  
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Tableau 1. Inducteurs du cytochrome P450 1A connus chez le poisson (d’après (Stegeman et al. 

1994)). 

Composé Effet 

inducteur 

Composé détecté 

dans 

l’environnement 

betaNaphtoflavone (bNF) + non 

3-MethylCholanthrène (3MC) + non 

Benzo(a)Pyrène + oui 

Benzanthracène + oui 

Dibenzanthracène + oui 

Dimethylbenzanthracène + oui 

PCB77 + oui 

PCB126 + oui 

PCB169 + oui 

PCB118 +/- oui 

2,3,7,8 TCDD + oui 

2,3,7,8 TCDF + oui 

2,3,4,7,8 PCDF + oui 

Isosafrole + non 

Butoxyde de pyperonyl + non 

 

Cependant, des phénomènes d’ inhibition peuvent intervenir, notamment en interagissant avec 

l’enzyme, diminuant ainsi l’activité catalytique, mais aussi en exerçant une toxicité non 

spécifique. Par exemple, les métaux lourds font partie de ce deuxième type d’ inhibiteurs. En 

général l’  « efficacité » de l’ inhibition est moindre que celle de l’ induction (Flammarion et al. 

1998c), ce qui fait qu’elle ne « gommera » vraisemblablement pas le signal dû à l’ inducteur en 

cas de co-occurrence d’ inducteurs et d’ inhibiteurs dans le milieu (Flammarion et al. 1996). 

Tableau 2. Inhibiteurs des activités monooxygénases connus chez le poisson (d’après (Bucheli et al. 

1995; Stegeman et Hahn 1994)) :  

alpha-Naphtoflavone, beta-Naphtoflavone (à dose élevée), Naphtalène aminotriazole, Aminobenzotriazole, 

Metyrapone, Butoxyde de piperonyl, Benzo(a)Pyrène (à dose élevée), Naphtalène, Benzène, 3,3’ ,4,4’ -TCB, 

3,3’ ,4,4’ ,5,5’ -HCB, Cadmium, Tributyl étain, MS-222, SKF-525A, Phénobarbital, Acrylamide, Arsenite, 

Triphényl étain 
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Chez les poissons exposés aux polluants chimiques, le système de biotransformation est 

sollicité et les activités enzymatiques de biotransformation sont induites. Mais 

indépendamment de toute pollution, l'EROD, comme la plupart des variables biologiques, est 

soumise à l'influence de nombreux autres facteurs (espèce, âge, sexe, maturation sexuelle, 

régime alimentaire, agents antagonistes, température) (Goksoyr et al. 1992) dont il faut 

connaître avec précision les influences afin d'interpréter correctement les niveaux du 

biomarqueur EROD mesurés sur des poissons prélevés dans le milieu1. Ces facteurs sont 

détaillés dans (Flammarion et al. 1998a). 

Le Tableau 3 indique les ordres de grandeur de l’ influence des facteurs principaux sur 

l’ induction. Ainsi, les effets de l’espèce ou de la maturité sexuelle apparaissent en général 

prépondérants par rapport aux effets de la température ou de l’alimentation. 

Tableau 3. Ordre de grandeur de l’ influence des facteurs de modulation. (modifié d’après 

(Flammarion 1997)) 

Facteur Ordre de grandeur de l’effet  

du facteur sur l’ induction 

Références 

Espèce 50-60 (Addison et al. 1991; Forlin et al. 1993) 

   

Maturité sexuelle 

des femelles 

3-10 (Forlin et al. 1990; Larsen et al. 1992; Snowberger et 

al. 1991) 

Alimentation 2 (Ankley et al. 1988; Jimenez et al. 1988) 

 

Température 1-2 (Andersson et al. 1985; Kloepper-Sams et al. 1992; 

Sleiderink et al. 1995) 

   

En facteur  toutes choses égales par ailleurs. Sauf mention contraire, il s’agit de résultats de laboratoire. 

&+0��1��������2���������
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Depuis une vingtaine d’années, la mesure de l’ induction du cytochrome P450 1A, pour 

identifier des zones de pollutions dans l'environnement aquatique, a été largement utilisée.  

