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RESUME

Les cyanobacteéries nuisibles ont fait I'objet de maintes recherches scientifiques pour expliquer-
le et comprenez ses différents effets. Malgré I'abondance d'information disponible, la
complexité et la variabilité des écosystemes rendent certaines conclusions incertaines, voire
méme contradictoires. Alors dans Ce travail nous avons présenteé une collection des
connaissances autour Les cyanobactéries potentiellement toxiques et leur impact sur
I’environnement, La premiére partie de ce travail a été consacrée a l'identification et la
classification des cyanobactéries et leurs propriétés physiques et chimiques générales ainsi que
les conditions des developpement et les toxine des cyanobactéries. Dans la deuxiéme partie
nous avons parlé sur les impact des cyanobactéries sur I'environnement et sur la santé humaine
et les autre d'étres vivants, enfin en la troixiéme partie nous avons montré les méthodes de
détection des cyanotoxines.

Mots-clés: cyanobactéries, écosystemes , toxiques, cyanotoxines

ABSTRACT

Harmful cyanobacteria have been the subject of much scientific research to explain and
understand its various effects. Despite the abundance of information available, the complexity
and variability of ecosystems make certain conclusions uncertain, and even contradictory. So
in this work we have presented a collection of knowledge around Potentially toxic
cyanobacteria and their impact on the environment, The first part of this work was devoted to
the identification and classification of cyanobacteria and their general physical and chemical
properties as well as the conditions of development and toxins of cyanobacteria. In the second
part we talked about the impact of cyanobacteria on the environment and on human health and
other living beings, finally in the third part we showed the methods of detection of cyanotoxins.
Keywords: cyanobacteria, ecosystems, toxicants, cyanotoxins
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INTRODUCTION

Les cyanobactéries qui font partie du phytoplancton, sont parmi les plus anciens organismes
apparus sur terre (précambrien) et les plus abondants et largement distribués (Paerl et al., 2001).
Procaryotes autotrophes, elles sont présentes dans tous les types de milieux, terrestres ou
aquatiques, et sous tous les climats. Dans les eaux douces, les cyanobactéries ont des capacités
de prolifération importantes, donnant lieu a des « blooms » (épais tapis a la surface de I'eau ou
dispersés dans toute la colonne) qui peuvent étre observés dans toutes les régions du monde, y

compris en Bretagne (Chorus et Bartram, 1999; Brient et al, 2004).

L'activité humaine dans les pays industrialisés entraine depuis plusieurs années le rejet de
phosphore et d'azote dans I'environnement : on assiste alors a I'eutrophisation de nombreux
écosystemes aquatiques et a la prolifération d'algues. Aujourd'hui, en Europe, en Asie et aux
USA, plus de 40% des lacs sont eutrophisés et sujets a la prolifération d'algues (Briand et al.,
2003). Les proliférations d'algues, en particulier les cyanobactéries, peuvent avoir un impact
majeur sur le fonctionnement des écosystémes ainsi que sur la santé humaine et animale, autant
lors de la consommation de I'eau que lors de loisirs aquatiques. L'intérét pour les cyanobactéries
s'est accru ces derniéres années, avec l'augmentation des incidents domestiques sur tous les
continents, en particulier dans des pays d'Europe du Nord, qui n'étaient pas autant touchés par

les proliférations de cyanobactéries il y a quelques année(Jacquet et al., 2003) .

Les cyanobactéries toxiques sont courantes dans le monde entier, étant un signe clair
d'eutrophisation. Les toxines des cyanobactéries peuvent affecter la faune aquatique et terrestre
ainsi que les humains si elles entrent en contact, ingérent ou utilisent de I'eau contaminée par
des cyanotoxines. Le cas le plus dramatique s'est produit en 1996 a Caruaru, au Brésil, ou plus
de 60 patients d'une clinique de dialyse sont décédés a la suite de I'utilisation d'eau contaminée
par des cyanotoxines hépatotoxiques (Jochimsen et al., 1998). Les toxines de cyanobactéries
peuvent étre divisées en neurotoxines, hépatotoxines et dermatotoxines, en fonction de leurs
effets sur les mammiféres; cependant, les hépatotoxines sont les plus courantes et les plus
dangereuses. lls peuvent causer de graves lésions hépatiques et étant des inhibiteurs de la
protéine phosphatase, ils semblent étre de puissants promoteurs de tumeurs hépatiques
(Nishiwaki-Matsushima et al., 1992).



I. Les cyanobactéries : Présentation

I-1. Déefinition et historique

Les cyanobactéries sont des microorganismes procaryotes photosynthétiques appartenant
au regne des eubactéries , encore appelées Cyanophytes ou algues bleues (Woese, 1987) , ces
micro-organismes portent actuellement le terme "Cyanobactéries™ Stanier et al., (1978) , Ces
derniers se sont bases sur la réalité d'une grande affinité a la fois génotypique, physiologique
(photosynthétique) et structurelle (procaryotique) entre les Cyanobactéries et les bactéries

pigmentées (Pearl, 1988).

D'un point de vue phylogénitique, les cyanobactéries forment un groupe évolutif
monophylétique au sein des eubactéries . Elles forment un des premiers groupes a diverger au
sein de la lignée bactérienne ancestrale (Blank, 2004) avec une origine proche des bactéries
mésophiles, réductrices de sulfates. La date d'apparition vers 3.5 milliards d'années , mais les
donnés paléobiologiques se basant sur des fossiles des cyanobactéries multicellulaires montrent
que celles-ci dateraient de la fin de l'archéen, il y a 2.7 milliards d'années (Cavalier.2006;
Cavavalier.2013), quoi qu'il en soit, il clairement démontré que les cyanobactéries ont joué un
réle significatif dans I'histoire de notre planéte, produisant une forte quantité d'oxygene, a

I'origine de I'atmosphére actuelle, riche en oxygéne (Tomatini et al., 2006)
I-2. Morphlogie générale et organisation cellulaire

L’organisation cellulaire reste pourtant de type procaryote et ne présente ni vrai noyau (ADN
libre constituant le nucléoplasme), ni mitochondrie, ni appareil de Golgi, ni réticulum
endoplasmique (Stanier, 1988) et La présence d'une paroi cellulaire caractéristique des bactéries
gram- (Fay.1987 ; Van Den Hoek .1995) , les cellules de Cyanobactéries ont une régulation
bactérienne mais sont néanmoins séparees les bactéries par d’une activité photosynthétique
oxygénée utilisant 1’eau comme donneur d’électrons comme chez les algues et les plantes
supérieures , et par la présence de la chlorophylle a, de la phycocyanine et de la phycoérythrine
(deux composés protéiniques de la famille des phycobiliprotéines, et de pigments
hydrosolubles), donnant respectivement les teintes verte, bleue et rouge (Castenholz et
Waterbury, 1989).

Les Cyanobactéries vivent dans un état sépare ( unicellilaire) , en colonies ou en filaments.
Les formes unicellulaires peuvent étre sphériques, ovoides, coccoides, en batonnets, ou

irrégulieres  (figure 1) (Komarek et Anagnostides, 1999).



L'organisation des thalles de cyanobactéries est caractérisée par une grande variété. Les formes
les plus simples sont unicellulaires, sphériques, ellipsoidales, cylindriques, ovoides ou
piriformes, nues ou entou rées d'une gaine mucilagineuse homogéne ou stratifiée (fig03. 1 a 7).
Plus complexes sont les colonies, agrégats de cellules (aux formes iden- tiques a celles décrites
précédemment) au nombre généralement variable, non jointives, enrobées dans un mucilage
commun. La forme des colonies est trés diversifice, allant de la structure monost romatique
(colonie plane a une seule couche de cellules) a la structure amorphe (nombreuses cellules dans
un mucilage commun sans contour défini), en passant par les formes cubiques, spheriques,
linéaires (fig03. 8 a 11). Les thalles les plus élaborés sont organisés sur le modéle filamenteux
unisérié (une seule série de cellules jointives) ou plurisérié (plusieurs séries de cellules
jointives), non ramifié ou & vraies ou fausses ramifications, sans gaine ou avec gaine
mucilagineuse homogéne ou stratifiée (fig03. 12 a 16). Une entité nue organisée en une seule
série de cellules est qualifiée de trichome, tandis que la méme accompagnée d'une gaine porte
le nom de filament. La gaine, constituée de polysaccharides, est incolore ou colorée (jaune,
orangé, rouge...), car elle est souvent imprégnée par des sels de fer et de manganése... Elle peut
renfermer un ou plusieurs trichomes selon les genres considérés (fig03. 17).

Les caractéristiques morphologiques et fonctionnelles des cyanobactéries sont de plusieurs
types, Elles possédent :

v" des cellules végétatives: au contenu peu différencié (en microscopie photonique) sauf
lorsqu'elles renferment des vacuoles gazeuses (aérotopes), tres réfringentes (responsables de la
flottabilité des thalles qui en possédent), et de couleurs trés diverses, conséquence des teneurs
respectives en pigments photosynthétiques tels que la chlorophylle a (vert), la phycocyanine
(bleu) et la phycoérythrine (rouge) et en substances hélioprotectrices.

v des hétérocytes, a paroi épaisse et au contenu homogeéne faiblement coloré. Leur
forme est sphérique, cylindrique, voire conique. Leur position dans le trichome est soit
intercalaire, soit terminale a lI'une des extrémités seulement ou aux deux, ou encore latérale
(pédicellée) (fig03. 18 a 22). Les hétérocystes sont généralement solitaires mais peu- vent aussi
apparaitre en paire et, plus rarement, en série (fig03. 23 a 25). La présence, dans les
hétérocystes, de la nitrogénase leur confeére la capacité de fixer I'azote moléculaire dissous dans
I'eau pour le transformer en azote assimilable par la cellule.

Les héeterocystes ne sont présents que chez certaines formes filamenteuses et ce seulement
lorsque les conditions écologiques nécessaires a leur formation sont réunies.

v des akinetes, Ce sont des cellules généralement plus grandes que les cellules



végétatives et les hétérocystes. Leur paroi est tres épaissie et peut étre colorée et ornementée.
Leur contenu apparait rempli de gros granules sphériques ou polyédriques. Leur teneur en ADN
est plus importante, de méme que celles de la cyanophycine (réserve protéique) et du glycogéne
(réserve de glucides) (Wildman et al, 1975).