                                                

1 Par exemple une différence amont-aval peut être « gommée » si les poissons prélevés à l’amont sont des mâles tandis que 

ceux prélevés à l’aval sont des femelles (donc avec des activités réduites par rapport aux mâles). 
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Les premières études effectuées in situ datent des années 70 (Payne 1976; Payne et al. 1975). 

Un certain nombre d'études ont concerné les zones côtières (Galgani et al. 1991; Narbonne et 

al. 1991; Stegeman et al. 1987). En milieu continental, les études ont été centrées sur la 

caractérisation de ces systèmes enzymatiques chez des poissons issus du milieu naturel et sur 

l’évaluation de l’ impact de certains effluents d'usines (industrie chimique, papeteries, usines 

d'incinération de PCBs...) (Garric et al. 1994; Lindstrom-Seppa et al. 1988; Masfaraud et al. 

1990; Monod et al. 1988; Vindimian et al. 1991).  

Les résultats de l’ensemble des études ont été repris dans des synthèses bibliographiques 

(Bucheli et Fent 1995; Flammarion et al. 1998a; White et al. 2000). Forte de cette expérience 

scientifique, la méthode est d’ores et déjà utilisée en routine à l’étranger (Etats Unis, Canada 

(Hodson et al. 1991)).  

La plupart des études ont été effectuées en rivière. La majorité des références sur des études 

en lac concernent des expériences d’encagement de poissons (caging). Par échantillonnage, un 

plan d’eau peut cependant être étudié selon un gradient longitudinal (Forlin et al. 1992) ou en 

comparaison avec un autre plan d’eau de référence (Vanderoost et al. 1994).  

&+3�������������������4��������5���
��-�����6�����
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Une série d’études menées par le Cemagref de 1995 à 2000 a permis de calibrer le 

biomarqueur induction de l’EROD sur trois espèces de cyprinidés, remarquables pour leur 

représentativité, leur abondance et leur large répartition en Europe continentale : barbeau 

fluviatile (Barbus barbus), chevaine (Leuciscus cephalus) et goujon (Gobio gobio). 

Suite à ces résultats, on dispose désormais de valeurs EROD en sites peu pollués susceptibles 

de servir de « valeurs de référence » pour interpréter des données en sites contaminés 

(Flammarion et al. 1997). D'autre part, les deux facteurs de variabilité prépondérants 

(inducteurs et sexe) ont été quantifiés à la fois sur le terrain et en laboratoire pour le chevaine 

(Flammarion et al. 1998b) et le goujon (Flammarion et al. 1999a). Parallèlement, l’étude de la 

sensibilité de la mesure a été abordée en laboratoire et sur le terrain pour estimer la capacité à 

répondre à une succession d’événements polluants ainsi que sa réversibilité éventuelle 

(Flammarion et al. 1999a). Enfin, la transformation logarithmique des données EROD a permis 

d’obtenir une quantification adéquate des écarts entre groupes de poissons ainsi que cinq 

classes de « qualité EROD » (Flammarion et al. 1999b). 

Nous insistons sur l’ importance des « valeurs de référence ». Nous avons vu ci-dessus que 

l’ induction de l’EROD est soumise à des facteurs de variabilité biologiques (maturité sexuelle, 
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espèce, etc.) dont il s’agit de connaître le plus précisément possible les influences afin de faire 

la part de ce qui est réellement dû à la pollution. Or, il est quasiment impossible de trouver des 

zones exemptes de pollution et de toute trace d’activité humaine. Seule reste faisable 

l’établissement de références relatives obtenues dans les sites les moins pollués possible, avec 

de surcroît présence des espèces retenues pour l’étude, dont il s’agirait de suivre 

scrupuleusement les niveaux en contaminants.  