Les akinétes sont des cellules de repos, capables de résister a des conditions écologiques tres
défavorables et qui, aprés retour & une situation environnementale normale, peuvent germer et
redonner un thalle. Les akinétes n'existent que dans certaines structures filamenteuses. Ils sont
solitaires ou disposés en série dans le trichome, en position intercalaire ou subterminale,
adjacente ou éloignee des hétérocystes (fig03)

v' des processus de photosynthése qui se déroulent a l'intérieur de la membrane des
thylakoides au niveau des photosystémes | et lI(figure 2). La lumiere y est collectée par des
antennes collectrices positionnées a I'extérieur de ces membranes et composées dephycobili-
somes (Grossman et al,1995). Les phycobilisomes sont constitués de quatre types de
phycobiliprotéines : I'allophycocyanine, la phycocyanine, la phycoérythrine et la
phycoérythrocyanine avec des chromophores qui déterminent les longueurs d'onde de la
lumiere captées pour laphotosynthese (entre 500 et 660 nm). Ces longueurs d'onde sont peu
utilisées par le phytoplancton eucaryote (Kirk , 1983)

v’ des vésicules a gaz (figure 2), structures inertes de nature protéique et perméables au
gaz. Celles-ci apportent une flottabilité Iégérement positive aux cyanobactéries. La flottabilité
est ensuite régulée par I'accumulation ou la dégradation d'hydrates de carbone qui vont moduler
la densité des cellules. Lorsque les cellules se retrouvent en surface, le processus de
photosynthése va conduire a I'accumulation d'hydrates de carbone (molécules de poids molé-
culaire élevé) et a une diminution de la flottabilité des cellules. Lorsque les cellules sédim-
entent vers les zones profondes ou la lumiére est insuffisante pour permettre la photosynthese,
les hydrates de carbone sont consommés par respiration conduisant a l'augmentation de la
flottabilité des cellules.

v’ des structures de réserves telles que les carboxysomes (contenant deux enzymes de
fixation du carbone: I'anhydrase carbonique et la Rubisco), les granules de cyanophycine

(réserves d'azote) ou de polyphosphates (réscrves de phosphates)(Walsby , 1994)



Cyanobactérie unicellulaire Cyanobactérie organisée en ~ Trichome de cyanobactérie Cyanobactérie organisée

coloniale Woronichinia trichomes Aphanizomenon Anabaena smithii avec un en filament Planktothrix
naegelania flos aquae hétérocyste (H) et un akinéte agardhii
(A)
Figure 1 : Différentes morphologies chez les cyanobactéries, d'aprés des photos de Luc Brient université
de Rennel

Figure 2: Cellules de cyanobactéries appartenant au genre Microcystis sp.

a) : observation au microscope photonique d'une colonie de cellules;

b) : observation en microscopie électronique a transmission d'une cellule en division,
vg : vésicules a gaz; ¢): carboxysomes, cy: granules de cyanophycine,

t: thylakoides. Crédits photos : C. Bemard et C. Djediat, MNHN.

1-3. Multiplication-reproduction

La division cellulaire, chez les cyanobactéries, s'effectue par voie amitotique ou fission
binaire qui, a partir d'une cellule maternelle, engendre deux cellules filles. C'est le mécanisme
courant chez cet embranchement qui assure la multiplication (végétative ou asexuée). Dans les

conditions optimales, sa durée varie entre trente minutes et une heure.

Les individus coloniaux et filamenteux peuvent aussi se multiplier par fragmentation de leur
thalle. Chez les formes filamenteuses, les trichomes se brisent, soit a partir des hétérocystes,
soit a partir de cellules spécialisées appelées nécridies (cellules en cours de dégradation), soit
encore en formant des éléments intercalaires ou terminaux, pluricellulaires, qualifiés

d'hormogonies, qui sont libérés et, la plupart du temps, doués de mouvement (fig03. 29 a 31) .



Chez les genres unicellulaires, le contenu des cellules peut se diviser pour donner naissance a
des spores. Lorsque celles-ci sont formées a I'extérieur de la paroi maternelle et libérées a partir
d'un des apex de la cellule mére (souvent hétéropolaire et fixée au substrat) et en une série
unique, elles sont nommeées exocytes. Quand elles sont élaborées au sein de la cellule
maternelle, de tres petite taille, tres nombreuses et sans mucilage, elles portent le nom de

nanocytes ou baeocytes.

A coté des différents modes de multiplication décrits ci-dessus, il existe chez les cyanobactéries
deux modes de transfert de matériel génétique : la transformation et la conjugaison (Kumar &
Ueda, 1984; Tandeau de Marsac & Houmard, 1987: Thiel, 1994).

Figure 03 : Morphologie générale des cyanobactéries

1 a 7 Schémas montrant la diversite de la morphologie cellulaire des cyanobacteries 1.Sphenique. 2:elpsoidale, 3: ovoide, 4:
cylindrique; 5: pirtorme; 6: spherique a gane homogene, 7: sphérique a gaine stratithee.

Figures 8 a 11- Schémas montrant la diversité morphologique des colonies de cyanobacteries 8: colonie plane monostromatque, 9:
colonie cubique, 10: colonie spherique creuse tvue en coupe, 11:colo upe

12 2 16— Schémas montrant la diversité d'organisation chez les cyanobactéries 12: thale tilamenteux uniserie, non ramife, sans gane
(thchome), 13: thale tilamenteux pluriserne, non ramifhe, a gaine stratithée, 14: thalle filamenteux uniserie, a gaine hormogene et fausse
ramification (H: heterocyste); 15: thalle hlamenteux unisérié, d gaine homogene et fausse ramification géminée; 16: thalle filamenteux unisérié,
A gaine homogeéne et vraie ramification (a: apicale; L: laterale).

17 Schéma d'un thalle constitue de plusieurs trichomes uniseries, non ramifies, inclus dans une gaine muclagineuse homogéne
commune

18 a 22 Schémas montrant la diversité de la forme et de la disposition des héterocystes dans le trichome

18-19:intercalaires (18: spherique, 19:cylindrique); 20-21: terminaux (20: spherique, 21: conique), 22: lateral terminal (pedicelle).

23 a 25 Schemas montrant la disposition relative des heterocystes  23: heterocystes en postion soltaire, 24: hétérocystes groupés en
deux pares, 25: heterocystes groupés en sénies

26 a 28— Schemas montrant la diversité de la disposition relative des akinétes et de leurs relations avec les heterocystes

26: positon solitaire, intercalare et elognée des heterocystes, 27: akinete subterminal adjacent a un heterocyste apical , 28: akinéte
intercalaire , en une série adjacent a un hétérocyste.

29a 31 Schémas montrant la diversité des hormogonies  29: hormogonie (Ho) intercalaire; 30 : hormogonie (Ho) terminale en cours de

separation du trichome par formation dune necridie (celluie noire); 31 : hormogonie (Ho) terminaie Sur un rameau lateral.




I-4. Ecologie des cyanobactéries

Les cyanobactéries se retrouvent naturellement dans I'écosystéme aquatique , et de maniere
preférentielle dans les eaux douces, mais aussi en milieux saumatres et marins. En milieu
terrestre, on les trouve dans les sols, sur la glace, sur les rochers des hautes montagnes et méme
dans les déserts, se recontrent aussi bien dans les régions tropicales que polaires .( Chorus et
Bartram, 1999 ; Duy et al , 2000)

Par ailleurs, peuvent étre libres ou symbiotiques (delarras et al.2010)

Certaines types des cyanobactériennes peuvent également évoluer vers des milieux«
extrémes » :
elles sont adaptées a un large spectre de température (eaux thermales, lacs arctiques et
antarctiques), de pH (eaux carbonatées et tourbiéres acides) , de salinité (lacs hypersalés a
oligotrophes).
Certains genres (Anabaena, Nostoc, Calothrix, Fischerella , Scytonema) peuvent former des
liens symbiotiques avec divers organismes tels que les champignons pour la formation de
lichens (Taylor et al. 1997, Miura & Yokota 2006), des algues (diatomées) (Brehm et al. 2003)
, des bryophytes (Solheim et al. 2004, Adams & Duggan 2008), des ptéridophytes (Peters &
Meeks 1989), des plantes (gymnospermes et angiospermes) (Rai et al. 2000 ; Bergman et al.
1997), des animaux (Lambert et al. 1996, Lee et al. 2001).

I-5. Les facteurs favorisant leur développement
a. Facteurs physiques :
Ils comprennent la température de I'éau, I'ensoleillement, les précipitations et la turbidite.
b. Facteurs chimiques :

Ces facteurs sont principalement de I'azote, du phosphore et du fer. Certaines cyanobactéries
sont capables de fixer l'azote sous la forme N2 (azote atmosphérique) alors que d'autres

restituent I'azote a partir des nitrates, en milieu anaérobie.
c.Facteurs biologiques :

Dans un écosysteme biologique, le phytoplancton est consom mé par le zooplancton, lui-méme
ingéré par les poissons. Cependant, les cyanobactéries ne sont pas facilement digérées par le
zooplancton ; ainsi par rapport a d'autres algues (diatomées, chlorophycées), la population de

cyanobactéries peut alors augmenter.



I-6. Successions saisonnieres

Faisant partie du phytoplancton, les cyanobactéries se développent en général pendant la
période été/automne, succédant aux diatomées (algues a paroi siliceuse) et aux algues vertes.
Elles proliférent dans des milieux riches en phosphore car elles sont tres performantes dans son
assimilation et dans son stockage. Leur morphologie filamenteuse ou coloniale les rend

difficilement ingérables par le zooplancton.
I-7. Eutrophisation

L'eutrophisation est le développement d'algues, de cyanobactéries et de plantes aquatiques
qui se fait grdce aux nutriments contenus dans l'eau et les sédiments. Il en résulte un
développement anormalement élevé de plantes aquatiques, de lentilles d'eau, de nénuphars ou
d'algues. Dans le cas des cyanobactéries la prolifération ou « bloom » (en anglais) est visible a
I'eil nu; ce sont les fleurs d'eau en surface ou « efflorescences », c'est-a- dire des taches ou des
trainées colorées a la surface de I'eau. La raréfaction de I'oxygene entraine un largage par les
sédiments d'éléments nutritifs (exces d'azote et de phosphore), qui amplifie I'eutrophisation.
Quand les cyanobactéries meurent, les cellules sont lysées et leurs métabolites se dispersent. Si

elles sont toxiques, leurs toxines sont alors libérées et diffusent dans I'eau. (Delarras et al.2010)
I-8. Prolifération

Les cyanobactéries ont une forte capacité d'adaptation. Leur composition pigmentaire (entre
autres, les phycobiliprotéines) leur permet d'utiliser une large partie du spectre solaire et de
croitre a de faibles intensités lumineuses. La motilité (certaines espéces glissent ou se déplacent
dans le milieu par un mouvement hélicoidal) et/ou la présence de vésicules gazeuses chez
différents genres ou especes leur conferent la capacité de se déplacer dans la colonne d'eau en
fonction de I'éclairement et de la concentration en éléments nutritifs. L'utilisation de l'azote
moléculaire dissous dans l'eau, par les formes hétérocystées, est également un avantage
compétitif. Enfin, les cyanobactéries ont assez peu de prédateurs, étant rarement consommeées
par le zooplancton ou les poissons. Leur développement massif est un phenomene largement
répertorié dans le monde, quel que soit le climat. Ces proliférations apparaissent dans des eaux
souvent eutrophes, suite a un enrichissement en nutriments par les activités urbaines et/ou
agricoles. Selon les conditions physiques et chimiques du plan d'eau, on peut observer soit la
formation d'une mousse bleu-verdatre laiteuse a la surface de I'eau, soit une coloration uniforme
(bleu-vert, jaune, rouge, verte...) de la colonne d'eau. Ces deux phénomeénes sont la conséquence

d'une densité impor- tante d'individus correspondant a une multiplication exceptionnelle