Dans la Figure 1 sont rappelées les activités EROD mesurées chez des chevaines adultes des 

stations de référence de 1995 à 2000. On constate la stabilité de la valeur EROD de référence 

mesurée chez les chevaines adultes qui est en moyenne géométrique égale à 6,8 pmol/min/mg. 
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Figure 1. Activités EROD mesurées chez les chevaines en sites de référence (années 1995-2000). La 

ligne horizontale représente la moyenne géométrique EROD de référence (Flammarion et Garric 

1997). 
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Il est délicat d’avancer un diagnostic fondé sur les résultats d’un seul site. Il convient en effet 

de comparer ces résultats à ceux obtenus plus à l’amont ou plus à l’aval (références 

géographiques), ou encore par rapport à des mesures réalisées auparavant sur le même site 
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(références temporelles). Un réseau doit avoir une bonne couverture spatiale ainsi qu’une 

pérennité suffisante ; et cela tant pour donner au gestionnaire une information sur la tendance 

évolutive (signe de bonne gestion ou d’une dégradation) que pour permettre au scientifique de 

mieux comprendre le fonctionnement du système étudié.  

Par exemple, l’échelle de temps compatible avec un suivi de l’EROD est de l’ordre du mois et 

l’échelle espace est de l’ordre de la dizaine de kilomètres (cela afin d’être cohérent avec la 

mobilité de certaines espèces de poissons). On peut en déduire le réseau et la fréquence 

correspondants. Mais compte tenu du coût d’un tel échantillonnage, il est souhaitable de 

différencier les points à risque (effluents à étudier spécifiquement), des points de suivi qualité 

(type Réseau National de Bassins). Les seconds ne nécessitent qu’un suivi annuel pour évaluer 

les tendances évolutives (dégradation ou restauration). Cette accumulation de données 

routinières permet de dégager des tendances d’évolution spatiale et temporelle de la 

contamination. Un suivi annuel EROD dans le cadre d’un réseau de mesure devrait être fait si 

possible à l’automne pour limiter l’ interférence possible avec la maturation sexuelle, la mobilité 

des poissons lors de la fraie ; mais aussi pour faire le diagnostic après la période d’étiage estival 

(moindre dilution des effluents).  

Une critique classique quant au prélèvement de poissons in situ est l’ incertitude due à 

l’éventuelle mobilité des poissons2. D’autre part, l’échantillonnage des poissons peut poser 

problème (présence de l'espèce recherchée en quantité suffisante ; praticabilité pour la pêche 

électrique ; variabilité du débit). On fera donc particulièrement attention au choix des stations 

qui conditionne la facilité d’échantillonnage mais aussi la qualité de l’ interprétation. 

Nous proposons d’écarter l’hiver pour des raisons pratiques mais aussi en considérant la faible 

induction EROD en général observée à cette saison (Narbonne et al. 1991; Richert 1994). 

0+!�)	
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A titre d’exemple, nous présentons dans le Tableau 4 des espèces courantes de poissons de nos 

rivières en les qualifiant par leur ubiquité (dans des sites pollués ou propres) mais aussi par les 

connaissances qui sont disponibles sur l’ induction du cytochrome P450 pour ces espèces.  

                                                

2 Par exemple, si le barbeau semble présenter un degré élevé de stabilité spatiale à l'échelle annuelle (le domaine vital est 

de l'ordre de la dizaine de mètres), des déplacements exceptionnels de quelques kilomètres sont fréquents en période de 

reproduction (Baras 1992). 
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Tableau 4. Critères de sélection des espèces. 

espèce échantillonnagea Connaissances P450 

Barbeau + + 

Blageon - - 

Carpe - + 

Chevaine + ++ 

Gardon + + 

Goujon + ++ 

Hotu + + 

Loche + - 

Perche - + 

Rotengle - - 

Vairon - - 
aUbiquité (stations amont et aval) et efficacité de pêche. 

 

 

Dans ces conditions, les espèces chevaine et goujon sont de bons candidats pour l’obtention de 

mesures EROD en routine. Le goujon est une espèce qui présente le double intérêt d’être 

benthique et d’avoir une taille compatible avec les expérimentations de laboratoire. 
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Les poissons sont prélevés par pêche électrique, technique qui consiste à créer un champ 

électrique entre deux électrodes placées dans l’eau. Le poisson, attiré par l’anode, est alors 

capturé vif à l’aide d’une épuisette. Il est ensuite important de  maintenir vivant les poissons en 

bourriche ou dans un récipient adéquat, bien oxygéné et à l’ombre. 

Il n’y a pas de restriction de taille ni d’aspect dans le choix des poissons mais il est tout de 

même souhaitable d’éviter les poissons très jeunes (alevins) ou en mauvaise santé apparente. 

Par espèce étudiée, le nombre de poisson doit être au minimum de 10 individus de même sexe, 

mâles de préférence. A noter que cela peut parfois entraîner un effort de pêche supplémentaire 

à l’ inventaire classiquement effectué dans le cadre d’un réseau piscicole (RHP). Pour l’espèce 

chevaine, la connaissance du RGS permet une correction des activités EROD des femelles qui 

peuvent ainsi être prise en compte au même titre que les mâles (voir paragraphe 5.3). 

Les poissons choisis sont ensuite sacrifiés un à un. Un anesthésiant tel que le MS 222 

(Tricaïne) est déconseillé. Selon  Kleinow (Kleinow et al. 1986) il est sans effet sur l’activité 
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EROD mais d’autres auteurs le prétende inhibiteur (Tableau 2). Plus généralement on choisira 

d’assommer le poisson ou, pour les plus petits (par exemple les goujons), de sectionner la 

moelle épinière à la base de la tête avec des ciseaux. 

Après pesage et mesurage, le poisson est disséqué au moyen d’ instruments adéquat. Le foie est 

séparé des autres organes et un morceau en est découpé (environ 1g) en évitant de répandre le 

contenu de la vésicule biliaire qui peut contenir des inhibiteurs de l’EROD. Après rinçage dans 

une solution de KCl, l’échantillon est homogénéisé dans un tampon phosphate (+glycerol) au 

moyen d’un broyeur de Potter. L’homogénat, conditionné en tube cryogénique, est 

immédiatement conservé dans de l’azote liquide. 

Pour chaque individu il est important d’ identifier le sexe, de prélever les gonades et de les 

peser en vue du calcul du RGS. Pour la plupart des espèces dulçaquicoles, il n’existe pas de 

dimorphisme sexuel sur la base de la morphologie (hormis parfois des boutons nuptiaux chez 

les mâles). Pour la détermination du sexe, la dissection est donc incontournable. Le Rapport 

Gonado-Somatique (RGS=poids des gonades/poids total x 100) nous permet alors d'estimer 

l'état de maturité globale des poissons (Kestemont 1989). 

L’ identification du sexe pouvant poser parfois quelques difficultés, voici des indications 

concernant l’espèce chevaine : 

Les gonades femelles de chevaine : En période de reproduction elles sont identifiables par leur 

masse importante leur aspect nettement granuleux et leur couleur jaunâtre. Hors période de 

reproduction, elles sont plus effilées, leur masse reste en moyenne un peu supérieure à celle des 

mâles, l’aspect demeure granuleux, et la couleur est plutôt grise. On y aperçoit généralement 

l’ irrigation sanguine avec notamment un vaisseau longitudinal. Chez les jeunes femelles (< 15 

cm) l’aspect granuleux n’est pas visible et la différenciation avec les mâles peut être délicate. 

On note cependant qu’une gonade femelle possède une section plutôt arrondie alors qu’une 

gonade mâle présente une section anguleuse. En cas de doute, une observation d’un échantillon 

de gonade à la loupe binoculaire entre lame et lamelle montre pour la femelle un tissu formé de 

grosses cellules (ovocytes). 

Les gonades mâles de chevaine : elles sont toujours effilées et blanchâtres, voire rosées. Chez 

les jeunes mâles, leur section anguleuse permet la différenciation avec les gonades femelles, 

plus rondes. L’observation entre lame et lamelle à la loupe binoculaire montre un tissu d’aspect 

laiteux sans cellule visible. 
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L’ensemble des opérations de dissection, mesure, conditionnement et prise de notes nécessite 

la présence de deux opérateurs. 
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Le dosage de l’activité EROD et un dosage de protéines sont effectués sur le surnageant de  

l’homogénat de foie après centrifugation à 9000 g (fraction S9).   