appelée bloom, « fleur d'eau - ou encore efflorescence algale. Suivant les espéces de
cyanobactéries, des biooms peuvent apparaitre et disparaitre aussi vite lorsque les conditions
environnementales changent. Ainsi, en France, a I'occasion du déroulement du programme
Efflocya (Efflorescence a cyanobactéries, ministere de F’Aménagement du territoire et de
I'Environnement, 1998 et 1999), des efflorescences a Anabaena, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis et Microcystis ont été répertoriées, en période estivale, dans tout le
territoire (Vézie et al., 1997; Sarazin, 2000). D'autres efflorescences peuvent se produire en
période hivernale, comme ce fut le cas plusieurs années de suite dans des lacs alpins avec
Planktothrix rubescens (Humbert et al., 2000). D'autres, enfin, peuvent se maintenir tout au long
de l'année, tel le bloom a Planktothrix agardbii dans la région parisienne (Bernard, 2000). La
plus ancienne mention d'un tel phénomene a été faite par De Candolle (1825), a propos d'une
prolifération d'Oscillatoria (Plauksotbrix) rubescens D.C., colorant en rouge vif le lac de Morat
(Suisse), événement connu sous le nom de sang des Bourguignons ». Depuis, de nombreux
travaux ont été publiés sur les effiorescences a cyanobactéries et leur déterminisme (Stauffer &
Lee, 1973; Reynolds & Walsby, 1975; Lynch, 1981; Paerl & Ustach, 1982; Skulberg et al.,
1984; Paeri, 1988; Trimbee & Prepas, 1988; Klemer & Konopka, 1989; Zohary & Breen, 1989;
Lacaze, 1996; Rey- nolds, 1998; Chorus & Bartram, 1999). Ces efflorescences sont une source
de nuisances de plus en plus importante dans I'environnement. Elles perturbent le
fonctionnement des écosystémes aquatiques, sont souvent la cause de mauvaises odeurs et sont
parfois a l'origine du mauvais godt de I'eau et de la chair des poissons. La couleur intense et
I'aspect de I'eau qu'elles conférent aux aires de baignade ou de loisirs sont peu engageants pour
les utilisateurs. Leur densité peut également endommager les systemes de potabilisation de
I'eau. Enfin, les efflorescences a cyanobactéries peuvent aussi produire des toxines
(dermatotoxines, hépatotoxines et neurotoxines) et poser ainsi de réels probléemes sanitaires
(Chorus & Bartram, 1999). Le tableau regroupe la plupart de ces espéces dont les principales

sont illustrées par les figures 33 a 58
I-9. Classification

la classification des cyanobactéries dépend a la fois du Code International de Nomenclature
Botanique (I.C.B.N) (McNeill et al. 2006) et du Code International de Nomenclature des
Bactéries (I.C.N.B) (Lapage et al. 1992) (tableau 1). Dans la nomenclature botanique, les
cyanobactéries appartiennent toutes a la classe des cyanophycées qui est divisée en quatre
ordres (Chroococcales, Nostocales, Oscillatoriales, Stigonématales), eux mémes divisés en

familles regroupant environ 150 genres et 2000 espéces. Dans la nomenclature bactériologique,



les cyanobactéries se répartissent dans 5 sous-sections. La sous-section | comprend les
cyanobactéries unicellulaires se divisant par fission binaire (e.g. Gloeobacter, Gloeocapsa,
Gloeothece, Synechococcus, Synechocystis) ou par bourgeonnement (e.g. Chamaesiphon). La
sous-section Il est constituée des cyanobactéries unicellulaires qui se divisent par fission
multiple (formation de baeocytes mobiles et immobiles) ou par fission binaire et multiple (e.g.
Dermocarpa , Xenococcus, Dermocarpella , Myxosarcina, Chroococcidiopsis). La sous-section
Il regroupe les cyanobactéries filamenteuses dépourvues de cellules différenciées (e.g.
Spirulina, Oscillatoria , Pseudanabaena ) et la section IV regroupe les cyanobactéries
filamenteuses qui possedent des cellules différenciées telles que les hétérocystes et les akinétes
(e.g. Anabaena, Nodularia, Cylindrospermum, Scytonema, Calothrix). Enfin, la sous-section V
contient des cyanobactéries filamenteuses hétérocystées présentant des ramifications vraies

(e.g. Chlorogloeopsis, Fischerella ).

Tableau 1 : Classification des cyanobactéries selon les systemes bactériologiques
(I.C.N.B, Lapage et al. 1992) et botaniques (I.C.B.N, McNeill et al. 2006)

Classification Classification

Bactérienne Botanique Description
(I.C.N.B.) (I.C.B.N.)
. Individus unicellulaires ou coloniaux, a multiplication par
Section I Chroococcales e C
fission binaire et/ou formation d’exospores.
. Individus coloniaux (protothalles), a multiplication par
Section II Pleurocapsales . . (p ) P P
fission multiples donnant des baeocytes.
Formes filamenteuses unisériées, non hétérocytées, sans
Section 111 Oscillatoriales | ramification, a division cellulaires perpendiculaires a ’axe
du trichome.
Formes filamenteuses a différenciation cellulaire
Section IV Nostocales (hétérocytes, akinetes), a divisions cellulaires dans un seul

plan.

Formes filamenteuses a différenciation cellulaire
Section V Stigonematales | (hétérocytes, akinetes) présentant des ramifications (vraies
ou fausses), a divisions cellulaires dans plusieurs plans.
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I-10. Les toxines des cyanobactéries

Les toxines de cyanobactéries également nommées "cyanotoxines". Sont des métabolites
dont les effets sont averés sur la santé animale ou humaine. La diversité des metabolites de
cyanobactéries, dont les cyanotoxines (Welker et Von dOrhen . 2006 ; Van Apeldoorn et al
2007). Les cyanotoxines sont regroupées en trios principales famille en fonction de leur effets

toxiques : les hépatotoxines, les neurotoxines et les dermatotoxines .
I-10-1. Les hépatotoxines :

Les hépatotoxines regroupent les microcystines, les nodularines et les cylindrospermopsines.
les hépatotoxines sont les toxines les plus fréqguemment recontrées dans l'environnement
(Cathrine et al.2017).

v Les microcystines (MCs) :

Les MCs sont des heptapeptides cycliques (entre 800 et 1100 Da) ayant la particularité de
présenter deux acides aminés atypiques (la N-methyldehydroalanine, ou Mdha, et I'acide 3-
amino-9-méthoxy-2,6,8-triméthyl-10- phényl-4,6diénoique, aussi appelé groupement Adda) et
deux acides aminés variables en position X et Z (comme la microcystine ayant en X une leucine
et en Z une arginine nommée MC- LR, voir figure). A ce jour, plus de 150 variants de
microcystines ont été identifiés (Cathrine et al.2017).

Les MCs sont des inhibiteurs puissants des protéines phosphatases (PP) de type 1, 2A, 3
(pour la MC-LA), 4, 5, et, dans une moindre mesure, la PP de type 2B. L'inhibition des PP1 et
PP2A entraine une phosphorylation accrue des protéines, en particulier dans les hépatocytes,
affectant les voies métaboliques (par exemple, la synthése du glycogéne), le transport
membranaire, la sécrétion, la division cellulaire, ou la transcription et la traduction de certains
genes (Dawson.1998). Les MCs ont également été reconnues comme de puissants promoteurs
de tumeurs, des perturbateurs de fonctions endocrines et comme molécules immunotoxiques
(Lian et al. 2006, Wu et al. 2012). Elles peuvent induire des Iésions oxydatives de I'ADN, des
effets génotoxiques et provoquer I'activation de proto- oncogénes (c-jun, c-fos et c-myc). Les
organes ou fonctions principalement atteints lors d'exposition aux MCs sont le foie, les reins,

les intestins et le systeme reproductif.
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Les MCs sont produites par des représentants des principaux genres formant
des,efflorescences tels Anabaena, Aphanizomenon, Dolichospermum, Limnothrix,
Microcystis, Nostoc, Phormidium, et Planktothrix.

v Les nodularines (NODS) :

Les NODS sont des heptapeptides cycliques présentant des analogies de structure avec les
microcy- stines (figure 3). Huit variants ont été déerits a ce jour. Comme les MCs, les NODS
se lient aux protéines phosphatases. Leurs effets sont proches de ceux des microcystines
(Mazur-Marzec et al.2009).

Figure 4 : structure chimique des hépatotoxines de cyanobactéries : les
microcystine(a) et les nodularines (b).les chiffres représentent acides aminés au
nombre de 7, pour les microcystines et de 5, pour les nodularines. Les acides
aminés en position Xet Z sont variables. R=H ou CH3, modifié d'apres (SI1VV.99)

v La cylindrospermopsine et ses dérivés (CYNs)

La cylindrospermopsine (CYN) est un alcaloide atypique de 415 Da présentant une unité
guanidine cyclique (figure 4). La CYN a été caractérisée chez Cylindrospermopsis raciborskii
(Ohtani et al .1992) mais un nombre croissant de cyanobactéries capables de synthétiser la
cylindrospermopsine ou ses dérivés a depuis été décrit (tableau 2.1). Deux variants de la CYN
sont actuellement caractérises (la 7-épicylindrospermopsine et la 7 déoxycylindrospemopsine).

La CYN présente une cytotoxicité non spécifique, via l'inhibition de la synthése protéique ; les
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organes cibles principaux sont le foie et les reins (Humpage et al .2005). Un effet mutagéne de

ce métabolite est également suspecté (Froscio et al .2003).

NH opsine

Me

Figure 5: structue chimique de la cylindrospemopsine "modifié d'aprés (SI1V.99)

1-10-2. Les neurotoxines

Les neurotoxines de cyanobactéries se regroupent en trois familles principales : les

anatoxines, les saxitoxines et la B-N-methylamino-L-alanine et ses isomeéres.
v Les anatoxines (ANTX-a)

Les anatoxines sont des alcaloides de faibles poids moléculaires (figure 5). L'ANTX-a et
son homologue méthylé, I'nomoanatoxine-a sont des amines secondaires de165 Da et 179 Da,
respectivement. Ces molécules présentent une grande solubilité dans l'eau et leurs effets
toxiques sont similaires. Ce sont des agonistes des récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine,
entrainant une dépolarisation de la membrane post-synaptique et la mort par arrét respiratoire
(Falconer , Hrubec. 1998).

L'anatoxine-a(s) est un ester de phosphate d'une N-hydroxyguanine cyclique de 252 Da.

Son mode d'action se caractérise par l'inhibition de l'acétylcholinestérase induisant une
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paralysie musculaire due a une surexcitation des axones au niveau post-synaptique (Villatte et
al.2002).
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Figure 6 : structue chimique de la L' anatoxine-a et de ses analogues : L' anatoxine-a(a),
I'nomoanatoxine-a(b), et I'anatoxine-a(c) D'apreés (SI1V.99)

v' Les saxitoxines et dérivés (STXS)

La saxitoxine (STX) est une trialkyle tetrahydropurine (figure 6). Les variants de saxitoxine
sont au nombre de 57 a ce jour. lls regroupent des formes non-sulfatées (STX et néo-STX),
mono-sulfatées
(gonyautoxincs ou GTXS) et di-sulfatécs (C-toxinces) (Wiese.2010). Les STXS inhibent les
canaux sodium voltages dépendants, induisent une interruption de l'influx nerveux provoquant
une paralysie des muscles(autrement dit, des " toxines paralysantes™). Les STXS sont également
capables de se lier aux canaux calcium et potassium et, a la saxiphiline, provoquant de
paralysies (Llewellyn.2006). Leur structure chimique leur donne une grande solubilité et

stabilité dans I'environnement. Les saxitoxines (STXS) et dérivés sont principalement décrits
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chez les cyanobactéries des genres Anabaena,Aphanizomenon, Chrysosporum,

Cylindrospermopsis, Dolichospermum, Lyngbya, Oscillatoria, Raphidiopsis et Umezakia.