Ce dosage repose sur la détection de la fluorescence de la résorufine, produit de transformation 

de la 7-ethoxyrésorufine par l’activité enzymatique à cytochrome P450 (Figure 2). L’activité 

EROD est donc la quantité de résorufine formée par unité de temps, rapportée à la quantité  de 

protéines de l’échantillon. Elle est exprimée généralement en pmol/min/mg protéines.  

O2, NADPH

C2H5O O

N

O

7-Ethoxyrésorufine

HO O

N

O

Résorufine

+ CH3CHO

 

Figure 2. Réaction catalysée par l’EROD.  

Préalablement aux analyses, une série d’échantillons est décongelée en bain de glace puis 

centrifugée. Les S9 sont ensuite prélevés et maintenus au frais dans des tubes à essais 

jusqu’aux dosages qui doivent être effectués dans l’heure pour l’activité EROD et dans la 

journée pour les protéines. 

Le dosage de l’activité EROD met en présence l’échantillon (S9) et un substrat, 

l’éthoxyrésorufine, la réaction étant déclenchée par l’ajout d’un catalyseur, le co-enzyme 

NADPH. L’émission de  fluorescence est mesurée à 590 nm au moyen d’un fluorimètre. Les 

nécessités de l'utilisation du dosage de l'EROD en biosurveillance avec une lecture rapide des 



 

���������	
������
������������������
�������������� 15 

activités enzymatiques sur un grand nombre de poissons ont poussé certains laboratoires à 

adapter cette méthode sur microplaque (par exemple (Eggens et al. 1992; Flammarion et al. 

1998b)).  

Le protocole est normalisé à l’AFNOR (NF T 90-385) depuis septembre 2001.  

Le dosage des protéines s’effectue au moyen d’une méthode colorimétrique. Les méthodes de 

Lowry (Lowry et al. 1951) ou de Bradford (Bradford 1976) sont les plus utilisées. Il existe des 

kits commerciaux basés sur ces méthodes.  
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La comparaison statistique des groupes de résultat (station, sexe, age..) s’effectue de 

préférence au moyen de tests paramétriques tel que le test t (2 groupes) ou l’ANOVA 

(plusieurs groupes). Ces tests exigent au moins dix individus par groupe, une distribution 

normale des résultats et une homogénéité de variance entre groupes. 

Or, quel que soit le groupe de poissons étudié, on peut observer que la variabilité (écart-type) 

des activités EROD augmente proportionnellement à la moyenne des activités EROD des 

poissons du groupe. Autrement dit, plus les poissons sont globalement induits et plus il y a de 

grandes variations d’activités EROD d’un individu à l’autre. Dans ces conditions, 

l’homogénéité des variances entre groupes n’est pas respectée et la distribution des valeurs 

EROD est dissymétrique. La moyenne arithmétique est donc très influencée par les fortes 

activités. 

En conséquence, afin d’établir une bonne description de chaque groupe et de permettre 

l’analyse statistique,  une transformation logarithmique des résultats permet de stabiliser la 

variance et d’obtenir la normalité (Flammarion et al. 1998b; Tomassone et al. 1993). Un 

résultat « EROD » devient ainsi « Ln(1+EROD) ». La moyenne d’un groupe et  l’ intervalle de 

confiance se calcule alors sur les données log transformées. Cette moyenne traduit en unité log 

la moyenne géométrique exprimée en pmol/min/mg protéines 
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Pour les études in situ il est généralement préférable de n’utiliser que des mâles car l’activité 

EROD des femelles varie avec leur degré de maturité sexuelle.  

Chez l’espèce chevaine, lorsque l’échantillonnage n’a pas permis de prélever des mâles en 

nombre suffisant sur une ou plusieurs stations, une formule corrective basée sur le RGS 

(Flammarion et Garric 1999b) permet de corriger l’activité EROD des femelles pour la rendre 

équivalente à celle des mâles. Cela permet de grouper indifféremment des chevaines de l’un ou  

de l’autre sexe.  

La formule est la suivante : 

Ln (1+EROD) 

1.1-0.28 Ln(1+RGS) 

EROD = activité EROD de la femelle exprimée en pmol/min/mg protéines 

RGS = rapport gonado somatique de la femelle =(poids gonades/poids total) x100 
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Des considérations statistiques (risques de 1ère et de 2ième espèces), sur lesquelles nous 

n’ insisterons pas dans le cadre de ce guide technique, ont permis de fixer des classes 

d’ induction de l’EROD (Flammarion et Garric 1999b).  