Figure 7 : structure chimique génirale de la saxitoxine et de ses analogues
D'aprés (S1V.1999)

v La B-N-methylamino-L-alanine (BMAA) et ses isomeres :

La B-N-methylamino-L-alanine (BMAA) est un acide aminé non protéique (figure 7). Cette
molécule, dont les cibles restent mal connues, semble étre associée a des prévalences de
maladies
telles que la sclérose latérale amyotrophique (SLA), la maladie d'Alzheimer et la maladie de
Parkinson (Bradely, 2013). La neurodégénérescence serait liée a une incorporation de la BMAA

dans les protéines a la place d'acides aminés standards avec, comme conséquence, un défaut de
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repliement des protéines (Rao. 2006). La distribution de la BMAA au sein des cyanobactéries

reste, & ce jour, controversee.

Trois isoméres ont été décrits : le 2,4- diaminubutyric acid (DAB), la N-(2-aminoéthyl)glycine
(AEG) et la B-amino-N- méthylalanine (BAMA).

O o
0. .CH
5 HaM HaM OH
B
NH,\HLDH \/\HLEIH NHf\l, N I,HH;
WHz WH; 0 NH
fi «H-methylaminc-L-alaning 2.4-diaminobutanals acld N-(2-amingethyl|glycine flamdino-N-metiylalanine
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Figure 8 : structure chimique de la La B-N-methylamino-L-alanine (BMAA) et de ses isomeres : le 2,4-
diaminubutyric acid (DAB), la N-(2-aminoethyl)glycine (AEG) et la B-amino-N-methylalanine (BAMA)

1-10-3. Les dermatotoxines

Les symptdbmes dermatotoxiques liés a la présence de cyanobactéries ont principalement été
décrits en milieu marin (Stevenson et Waterbury. 2006). Un certain nombre d'alcaloides ont été
isolés de cyanobactéries marines et seraient a l'origine de dermatites. Il s'agit des
lyngbyatoxines, des aplysiatoxines et de la debromoaplysiatoxines, ces deux derniéres étant
également suspectées d'étre promotrices de tumeur et activateurs de la protéine kinase C
(Fugiki.1990; Mynderse. 1977).

I-11. Réglementations pour les cyanotoxines

En 1998, apres avoir évalué les risques pour la santé publique liés aux hépatotoxines de type
microcystine, d'apres les témoignages disponibles et d'apres les consensus scientifiques, 'OMS
a mis en place des conduites a tenir et recommande une concentration limite tolérée de 1 pg en
équivalent microcystine-LR par litre d'eau potable (WHO, 1998). C'est la valeur en dessous de
laguelle la consommation d'eau peut étre conside- rée sans danger, dans le cas d'une exposition
aigué. Une valeur plus faible de 0,5 pg/l a été proposée au Canada. Pour une exposition chro-
nique, une valeur de 0,1 pg/l a été suggérée (Falconer, 1996). Pour les neurotoxines de type
saxitoxine et dérivés, plusieurs cas de mortalités animales ont été signalés suite a la
consommation d'eau contaminée par ces toxines (Humpage et al., 1994; Negri et al., 1995) mais

aucun cas d'intoxication humaine n'a été rapporté. Cependant, les intoxications liées aux
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neurotoxines ne sont pas limitées a l'intoxication directe par ingestion d eau contaminée mais
peuvent aussi apparaitre aprés consommation de moules d'eau douce qui ont accumulé ces
toxines. Bien que ces coquillages d'eau douce soient peu consommes par I'nomme, ils font partie
de lI'alimentation tradition- nelle de certaines populations en Inde et en Australie et pourraient
étre un facteur de risque pour la santé publique (Christoffersen, 1996; Negri and Jones, 1995).
La recommandation pour les neurotoxines de cyanobactéries du type saxitoxine et dérivés reste
la méme que celle préconisée pour les fruits de mer qui est de 80 pg équivalent saxitoxine par

100 g de chair de moules.

Il. Les impacts des cyanobactéries

I1-1. Impact sur la santé humaine

L'effet des cyanobactéries est contamination aussi bien les eaux utilisées a des fins
récréatives que dans les réservoirs d’eau potable. Le degré d’intoxication dépend de 1I’4ge de la
personne, de son sexe et de son état de santé, les enfants étant les plus sensibles . Plusieurs
intoxications par des eaux provenant de différents plans d’eau, ou des cyanobactéries s’étaient
accumulées, ont été identifiées dans le monde. Les intoxications induites par les hépatotoxines
cyanobactériennes sont plus fréquentes que celles engendrées par les neurotoxines (Hitzfeld et
al. 2000). L’ exposition a des microcystines ou a la nodularine-R peut engendrer des symptomes
d’intoxication humaine similaires et peut mener, a de fortes concentrations de ces toxines, au
coma et la mort par dommages séveéres du foie (Carmichael, 1997). Il a été aussi montré
récemment chez I’homme que la nodularine-R et les microcystines affectent 1’adhésion des

leucocytes et portent atteinte aux réactions immunitaires (Hernandez et al., 2000).
v Allergies :

Les réactions allergiques apres contact avec des cyanobactéries dans des eaux de baignades
sont relativement fréquentes. Des problémes respiratoires (asthme, rhume des foins), des
irritations des yeux et de la peau, des dermatoses, des fievres, des troubles gastrointestinaux et
hépatiques, des symptémes de grippe, des maux de gorge et des signes de pneumonie se sont
déclarés a la suite d’un contact avec certaines especes des genres Oscillatoria, Nodularia,
Anabaena, Aphanizomenon, Gloeotrichia, ou Microcystis (Carmichael et Falconer, 1993 ;

Pilotto et al., 1997). La sensibilité des individus aux réactions allergiques a de faibles densités
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en cyanobactéries dans le milieu, est plus ¢levée que celle attribuée au contenu d’endoxines de

ces micro-organismes (Pilotto et al., 1997).

Tous les symptdbmes allergiques observés peuvent étre attribués aussi bien aux
hépatotoxines qu’aux neurotoxines cyanobactériennes (Turner et al. 1990). ont rapporté des
intoxications chez des soldats par contact avec une eau contaminée par des microcystines
provenant d’une efflorescence de ’espéce Microcystis aeruginosa dans le lac Rudyard en
Angleterre. Les symptémes observés chez les soldats intoxiqués étaient des maux d'estomac,
des diarrhées, des vomissements, une toux séche et des céphalées. Des cas d’irritation ont été
aussi signalés apres une douche avec une eau mal traitée contenant des microcystines (Falconer.
1998).

v Intoxication par ingestion :

En 1931 Tisdale déclere a Le premier cas d'intoxication humaine liée aux cyanobactéries ,un
important bloom hépatotoxique de Microcystis sp. dans les riviéres Ohio et Potomac (U.S.A.)
a provoqué des gastroenterites chez plusieurs milliers de personnes ayant consommé l'eau de
ces rivieres. En 1983, et a Palm Island en Australie, une épidémie d'hépatite et d'entérite a été
provoquée par une efflorescence de cyanobactéries toxiques dans un réseau
d'approvisionnement en eau : la digue de Salomon. Une semaine apres le traitement de
I’efflorescence par du sulfate de cuivre, 148 personnes dont 138 enfants ayant bu cette eau ont
été séverement malades. Les symptdmes étaient des hépatites, des lésions rénales et intestinales,
des vomissements, des céphalées, des douleurs abdominales, des pertes de sang, de glucose et
de protéines dans les urines, des constipations suivies de diarrhées sanglantes profuses et des
déséquilibres électrolytiques sévéres (Bourke et al., 1983).

Deux especes de cyanobactéries ont été incriminées dans ces intoxications : une souche
d'Anabaena circinalis non toxique et une souche de Cylindrospermopsis raciborskii trés toxique
et connue pour la production de la cylindrospermopsine (Hawkins et al., 1985 ; Falconer, 1991).
Au cours de la méme année, dans la petite ville d’Armidale en Australie, des dommages
hépatiques caractérisés par une élévation de l'activité de certaines enzymes du foie ont été

observés chez les habitants dont lI'eau de boisson provenait d'un réservoir contenant une

18



efflorescence de Microcystis aeruginosa. Des pics de la y-glutamyl transférase ont été trouveés

dans les échantillons du sang des personnes intoxiquées (Falconer et al., 1983).

Cependant, des intoxications humaines plus graves ont engendré la mort. En 1993, une
efflorescence massive d'Anabaena sp. et de Microcystis sp. dans un barrage a Itaparica au Brésil
, Ce qui a causé la mort de 88 malades en majorité des enfants (Teixera et al., 1993). Une autre
intoxication mortelle a eu lieu en 1996 et a engendré la mort de plus de 60 personnes dans un
centre d'hémodialyse a Caruaru au Brésil. L’intoxication impliquée était due au développement
massif de Microcystis, d’Anabaena et d’Anabaenopsis dans un réservoir d’eau utilisé par le
centre (Jochimsen et al., 1998 ; Pouria et al., 1998 ; Azevedo et al., 2002).

Les cyanotoxines de type microcystine (microcystines et nodularines) sont considérées
comme de puissant promoteurs tumoraux. Elles possedent une capacité promotrice équivalente
a celle du TPA (12-O- tétradécanoyl-phorbol-13-acétate), mais leur mode d’action différent les
situe dans une nouvelle classe de promoteurs de type acide okadaique qui n’activent pas la
protéine kinase C mais agissent en inhibant les sérine/thréonine phosphatases de type 1, 2A et

3 chez les eucaryotes.

Dans une étude comparative du pouvoir promoteur tumoral entre la nodularine-R et la
microcystine-LR, le test de cancérogenese hépatique (sans hépatectomie partielle) chez des rats
initiés avec du DEN a montré que la nodularine-R est un promoteur tumoral plus puissant que
la microcystien-LR (Ohta et al., 1994). Apres le foie, les testicules sont le deuxiéme organe
cible, la microcystine traverse les canaux sanguine testiculaire et interfére avec I’ADN en
provoquant des dommages a la chaine d’ADN, appoptose, et ’arrét de cycle cellulaire. La
Toxicité des MC- LR perturbe la motilité et la morphologie des spermatozoides et affecte aussi

les niveaux d'hormones de systeme reproducteur masculin (Lone et al., 2015).
I1-2. Impact sur la faune

Georges Francis, chimiste Australien, fut le premier, le 2 mai 1878, a impliquer les
cyanobactéries dans le déces d'animaux d'élevages quand il rapporta la mort de bétail, moutons,
chevaux et porcs qui avaient consommé de I'eau contenant une efflorescence hépatotoxique de
Nodularias pumigena dans le lac Alexandrina, & Milang, dans le Sud de I'Australie (Francis,
1878), Les cyanotoxines peuvent entrainer des symptomes de morbidité ou causer la mort de
mammiferes, d’oiseaux ou de poissons qui ingerent une quantité suffisante de cellules toxiques
ou de toxines extracellulaires (Codd et al., 1992 ; Carmichael, 1994 ; Kuiper-Goodman et al.,

1999). Carmichael (1992) a rapporté la mortalité d’animaux ayant consommé de 1’eau
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contenant de grands nombres (>106/ml) de cellules cyano- bactériennes. Les animaux
incapables de sélectionner leur nourriture comme les oiseaux et les pois- sons sont directement
affectés a la fois par les hépatotoxines et les neurotoxines (Kaebernick et Neilan, 2001). ont
rapporté une intoxication des oiseaux d’eau dans un lac au Dannemark suite a un fort
développement de I’espece Anabaena lemmermannii développant ainsi une neurotoxitose. Une
mortalité de flamants roses a été enregistrée au lac Bogoria a Kenya suite a une exposition a
des neurotoxines et des hépatotoxines de type microcystine (Krienitz et al., 2003).