Au même titre que d’autres indices biologiques, les biomarqueurs, sont susceptibles d’entrer 

dans la définition d’un état biologique de référence au titre de la directive cadre eau (DCE). La 

classe 1 du biomarqueur EROD qui décrit ainsi une absence d’exposition à des inducteurs 

pourrait rejoindre les références d’autres indices biologiques pour définir le très bon état 

biologique d’un milieu aquatique. Au paragraphe 6 (Exemple d’application), un exemple de  

correspondance avec les classes de qualité de l’ IBGN et de l’ indice poissons (tableau 7) est 

présenté.  
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Tableau 5. Classes retenues comme significatives pour 2 espèces de cyprinidés pour le classement 

d’un groupe de 10 poissons 

Espèce Sexe Saison classes pour les moyennes géométriques EROD 
(pmol/min/mg protéines) 

Chevaine Femelle Printemps <6 6-12 12-25 25-50 >50 
  Automne <5 5-9 9-17 17-30 >30 
 Mâle Printemps <12 12-22 22-40 40-72 >72 
  Automne <11 11-18 18-30 30-55 >55 
 Adultesa  <10 10-18 18-35 35-60 >60 
 Juvénile Printemps <25 25-50 50-100 100-200 >200 
  Automne <13 13-21 21-35 35-60 >60 
Goujon Femelle Printemps <12 12-25 25-50 50-100 >100 
  Automne <29 29-43 43-66 66-100 >100 
 Mâle Printemps <35 35-64 64-120 120-220 >220 
  Automne <23 23-35 35-52 52-78 >78 

aLorsque mâles et femelles sont mélangés grâce à l’utilisation de la formule corrective du RGS (voir ci-dessus). 
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Définition de l’étude 
1 ou 2 espèces, choix des sites  

N=10 poissons par espèces, sexe et station 

 

Echantillonnage (terrain) – 1 journée par station 
POISSON VIF UNIQUEMENT 

 
Conservation 

-Congeler dans de l’azote liquide puis 

éventuellement à <-70°C au laboratoire 

 

Dissection 
-Retirer un morceau de foie (<1g) par 

poisson en évitant de percer la vésicule 

biliaire. Rincer avec le tampon KCl puis 

homogénéiser et congeler. 

-Prélever les gonades, et éventuellement, un 

morceau de muscle 

Mesures 
-Température et conductivité de l’eau 

-Taille, masse, sexe, masse des gonades 

-Mesures qualitatives (parasites, état 

sanitaire) 

Analyses au laboratoire  - 1 journée pour 50 analyses 
-Préparer les fractions S9 (centrifugation) 

-Mesure des protéines et de l’activité EROD 

 

Analyse des données et présentation des résultats 
 

Analyses statistiques 
-Transformation logarithmique des données EROD 

-Eventuellement correction RGS pour femelles chevaine 

-Analyses par groupes de poissons (espèces, sexe, stations) : 

homogénéité de variance, ANOVA, comparaison de moyennes 

 

Taille, masse, sexe, masse des gonades 

Mesures qualitatives (parasites, état sanitaire) 

Présentation des résultats 
-Mise en forme des résultats (graphiques avec moyennes 

géométriques et intervalles de confiance) 

-Liste des conditions de mesure (terrain et laboratoire) 

-Interprétation des résultats ; éventuellement classes de qualité 

EROD (si espèces chevaine ou goujon) 

-Eventuellement correction RGS pour femelles chevaine 

Analyses par groupes de poissons (espèces, sexe, stations) : 

homogénéité de variance, ANOVA, comparaison de moyennes 

 

Taille, masse, sexe, masse des gonades 

Mesures qualitatives (parasites, état sanitaire) 
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L’exemple qui suit a profité de l’échantillonnage effectué par le CSP à l’occasion d’une étude 

interagences réalisée en automne 1999 sous la responsabilité de l’Agence Seine Normandie 

(Flammarion et al. 2001). 

Tableau 6. Descriptif sommaire des stations de pêche  (modifié d’après (Flammarion et al. 2001)) 

Station Rivière X Y Date (1999) 

Méricourt Seine 548,7 2445,3 21-sept 

Poses Seine 518,3 2479,7 22-sept 

Cance Cance 792,4 2026,0 17-août 

Ardèche Ardèche 780,1 1923,7 19-août 

Bourbre Bourbre 821,7 2089,0 25-août 

Ain Ain 824,7 2099,3 30-août 

Ardières Ardières 777,9 2127,7 31-août 

Drôme Drôme 827,0 1970,3 02-sept 

Collonges Saône 795,5 2093,6 03-sept 

Trévoux Saône 785,6 2107,1 13-sept 

Vernaison Rhône 793,3 2074,8 20-oct 

Chasse Rhône 790,8 2067,5 21-oct 

Jons Rhône 814,0 2093,7 03-nov 

X et Y = coordonnées géographiques 

 

Les foies de 10 chevaines mâles ont été échantillonnés par station puis les dosages EROD ont 

été réalisés au laboratoire d’écotoxicologie du Cemagref. Après analyse statistique, les 

résultats ont été interprétés de deux façons : 

1. Carte de qualité (avec 5 couleurs pour les 5 classes de qualité EROD) : voir carte ci-

dessous pour les 13 stations.  

2. Lien de l’ induction EROD avec les micropolluants bioaccumulés dans les chairs de 

chevaine. 
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Ces classes de qualité EROD se répartissent de la façon suivante : 

Classes Stations Hypothèses 

classe 1 (de référence) Ain, Ardèche, Drôme Aucune exposition des 

poissons à des inducteurs 

classe 2 et classe 3  

(induction EROD modérée) 

Bourbre, Collonges, Jons Induction modérée à des 

inducteurs 

classe 4 et classe 5  

(induction EROD forte) 

Ardières, Cance, Givors, 

Méricourt, Poses, Trévoux, 

Vernaison 

Induction à de fortes doses en 

inducteurs, risque d’effets 

irréversibles sur les individus 

et la population 

 

Nous disposons d’ailleurs d’ informations sur la bioaccumulation de micropolluants chlorés 

(PCB notamment) dans les muscles des chevaines échantillonnés lors de cette étude.  
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Le prélèvement d’une quantité de muscle (environ 50g répartis sur tous les poissons de 

l’espèce pour une station) peut en effet être utile pour confirmer si la responsabilité de 

l’ induction EROD est à attribuer à la présence de contaminants bioaccumulés.  
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Figure 3. Relation entre activité EROD (chevaines) et PCB bioaccumulés dans le muscles. La droite 

en pointillés est celle obtenue par l’ensemble des données du même type par le Cemagref (points sans 

étiquette de station). 

Les résultats EROD obtenus pour certains sites ne peuvent s’expliquer uniquement par la 

concentration en PCB bioaccumulés (Figure 3). Par exemple les chevaines des stations 

Ardières, Bourbre, Méricourt, Poses sont probablement exposés à d’autres inducteurs de 

l’EROD dont on ne trouve pas trace dans le poisson (Hydrocarbures Aromatiques 

Polycycliques par exemple) ce qui expliquerait ces niveaux d’ induction EROD assez élevés par 

rapport à la droite en pointillés de la figure ci-dessus. 

Les résultats qui présentent une activité EROD inférieure à celle potentiellement expliquée par 

les PCB (par exemple Jons et Trévoux) pourraient s'expliquer par l'exposition des poissons à 

des inhibiteurs de l'EROD comme les métaux et certains pesticides (Flammarion et al. 1996; 

Flammarion et al. 1998c; Stien et al. 1997).  

Les molécules chimiques dosées dans le cadre de cette étude ne sont cependant pas exhaustives 

en terme d’ inducteurs potentiels. On ne saurait donc conclure que la mesure de l’EROD 

n’ indique que la contamination en PCB. En effet, d’autres études ont observé des corrélations 

avec d’autres familles chimiques (les HAP notamment). Par exemple, il a été observé, au cours 
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d’études de zones côtières, que la contamination des sédiments en HAP pouvait être également 

un facteur explicatif déterminant (Lafaurie et al. 1992; Narbonne et al. 1991). Les HAP sont 

en général rapidement biotransformés et ne sont pas détectables dans le poisson (muscle ou 

foie) même si les concentrations d’exposition sont fortes (Varanasi et al. 1981). 