Récemment, Nasri et al., (2008) ont rapporté la mortalité de deux espéeces de tortues Emys
orbicularis et Mauremys leprosa dans le lac Oubeira en Algérie suite a une efflorescence de
Microcystis spp (Figure 8). Les concentrations en microcystines les plus importantes ont été
détectées au niveau du foie représentant ainsi 87 a 98 % du total de microcystines détectés dans
les organes étudiés (visceres et chaire).

Figure 9 : Mortalité des tortues dans le lac Oubeira en Algérie suite & une
efflorescence de Microcystis spp. (Nasri et al., 2008).

11-3. Impact sur la flore

Les tissus végétaux peuvent étre contamines par les toxines intracellulaires si ces dernieres
sont degagées lors de la lyse des cellules cyanobactériennes (Codd et al., 1999). les plantes
aquatiques sont confrontées a I’exposition aux cyanotoxines. Il a été remarqué que 1’abondance

et la diversité des macrophytes connaissent une nette réduction en présence de blooms de
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Cyanobactéries. En 1986 Kirpenko a montré pour la premiére fois 1’inhibition de la croissance
des plantes aquatiques Elodea sp. et Lemna sp. par les toxines isolées a partir d’un bloom
naturel. Cette action allélopathique a été confirmée par Weiss et al. (2000). L’effet métabolique
des microcystines se manifeste aussi par un changement de 1’activité de I’ARNase et de 1’acide
phosphatase ainsi que par une réduction dans la teneur en chlorophylle (a+b) chez la plante
aquatique Spirodella oligorrhiza (Romanowska-Duda & Tarczynska, 2002). Plusieurs études
ont montré que la Microcystine-LR peut étre accumulée par d’autres macrophytes aquatiques
(Pflugmacher et al., 2001).

11-4. Impact sur le fonctionnement des écosystemes

Les effets de cyanobactéries et de leurs toxines sur le fonctionnement des écosystémes
mettent en jeu de nombreux processus. Le signe le plus visible de la prolifération des
cyanobactéries est la formation de « fleurs d'eau » visibles a I'eil nu (figure 2.9). Ces
proliférations ont des effets particulierement déléteres sur l'environnement physique et
chimique des masses d'cau, comprenant la diminution de la transparence de I'eau,
l'augmentation du pH et la diminution drastique de la concentration de I'oxygene en phase de
sénescence de la biomasse (Lindholm.1989). Les proliférations de cyanobactéries ont
également des impacts additionnels (en comparaison des microalgues eucaryotes) liés a la
biomasse, a la comestibilité des cellules et a la production de toxines (figure 9)

Figure 10 : efflorescence de cyanobactérie formant une " écume" a
la surface d'un plan d'eau avec des impacts direct sur la pénétration
de la lumiére dans la colonne d'eau
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11-5. Effets indirects des cyanobactéries toxiques sur le zooplancton

Indirectement, le zooplancton peut subir des perturbations associées a la présence des
cyanobactéries toxiques. Nous citerons deux exemples ayant trait aux autres compartiments
autotrophes du milieu. Les métabolites secondaires (toxines et autres substances) des
cyanobacté- ries sont connus pour avoir des propriétés algicides (Gilbert, 1994). Les
perturbations induites sur les communautés algales ont un effet sur le zooplancton qui
consommait ces algues (Lundstedt et Brett, 1991) Dans les zones littorales ou le zooplancton
peut étre abondant, les macrophytes ont un réle important sur I'habitat et I'alimentation de celui-
ci (par l'intermédiaire du périphyton Or, les cyanobactéries peuvent aussi inhiber la croissance
des macrophytes (Kirpenko, 1986) et pourraient provoquer ainsi la dégradation de I'habitat du

zooplancton.

La diversité des effets des cyanobactéries sur les zooplanctontes a des répercussions sur la
structure et la dynamique des communautés zooplanctoniques (Gilbert, 1990; Jarvis et al., 1987;
Kotak et al., 1996b). Une baisse de la quantité en zooplancton et/ou un changement dans les
communautés zooplanctoniques (par exemple, structure en taille des organismes, mode de nage
différent selon les populations sélectionnées...) pourrait provoquer un déficit ou un désequilibre
alimentaire pour les compartiments trophiques supérieurs (en particulier pour les alevins de
poissons dont les pre miers stades ont un régime alimentaire tres sélectif; Mayer et Wahl, 1997)
et augmenter leur stress, les rendant de ce fait plus sensibles aux toxines présentes dans le
milieu. Le zooplancton peur consommer des cyanobactéries toxiques, qu'il soit composé
d'organismes plutot détritivores comme les protozoaires (Cole et Wyne, 1974) ou les rotiferes
(Fulton et Paerl, 1987; Gulatiet al., 1993), ou a tendance herbivore comme les cla- doceres
(Demott, 1999) ou certains copépodes (Kumayer et Juttner, 1999). Quelques études récentes
ont mis en évidence des phénomenes d'accumulation de ces toxines dans les organismes
zooplanctoniques (Kotak et al., 1996b; Laurén-Maatta et al., 1995) ont montré expérimentale-
ment que les daphnies pouvaient accumuler jusqu'a 24,5 pg Fl de microcystine par gramme de
poids sec. Bien que cette dose ne repré sente pas une concentration létale pour le poisson, elle
révele que des phénomeénes de transfert de toxines existent au niveau du réseau trophique
(Tencalla et al., 1994). Le zooplancton est susceptible de dégrader les toxines
cyanobactériennes mais ce mécanisme de dégradation nécessite la synthése d'enzymes, c'est
donc aprés un certain laps de temps (quelques heures apres l'ingestion) que les toxines sont

dégradees (Thostrup et Christoffersen, 1999). Toutefois, il existe encore trop peu d'informations
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sur les effets chroniques de ces toxines sur les écosystemes (accumulation, toxicite), et certains
blooms cyanobactériens peuvent durer plusieurs mois (Feuillade, 1994; Humbert et al., 2000).
La filtration des petites formes de phytoplancton par les petits cladocéres et les rotiferes, en
sélectionnant les formes coloniales et filamenteuses des cyanobactéries, pourrait favoriser leur
dominance dans le milieu (Kirk et Gilbert, 1992). De plus, (Kumayer et Jittner, 1999) suggerent
qu'il peut exister des phénomeénes de coévolution biochimique entre le zooplancton brouteur et
les cyanobactéries toxiques. Ainsi, la présence de zooplancton sélectif vis-a-vis des toxines,
favori serait la production de celles-ci par les cyanobactéries du milieu (Demott et Moxter,
1991). Les cyanobacteéries toxiques présentent donc des systemes de défense efficaces contre le
zooplancton et « uti- lisent la pression de sélection de celui-ci pour éliminer indirecte- ment les

autres producteurs primaires (phytoplancton).
11-6. Impact des cyanobacteries sur les autres consommateurs

Lors d'une étude sur des mollusques pulmonés, (Zurawell et al. 1999) ont observé que, pour

trois espéces de gastéropodes (Lymnea stagnalis, Physa gyrina et Helisoma trivolvis), la
concentration en microcystine-LR (hépatotoxine) dans les tissus était corrélee a la concentration
en toxines presentes dans le phytoplancton mais pas a celle en toxines libres dans I'eau. Pour
les deux premieres espéces, une corrélation a, de plus, été observée avec lI'abondance relative
des Microcystis spp. Ces résultats montrent que les toxines présentes dans les tissus provien-
nent plutét de la consommation de nourriture contenant les microcystines (microalgues qui
peuvent accumuler les microcystines ou cyanobactéries elles-mémes) que de I'ingestion deau
contaminée par les toxines. Les auteurs de ces travaux ont aussi observé que des colonies non
digérées de Microcystis étaient présentes dans le tractus digestif des mollusques. D'autres
travaux ont montré que les microcystines pouvaient s'accumuler chez les moules d'eau douce
de type anodonte (Prepas et al., 1997; Eriksson et al., 1989) et chez deux especes de moules
marines, Mytilus edulis et Mytilus galloprorincialis (Amorim and Vasconcelos, 1999; Andrasi,
1985; Novaczek et al., 1991; Falconer et al., 1992; Watanabe et al., 1997; Williams et al., 1997)

L'ensemble de ces resultats montre que les mollusques peuvent potentiellement jouer un réle
important dans la transmission des toxines cyanobactériennes au travers des réseaux trophiques.
Les gastéropodes d'eau douce constituent en ettet une importante source de nourriture pour les
poissons smais également pour les crustacés, les amphibiens et les oiseaux. En ce qui concerne
I'nomme, (Amorim et Vasconcelos 1999) signalent que les mesures de surveillance des

mollusques issus d'eau saumatre doivent tenir compte du risque lié a la présence éventuelle
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d'hépatotoxines d'origine cyanobactérienne. Chez les crustaces, et plus particulierement chez
les écrevisses Pacifastacus leniusculus (Lira V et al., 1998) et Cherax quadricarinatus (Saker et
Eaglesham, 1999), il a été observé que les toxines cyanobactériennes s'accumulaient
principalement dans I'népatopancréas. Ces toxines proviennent de la consommation des cellules
cyanobactériennes mais aussi de l'ingestion directe de toxines libres dans I'eau. Comme les
écrevisses ne semblent pas sensibles a ces toxines, elles peuvent accu- muler ces métabolites er
constituer, de méme que les mollusques, une source de contamination importante pour les

échelons trophiques supérieurs.

11-7. Effets sur les poissons

il convient de ne pas oublier que les périodes de blooms provoquent également des
phénomeénes d'anoxie dans les milieux qui peuvent avoir des conséquences mortelles pour les
peuplements piscicoles. De nombreux articles ont décrit expérimentalement, les efets des
toxines cyanobactériennes et plus particuliérement des microcystines sur la truite et la carpe
(Kotak et al., 1996a; Carbis et al., 1996; Bury et al., 1997). Ces travaux ont montré que les
principaux organes touchés étaient le foie, les reins et les branchies. En revanche, peu de
publications traitent de I'impact en milieu naturel des toxines cyanobactériennes sur le poisson.
Des travaux ont cependant montré que les microcystines causaient des dommages au niveau de
I'épithélium branchial de populations sauvages de truites, Salmo trutta (Rodger e al., 1994) ainsi
que de brémes, Abramis brama, et de gardons, Rutilus rutilus (Eriksson et al., 1986). De plus,
une maladie hépatique (NPLD) a touché des saumons d'éle- vage sur les cOtes américaines et
canadiennes. Cette maladie est attri- buée a la présence de microcystines, méme si I'organisme
producteur n'a pas éte identifié (Anderson et al., 1993). Enfin, des mortalités de poissons ont
été attribuées a l'ingestion, par ces derniers, de cyanobactéries toxiques (Rodger et al., 1994;
Tencalla et al., 1994). Concernant les transferts dans les chaines trophiques, il a été montré que
les microcystines s'accumulent principalement dans le foie des poissons (Sahin et al., 1996;
Tencalla and Dietrich, 1997). La consommation de cet organe peut donc potentiellement
présenter un risque lors de blooms cyanobactériens mais aucun travail n'a jusqu'a présent tenté

d'évaluer ce riscque.
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11-8. impact des cyanobactéries sur les vertébrés terrestres

les petits et grands mammiferes sont susceptibles de se trouver en contact avec des
cyanobactéries toxiques lorsqu ils fréquentent des plans d'eau pour se désaltérer. Un nombre
important de cas d'empoisonnement est maintenant rapporté dans la littérature concernant les
ovins et surtout les bovins. C'est ainsi qu'en Australie, des intoxications sont signalées chez
I'nomme et les animaux depuis le XIX siécle (Francis, 1878; Hayman, 1992). Par la suite,
d'autres cas ont été décrits concernant les moutons et les vaches par (Mulhearn, 1959),
(McBarron et May, 1966), (McBarron et al, 1975) et plus récemment par (Carbis et al, 1995) et
(Thomas t al, 1998). Lespece la plus souvent impliquée dans ces incidents est la cyanobactérie
tropicale Cylindraspermopsis raciborski. Aux USA, de nombreux exemples bien documentés

relatent des empoisonnements du bétail dus aux cyanobactéries (Galey et al., 1987; Kerr t a.,
1987; Short and Edwards, 1990; Fitzgerald and Poppenga, 1993; Frazier et al., 1998). Dans de

nombreux cas, Mirostis aeruginosa était lespéce asocice a ces incidents. Enfin, il convient de

signaler que d'autres pays tels que I'Afrique du Sud (Van Halderen et al. , 1995), le Canada
(Gorham, 1960) et la Suisse (Mez et al., 1997) ont connu de tels événements. Dans ce dernier
cas, la mort de plus 100 vaches présentant principalement des symptomes de toxicité hépatique
et plus rarement de neurotoxicité, a été reportée en 20 ans dans différents sites du sud-ouest des
Alpes suisses. Si la plupart des cas d'intoxication rapportés dans la littérature concernent les
animaux domestiques, dont la mort fait I'objet d investigations en raison des conséquences
économiques induites par ces décés, certains d'entre eux se rapportent cependant a la faune
sauvage a l'exemple du travail de (Soll and Williams, 1985) qui relatent des mortalités de
rhinocéros blancs pouvant probablement étre attribuces aux cyanobactéries. De plus, des
intoxications d'oiseaux (Steyn, 1945; Brandenberg et Shigley, 1947; Dillenberg et Dehnel,

1960; Jackson et al., 1986) ainsi que de singes (Tustin et al., 1973) ont aussi été signalées.
I11. Méthodes de détection des cyanotoxines

Nous allons détailler les méthodes biologiques (test souris, ELISA, inhibition des

phosphatases), les Méthodes bioanalytiques puis les méthodes physico-chimiques.
I11-1. Méthodes biologiques

Les tests biologiques sur animaux sont insuffisamment sensibles. Le test souris est le

seul test reconnu a 1’échelle internationale permettant de fournir une premiere information sur
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la présence de toxines dans 1’eau de boisson. L’observation des symptomes chez 1’animal
intoxique permet parfois de déterminer le type de toxines (Falconer, 1993). Cependant, ce test
n’est pas quantitatif et de moins en moins utilisable pour des raisons d’éthiques (Lahti et al.,

1996).

Le test souris a été introduit le premier (Gorham, 1964). 1l reste la référence en matiére
de détection de la toxicité. Il permet de détecter la toxicité d’un échantillon d’eau ou de
cyanobactéries ou la toxicité d’une substance purifiée. Un lysat de cellules supposées toxiques
ou du produit isolé par analyse est injecté a des souris de laboratoire de 20 a 25 g par voie
intrapéritonale. Les symptomes caractéristiques de I’intoxication sont observés pendant 4
heures maximum. Une atteinte du systéme nerveux se traduisant essentiellement par un
blocage de la respiration est imputable a une neurotoxine. La mort intervient rapidement en
moins de 30 minutes (Mahmoud & Carmichael, 1987). Une atteinte du foie se traduisant par
une augmentation de plus de 50 % de son poids et par une hémorragie. La mort intervient 1 a
3 heures apres I’injection et les symptomes observables au bout de 20 minutes comprennent la

réduction de I’activité, une érection des poils et une péleur des yeux et des oreilles (Lovell et

al., 1989).

On définit des DL50 ou des DL100, exprimées en pg ou mg de toxine ou d’algue par Kg
de la masse corporelle de I’animal. Lorsqu’une efflorescence présente une DL50 supérieure a
1000 pg de cyanobactéries seches / Kg de souris et qu’elle n’induit pas de mortalité chez la

souris au bout de 24 heures (Hermansky et al., 1990), elle est considérée comme non toxique.

C’est le test le plus apte a estimer la toxicité d’une substance vis a vis de I’homme.
Mais il est peu sensible et ne permet pas de distinguer les homologues des différentes toxines.
D’autre part, la toxicité de certains composés est supérieure par injection par voie

intrapéritonale a la toxicité par ingestion par voie orale (Carmichael & Gorham, 1978a).

Des tests de toxicité pour la détection des cyanotoxines ont été développés avec des
organismes de la faune aquatique et du zooplancton. Ces tests sont techniquement plus
abordables que celui de la souris. Dans le test Daphnie, des Daphnies (Daphnia magna Strauss)
(Klapes, 1990) sont mises en présence de différentes concentrations de toxine ou
d’extraits de cyanobactéries. Le comptage des survivants au bout de 14 heures permet
d’estimer une DL50, définie comme la concentration en toxine dans le milieu qui produit 50 %

de mortalité. Appliqué a des extraits de Microcystis et a une toxine de masse avoisinant 950
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daltons purifiée a partir de ces extraits. Ce test montre une DL50 de 0,1 mg/l pour la toxine
(Penaloza et al., 1990).

Un autre test a été développé avec les larves d’une petite crevette, Artemia salina
(Kiviranta et al., 1991 ; Lahti et al., 1996). Les larves sont incubées avec les toxines ou les
échantillons de cyanobactéries pendant 24 heures. La toxicité est déterminée par le

pourcentage de larves mortes apres cette période.

Le systeme Microtox, basé sur la luminescence de Photobacterium phosphoreum, a

été utilisé pour tester la toxicité d’efflorescences de cyanobactéries (Lawton et al., 1990).

Par ailleurs, certains auteurs ont montrés que la toxicité in vitro sur les cellules peut
étre corrélée de maniére satisfaisante aux expériences sur les animaux (Aune & Berg, 1986),
si bien que les cellules pourraient étre utilisées, au lieu des animaux, pour tester la toxicité de
cyanobactéries ou de composés isolés. Cependant, certains effets hépatiques de la
microcystine-LR in vivo, tels que I’inhibition de la respiration, la formation de mitochondries
hydropiques ou la modification des filaments intermédiaires associés a la membrane

plasmique n’ont pas pu étre reproduits in vitro (Miura et al., 1989).

Les hépatocytes, cibles privilégées des microcystines, ont été utilisés pour tester la
toxicité d’hépatotoxines purifiées a partir de cyanobactéries. Les changements
morphologiques des hépatocytes mis en présence de microcystines sont observés au
microscope a contraste de phase ou au microscope électronique a balayage. Des boursouflures
apparaissent sur des hépatocytes primaires de rat en 5 minutes avec des concentrations en
hépatotoxine de 0.05 a 1 mg /I (1 mg/l de microcystine-LR) (Eriksson et al., 1989a ; Eriksson
et al., 1990) et 0.1 mg/l de microcystine-YM (Runnegar et al., 1991). Ainsi, les EC50 pour la
déformation des hépatocytes 20 minutes apres la mise en incubation sont de 60 mg/l et 1500
mg/l pour la microcystine-LR et la dha7-microcystine-RR, respectivement (Eriksson et
al.,1990), alors que les DL50 par le test souris sont de 50 et 180 mg/kg, d’ou une plus faible

réactivité de la seconde toxine sur les hépatocytes isolés.

Pour atteindre le foie, les microcystines doivent passer du contenu de l’intestin gréle
vers les transporteurs sanguins qui véhiculent les peptides directement dans les lobules du

foie. Le passage se fait grace aux entérocytes présents sur l’intestin gréle. L’effet de la
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microcystine-YM a été étudié sur des entérocytes de poussin (Falconer et al., 1992c). Deux

heures apres 1’addition de toxine, les entérocytes se déforment et meurent.

Des tests de toxicité sur des fibroblastes de cellules pulmonaires de hamster de la
lignée V79 ont été également utilisés pour tester la toxicité d’extraits bruts de Cyanobactéries
et de toxines purifiées a partir de Microcystis aeruginosa PCC 7820 (Codd et al. , 1989b). En
se basant sur le pouvoir de blocage des canaux sodiques par les saxitoxines, il a été possible
de détecter la présence de celles-ci sur la lignée cellulaire de neuroblastomes de souris
(Neuro-2A)  (Jochimsen et al, 1998). Ce test de cytotoxicité  est
actuellment disponible sous forme d’un kit sur plagues 96 puits et permet la détection des PSP
dans les produits de mer (Jellet et al., 1998).

L’emploi de nombreuses autres cellules a été envisagé. Des cellules d’épiderme
humain carcimona KB, considérées comme un indicateur fiable de cytotoxicité générale, ont
permis d’évaluer la toxicité d’un grand nombre de Cyanobactéries (Patterson et al., 1991) par
observation visuelle aprés 2 a 3 jours d’incubation. La toxicité d’extraits de Microcystis
aeruginosa a également été étudiée sur des cellules lignées cellulaires de poumon humain, de
cerveau humain (HeLa), d’ovaire de hamster (CHO-K1) et de rein de singe (Grabow et al.,
1982). Ces cellules réagissent de la méme maniere que les cellules hépatique par une rupture
rapide de la membrane cellulaire (Grabow et al., 1982) ou libération de LDH pour la lignée
HeLa (Henning et al.,1992b).

I11-2. Méthodes bioanalytiques

Plusieurs méthodes biologiques peuvent étre envisagées, basées sur la potentielle bioactivité
des toxines, telles I'hépatotoxicité, la neuro- toxicité, la cytotoxicité, I'activité enzymatique et
les interactions mmunologiques. Etant donné la diversité des toxines produites par les souches
environnementales, des méthodes permettant d'accéder rapidement et facilement a une
concentration totale en toxines appar- tenant a un méme groupe ou ayant le méme mode d'action
sont bien adaptées au suivi des blooms sur le terrain. La difficulté réside en une validation de

ces méthodes en raison du manque de standards.
I11-2-1. immunoessais (tests ELISA)

Ces tests sont basés sur une reconnaissance antigéne-anticorps, I' anti- gene étant la ou les

molécules a détecter. Ces dix dernieres années, les tests ELISA se sont largement développés
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pour la détermination de polluants dans I'environnement et, particulierement, pour lI'analyse
semiquantitative de familles de pesticides telles les phénylurées et les triazines (Hennion and
Barcelo, 1998).

v Microcystines et nodularine

Les microcystines ont des structures trés proches et il est relativement facile d'obtenir des
anticorps. Plusieurs tests ELISA a compétition directe ont éré décrits, mettant en ceuvre des
anticorps polyclonaux anti-Mcyst-LR (Chu et al., 1989, 1990; Carmichael, 1994 ; Mc Dermott
et al., 1995). Ces tests présentent une CI50 (concentration en toxine pour laquelle I'absorbance
est égale a 50 % de I'absorbance du blanc) de I a 3 pg/l pour Mcyst-LR et un domaine de linéarité
com- pris entre 0,5 et 5-10 microgrammes par litre. Le test de laboratoire le plus sensible est un
test indirect obtenu a partir d 'un anticorps monoclonal anti-Mcyst-LR avec une Clso de 0,125
pg/l et un domaine de linéarité compris entre 0,05 et 0,5 pg/l (Nagata et al., 1995; Ueno et al.,
19964a,b).