• Il faut donc garder à l’esprit qu’un niveau d’induction de l’EROD donne une 

information sur un niveau d’inducteurs (et leur biodisponibilité) dont il reste 

cependant à préciser la nature dans la situation particulière étudiée. 

 

Il est par ailleurs instructif de comparer, lorsque ces données sont disponibles, les classes de 

qualité EROD aux classes de qualité mesurées déterminées pour les indices IBGN et indices 

poissons (Tableau 7).  

Tableau 7. Comparaison des classes EROD avec d’autres classes de qualité écologique. 

Sites 1999 EROD IBGN indice poisson

Ain 1 1 1

Ardèche 1 1 1

Drôme 1 1 4

Bourbre 2 2 2

Collonges 2 3 NM

Jons 3 1 1

Ardières 4 4 3

Cance 4 3 4

Trévoux 4 2 4

Givors 5 2 3

Mericourt 5 NM 3

Poses 5 2 2

Vernaison 5 2 3

 

Les informations complémentaires, et non contradictoires, apportées par ces différents indices 

traduisent les spécificités – ou l’absence de spécificité - par rapport aux contaminants de ces 

mesures biologiques. Par exemple il est probable que la mauvaise qualité des peuplements de 

poissons de la Drôme en 1999 soit due d’avantage à des problèmes d’habitat qu’à des 

concentrations élevées en contaminants. 
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"Un biomarqueur mesuré au niveau individuel ne trouve sa signification écotoxicologique 

que lorsqu'il permet de décrire, d'expliquer, voire même de prédire, les effets des polluants 

sur les populations et communautés évoluant dans leur environnement naturel" (Lagadic et al. 

1997).  

Il est certain qu’une perturbation de type biochimique telle que l’ induction de l’EROD 

n’entraîne pas nécessairement des effets irréversibles pour l’organisme ni, a fortiori, pour les 

populations (Engel et Vaughan 1996). Cependant, tout stress entraîne une dépense énergétique 

pour l’organisme donc un coût, et, s’ il se prolonge, il y a un risque non négligeable que 

d’autres effets apparaissent (sur la croissance, la reproduction...) (Adams 1990; Calow 1991). 

Ainsi, si effectivement le biomarqueur EROD ne fournit pas toutes les informations3, il peut 

cependant être intégré comme méthode précoce et sensible dans le cadre d’un diagnostic 

environnemental préalable à des investigations plus lourdes, voire être intelligemment utilisé 

dans une évaluation de risque (Adams 2001; Adams et al. 2001; Adams et al. 2000).  

Pour les stations d’un réseau de biosurveillance on obtient au final (après dosage des activités 

EROD au laboratoire) une carte des qualité EROD qui permet de poser le diagnostic (bonne 

ou mauvaise qualité) mais aussi un suivi dans le temps (amélioration ou dégradation). Dans ce 

dernier cas, une étude plus approfondie des effluents ou des sédiments peut être menée afin de 

cerner la cause de l’ induction de l’EROD différentielle entre deux stations du réseau. Après des 

mesures correctives éventuelles, le suivi de l’EROD en réseau permet de vérifier l’amélioration 

de la situation à la station du réseau immédiatement à l’aval de l’effluent. 

 

 

 

 

                                                

3 Il n’existe pas de biomarqueur idéal, ni informatif sur toutes les molécules chimiques, ni prédictif quant aux effets à tous 

les niveaux d’ intégration biologique. Doit être privilégiée une combinaison à la fois d'une batterie de biomarqueurs et d'une 

batterie de bioindicateurs dont la complémentarité de diagnostics permette de déterminer en temps réel les sources et les 

types de stress, l’état de santé des populations, de guider les efforts de restauration et d’évaluer les résultats de la gestion 

des milieux (Adams 2001; Cormier et al. 1994; Munkittrick et al. 1995; Vindimian et al. 1993). 
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