Les anticorps reconnaissent de fagon variable les autres microcystines. Un des tests
possede une bonne réactivité croisée avec certaines microcystines toxiques, Mcyst-LR, -RR, -
YR, et la nodularine, mais a peu d'aftinité pour Mcyst-LY et -LA qui sont pourtant toxiques
(Chu et a., 1989). Un autre test réagit avec une quinzaine de microcystines, avec une sensibilité
variable. Il ne reconnait pas les microcystines ou le fragment Adda est déméthylé (An and«
Carmichael, 1994). Le test le plus sensible posséde une bonne réactivité croisée avec quatre
microcystines et reconnait tres peu les variantes pour lesquelles la double liai- son du carbone
6 de Adda est Z au lieu de E (Nagata et al., 1995). Deux kits ELISA sont actuellement
commercialisés: T'un utilise les anticorps polyclonaux développés par Chu et al. (1990) et
l'autre les anticorps monoclonaux développés par Nagata ef al. (1995). Les per formances du
premier d'entre eux ont été évaluées par Rivasseau et al,1999a) avec des échantillons réels d'eau
de surface et des extraits d'algues. De bonnes répétabilité et reproductibilité des mesures (deux
a cing reépliquats par kit, trois kits testés, coefficient de variation inférieur a 10 %) ont été
obtenues. Aucun faux négatif n'a eté détecté. Les limites de detection déterminées avec de I'eau
ultra-pure sont de 0,05 microgramme par litre. Un effet de matrice a été observé avec les eaux
potables et de surface aux faibles concentrations en toxines, ce qui se traduit par une détection
limite dans ces eaux comprise entre 0,10 et 0,15 pg/l et un risque de faux positifs dans ces
gammes de concentration. Les limites de quantification dans les eaux de surface et les eaux

potables sont de 0,2 microgramme par litre. Une étape simple d'enrichisement sur cartouche
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remplie de silice greffée C18 est alors recommandée pour éviter le risque de faux positifs.
L'enrichissement avec une phase immunosélective permet de s'affranchir des effets de matrices
des échantillons (Rivasseau and Hennion, 1999). De bonnes corrélations ont été observées entre
des mesures par ELISA et des mesures obtenues par enrichissement suivi de détermination par
CPL pour des eaux potables et de surface dopées. Avec les extraits d'algues, la réactivité croisee
avec d autres variantes a ete mise en evidence par analyse des extraits par CPL-SM, mais la
réactivité croisée n'a pas été evaluée avec les diverses variantes par manque de standards.
L'utilisa- tion des tests ELISA pour le suivi d'un site est tout a fait envisageable. Elle nécessite
de valider la méthode, c'est-a-dire de connaitre la pro duction des variantes toxiques de
microcystines par la souche toxique prédominante du site, la composition en pourcentage des

variantes, et de mesurer la réactivité croisée du test avec les variantes individuellement.

v" Neurotoxines

Un test ELISA a été décrit pour l'analyse de l'anatoxine-a mais n'est pas commercialise.
Les structures des saxitoxines et de ses dérivés sont trop différentes pour obtenir un anticorps
capable de reconnaitre le groupe. Des anticorps polyclonaux et monoclonaux anti-saxitoxine
ont été produits et aucun n'a montré une réactivité croisée suffisante avec la néosaxitoxine, pour
tant de toxicité similaire, ni avec les autres variantes. Il existe un kit commercial utilisant un
anticorps anti-saxitoxine mais son utilisation est réduite puisque plusieurs souches produisent

peu de saxitoxine.

111-2-2. Tests d'inhibition enzymatique

Puisque les hépatotoxines agissent sur certaines protéines (sérine/thréonine) phosphatases de
type 1 et 2A (PP- et PP-2A) (Mackintosh et al., 1990) des méthodes enzymatiques basées sur
I’inhibition de I’activité de ces PP ont été envisagées , d’autant plus que ces enzymes sont tres
sensibles 0,1 pg/1 pour Mcyst-LR. Les premiers tests ont été radiochimiques (Lambert et al.,

1994) mais par la suite les tests colorimeétriques ont été développés.

Simon & Vernoux en 1994 ainsi que An & Carmichael en 1994 furent les premiers a décrire un
test colorimétrique basé sur la transformation d’un substrat incolore, le pnitrophényl-
phosphatase, en un produit jaune, le p-nitrophényl par action de la protéine phosphatase.
Lorsque I'enzyme se trouve en présence d’un inhibiteur, elle déphosphoryle moins de substrat

et la coloration est moins intense. L'intensité de la coloration est relié¢ a la concentration
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inhibitrice en toxine et est évaluée en mesurant l'absorbance a 405 nm a laide d'un
spectrophotometre (Tubaro et al., 1996). Des substrats fluorescents ont été utilisés dans le but
d'améliorer la sensibilité du test d'inhibition de PP2A, permettant ainsi la détection de quantité

tres faible en microcystines qui peut etre I'ordre du pico-gramme (Fontal et al., 1999).

Le test développé par An & Carmichael en 1994 utilise une protéine recombinante de type PP-
1 exprimée chez E. Coli. La CL50 obtenue pour Mcyst-LR lorsque le test contient 2,5 ou 5
pg/ml de PP-I est de 0,25 g/l et la réponse est linéaire pour une gamme de concentration variant
entre 1 et 25 pg/l, soit entre 0,05 et un nanomolaire. Six autres microcystines et deux nodulaires
ont été testées, montrant des résultats en accord avec ceux obtenus par le test souris, les
variantes non toxiques ne donnant pas de réponse alors que les toxiques inhibent I'enzyme a des
concentrations trés faibles. Le seul inconvénient de ce test provient de la difficulté de se
procurer I'enzyme. Takai et al. en 1995 montrent qu’il y a une forte corrélation entre les
MCYST, PP1 et PP2A.

Tubaro et al. en 1996 ont mis au point un test pour la mesure de I'acide okadaique en utilisant
une enzyme commerciale de type PP-2A purifiée a partir d'hématies humaines. Ce test a été
adapté a I'analyse des microcystines (Rivasseau et al., 1999b). Le test utilise les microplaques
96 puits permettant I'analyse simultanée de nombreux échantillons en moins d'une heure. Il a
été mis au point avec deux milieux réactionnels différents, le premier permettant d'estimer la
concentration en microcystines dans une gamme 0,4-10 pg/l le second d'affiner la
détermination dans une gamme 0,2-0,8 pug/l, compte tenu des dilutions a effectuer lors de la

mise en ceuvre du test.

Ces deux testes ont donné de bons résultats pour les eaux potable mais des effets de matrice,
sont observés dans certaines eaux de surface a des concentrations tres faibles, si bien que l'on
peut observer de faux positifs. Bien que la limite de détection du second test optimisé soit de
0,1 pg/1, une procédure d'enrichissement est recommandée pour la mesure de concentrations

inférieures a 0,2 microgramme par litre.

Ce test a fait 1'objet d’une procédure de validation en utilisant des cultures de cyanobactéries
(in vitro) et des échantillons environnementaux issus des campagnes de prélevement du
programme national Efflocya (in vivo) subventionné par le ministere de I'Environnement. Les
cultures de cyanobactéries nous ont permis de purifier quelques variantes dont nous ne

possédons pas les standards. Apres identifications par CPL-SM et spectrométrie de masse
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MALDI-TOF en mode CID-PSD, plusieurs variantes de microcystines ont été isolees et

purifiées afin d'évaluer leur réponse au test d'inhibition enzymatique.

L'association d'une pré concentration basée sur une reconnaissance structurale par immuno-
éxtraction et de ce test basé sur le mode de toxicité semble un bon compromis, d'autant plus
que les effets de matrice éventuels sont supprimés par la pré concentration (Rivasseau et al.,
1999b). Ceci requiert cependant d'appliquer la méme procédure de validation a lI'immuno-
excractant, ce qui est en cours. Actuellement, I'association du test ELISA et de ce test est la

procédure de suivi de terrain recommandée par Carmichael en 1997.

111-2-3. Test cellulaire sur neuroblastomes

Le test sur neuroblastomes permet de détecter les substances modulatrices de I'activité des
canaux sodiques dépendant du potentiel de membrane. 1l permet la détection des neurotoxines
de la famille des saxitoxines qui agissent en bloquant les canaux sodiques, empéchant ainsi
I'entrée du sodium. Le test repose sur la variation de viabilité des cellules d'une lignée
cancéreuse de neuroblastomes de souris. La mort cellulaire est engendrée par I'action conjuguée
de la vératridine, a I'origine du flux entrant de sodium au niveau des canaux sodiques, et de la
ouabaine qui potentialise les effets de la vératridine par inhibi tion des pompes Na/K/ATPase.
L'augmentation de la pression osmo tique du milieu intracellulaire est a I'origine du gonflement
et de la lyse des cellules. Selon la nature er la concentration des variantes des saxitoxines, on
assiste a une augmentation de la viabilité des cellules. Le test a d'abord été qualitatif, ne
considérant que l'altération morphologique des cellules. Les premiéres mesures guantitatives

ont été obtenues en utilisant un colorant, le cristal violet (Jellet et al., 1998).

L'utilisation du MTT (bromure de 3-4,5-dimé- thylthiazol-2-yl) 2,5diphényltétrazolium) ou
du rouge neutre a per- mis d'augmenter sa sensibilit¢ (Manger et al., 1994; Gallacher et
Birkbeck, 1992). Une courbe étalon tracée a l'aide de la saxitoxine relie proportionnellement la
survie cellulaire a une toxicité globale due a la présence de neurotoxines dans I'échantillon. Ce
test a eté evalué et optimisé au laboratoire de cryptogamie du MNHN par Testé and Briand avec
des échantillons provenant de la culture d'Anabaena circimalts. Les résultats cofirment son
potentiel pour le monitoring des neurotoxines de type saxitoxine et dérivés, mais il doit faire
aupara vant l'objet d une procédure de validation, ce qui suppose de préparer les standards

manquants, les toxines de type C entre autres.
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I11-3. Analyse par les méthodes chromatographiques

Les méthodes chromatographiques sont incontournables pour la séparation des toxines
dans un extrait naturel. Leur application aux microcystines et nodularines dans des buts
analytiques et préparatits a été revue par Meriluoto (1997). La chromatographie sur couche
mince fut la premiere employée mais reste qualitative, Surtout quand on ne dis pose pas des
standards (Harada, 1996). La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est peu adaptée a
I'analyse des microcystines non volatiles et nécessite des réactions de dérivation pour les autres
toxines. Cependant, son couplage aisé avec la spectrométrie de masse en fait un outil
performant. L'analyse par chromatographie en phase liquide est de loin la méthode
prédominante, surtout a | heure actuelle ou le couplage avec la spectrométrie de masse devient
accessible a de nombreux laboratoires pour des analyses de routine. Lélectrophorese capillaire
couplée a la détection UVa barrette de diodes ou a la spectrométrie de masse a été appliquée a
I'analyse des microcystines et des saxitoxines (Pleasance et al., 1992; Locke and Thibault, 1994;
Bateman et al., 1995; Bouaicha et al., 1996;0nyewuenyi and Hawkins, 1996; Siren et a., 1999)
ont montré que I'électrophoréese capillaire couplée a la spectrométrie de masse en tandem
permettait didentifier les isomeéres de position des microcystines plus facilement que la CPL.
Cependant, malgré ses bonnes performances et son poten tiel, il faut noter que cette méthode
reste encore au stade du dévelop- pement pour I'analyse des toxines, en comparaison avec les
techniques de CPL.

v' Chromatographie en phase gazeuse :

Les microcystines sont des composés peu volatils, impossibles a analyser directement par CPG.
Pour les analyser ainsi, il faut au préalable les fragmenter. Lacide obtenu (MMPP ou acide 2-
méthyl-3-méthoxy-4- phénylbutyrique) provient de l'oxydation du fragment Adda commun a
toutes les microcystines et nodularines; il peut Etre analyse ensuite par CPG avec détection par
ionisation de flamme (Sano ed al., 1992). La réaction d'oxydation fut ensuite optimisée en
utilisant 1 ozone, ce qui eut lavantage d'étre plus rapide et de pouvoir supprimer les étapes
d'élimination des reactifs en exces et de puritication nécessaires dans les études préecédentes
(Harada et al., 1996). Avec une analyse par CPG suivie d'une détection par spectrométrie de
masse en mode SIM (Single ion monitoring) apres ionisation par impact électronique, le
contenu global en toxines est déterminé jusqu'a des quantités de I'ordre du nanogramme en 30

minutes. C est une méthode de surveillance qui ne permet pas de dittérencier les variantes.

33



Plusieurs blooms furent analysés par cette méthode et les résultats se montrerent en bon accord

avec ceux donnés par la CPL.

L'anatoxine-a ne peut pas étre analysée par CPG sans étre dérivée. ( Ross et al. 1989) ont
comparé l'efficacité de quelques agents de dérivation et ont montré la supériorité de I'utilisation
du 1-butyldiméthylsilyl, notamment pour la fragmentation abondante qui a lieu lorsque la
détection est réalisée par spectrométrie de masse. La limite de détec- tion est de 0,5
nanogramme. Aprés dérivation sous forme dacétylanatoxine-a, (Himberg et al ,1989) a
contirmé la présence de cette neurotoxine dans des blooms finlandais en couplant la GC a la
détection par spec trométrie de masse en tandem avec une limite de détection non chitfrée, mais
bien en dessous de 0,1 nanogramme. Bruno t al. (1994) ont également confirmé la présence de

cette méme neurotoxine par GC-MS apres dérivation avec le

bromure de pentafluorobenzyl. BumkeVogt et al. (1996) ont utilisé la méme procédure de

dérivation mais avec une simple détection par capture d'électrons.
v Chromatographie en phase liquide :

Microcystines Du fait de I'nydrophobie de ces toxines, quel que soit leur état d'ionisation, la
plupart des analyses sont réalisées par CPL a polarité de phases inversée et, le plus souvent,
avec une silice grettée Gj8 comme phase stationnaire et un mélange cauacétonitrile comme
phase mobile. Il est recommandé d'ajuster la phase mobile a des pH acides (ajout de 0,05 % de
TEA par exemple) pour éviter des trainées des pics, dues a l'ionisation des groupements silanol
résiduels de la silice C18 qui interagissent a des pH supérieurs avec les groupements aminés
des microcystines. Un gradient entre 30 % et 80 % d'acétonitrile permet déluer les microcystines
dont les polarités sont tres ditférentes. En raison de leurs propriétés acidobasiques, la
chromatographie d'échange d ions peut aussi étre mise en azuvre, mais elle présente I
inconvenient d'étre limitée a la séparation des composés ionisés (Gathercole and Thiel, 1987).
Une colonne ISRP (Internal surface reverse phase) qui combine séparation par polarité de
phases inversée et separation par Cxclusion sterique a egalement éte employée (Meriluoto et
al., 1990). Elle est adaptée a l'analyse d'échantillons riches en protéines puisejue tous les
composés de masse supérieure a 5 000 sont exclus. Les séparations sont suivies le plus
fréeqguemment d'une détection UV car la majeure partie des microcystines possede un spectre
UV similaire avec un maximum a 238 nanométres. Seules les variantes contenant les acides

aminés tryptophane et tyrosine présentent respectivement un maximum a 225 nm et 252
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nanometres. Ainsi, | emploi d 'un détecteur UV a barrete de diodes permet d'enregistrer les
spectres d'absorbance et, par comparaison avec ceux des standards, de déterminer la présence
éventuelle d'autres variantes. Cependant, I'identification n'est pas com- plete si I'on ne posséde
pas les variantes individuellement. La limite de détection avec les équipements classiques est
de I'ordre de quelques ng (Lawton et al, 1994). Etant donné la faible disponibilité des standards,
il s'est avéré intéressant de développer la micro-CPL Sur colonne de 0,5 mm ou de 1 mm de
diameétre interne. En utilisant un détecteur UV a barrette de diodes équipé d'une cellule en forme
de U de volume égal a 160 nl, les pics obtenus par injection de 1 pl d'une solution de micro-
cystines a 5 ppm sur colonne de 25 cmxl mm sont de méme hauteur que ceux que ceux obtenu
en injectant 20 jl de la méme solution sur une colonne de 25 cm x 4,6 mm reliée a détecteur UV
a barrette de diodes classique (Rivasseau ed al., 1996). Lavantage de la micro-CPL est

également son couplage aise avec la spectrométrie de masse.

Pour accroitre la sensibilité, les microcystines peuvent étre dérivées avec de la ninhydrine ou
de la fluorescamine et détectées par fluorescence. Le marquage se fait sur les fonctions amines
du résidu arginine, ce qui limite la détection aux variantes le possécdant. Si I'on ne s'intéresse
gu au contenu global en microcystine, on peut les oxyder en MMPP (acide 2-méthyl-j-méthoxy-
4-phénylbutyrique) et les faire réagir avec un marqueur luorescent tel que le 2(2,3-
naphtalimino)éthyl trifluoroéthanesulfonate avant l'analyse par CPL (Sano t al., 1992). Les
limites de détection atteignent alors le pico gramme. Une publication récente décrit la possibilité
de détecter sélectivement les variantes comportant les groupes arginine et tyro sine par détection

électrochimique (Meriluoto et al., 1998).

La détection par spectrométrie de masse nécessite des interfaces appropriées. Les premiéres
développées pour coupler la CPL er la SM employaient un thermospray ou un faisceau de
particules. Le premier couplage appliqué avec succes aux microcystines utilisait une interface
permettant I'ionisation par bombardement d'atomes rapides (FAB), ce qui necessite de I'assilster
par une matrice. | taut donc soit incorporer la matrice a la phase mobile, mais cela attecte la
séparation chromatographique a cause des changements de polarité et de viscosité de la phase
mobile, soit introduire la matrice coaxialement dans la source dions du spectrometre. Cette
technique induit un élargissement des pics chromatographiques. Elle fut appliquée a
I'identification des microcystines standard et a celles contenues dans un bloom naturel. Elle
fournit I'ion moléculaire [M*™ H}" et des fragmentations caracté- ristiques dont celle a m/z 135

issue de la rupture de la liaison en d du groupe méthoxy du résidu Adda (Kondo ef al., 1992).
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Cependant, sa sensibilité est faible et des quantités de I"ordre du microgramme sont nécessaires
pour l'enregistrement d'un spectre. La sensibilité fut grandement améliorée, au niveau du

nanogramme, en utilisant une colonne de diameétre 0,3 mm (Kondo et al., 1995).

Le développement de I'ionisation & pression atmosphérique (IPA) par électrospray (ES) ou
ionspray (IS) s' est révélé extrémement efficace pour T'analyse de composés thermolabiles tels

que les peptides ou protéines.

Poon et al. (1993) utiliserent la micro-CPL avec une colonne de silice greftée C18 de un
millimeétre de diameétre interne éluée par un gradient d'eau et d'acétonitrile acidifiés par 0,1 %
dacide acétique a un débit de 45 pl min, Un diviseur de débit envoie une infime partie (3,5 pl
min') dans I'élecerospray. La méthode fut appliquée a I'identi- fication par la masse molaire (ion
[M*H)") de plusieurs microcystines, de la nodularine, de l'anatoxine-a et de la saxitoxine.
Quand les standards sont disponibles, I'identification a lieu par le temps de rétention, le spectre
UV et le spectre de masse. Pour les toxines inconnues, seule la masse molaire guide. Edwards
et al. (1993) ont employé le couplage micro-CPL-1S-SM qui tonctionne selon un principe simi-
laire a celui de I'ES. Avec les deux techniques, une fois les composés identifiés, la sensibilité
peut étre accrue en utilisant le mode SIM. 11 suffit de quelques nanogrammes de toxines pour
obrenir des données qualitatives et quantitatives. Le potentiel de la SM en tandem permet de
tragmenter les microcystines. Le premier tiltre de masse permet de sélectionner un ion
particulier, qui subit une fragmentation générée par collision induite avant d'étre analysé par le
second filtre de masse. (Bateman et al. 1995) ont ainsi identifié des nouvelles variantes de
microcystines dans la souche M. aeruginosa PCC 7820. (Edwards et al., 1993) ont observé que
certaines microcystines perdaient un fragment caractéristique de masse 135 correspondant a la
perte du fragment CGHs-CH,-CHOCH, du résidu Adda, l'ion pseudomoléculaire cor-
respondant au peptide restant étant observé pour une valeur de m/z égale a (M*1)-134. Cette
fragmentation caractéristique put étre obtenue par simple couplage ES-SM, ce qui présente
I'avantage d'utiliser du matériel moins colteux et plus simple d'emploi. Avec | ES, I'ionisation
a lieu dans une zone située a la pression atmosphérique ou I'éluant issu de la CPL est porté a
une tension de 2 a 4 kV, formant alors un brouillard de fines gouttelettes chargées qui migrent
jusqu a un capil- laire avant d'atteindre le premier étage de pompage du spectromeétre via un
cone permettant la focalisation des ions formés. En jouant sur la tension appliquée entre le
capillaire et le cone, des décompositions par collisions induites peuvent étre générées, ce qui

permet de tragmenter partiellement les microcystines. A bas porentiel, de I'ordre de 50 V, seule
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linformation moléculaire est obtenue avec lion [M*H] mais, en imposant un potentiel de 150
V, Rivasseau (1998) a montré que de nombreuses microcystines se fragmentaient en perdant
I'ion caractéristique de masse 135. Ceci a permis de mettre au point une stratégie analytique qui
tient compte de limpossibilité actuelle de disposer des standards des micro- cystines et qui
permet leur détection rapide en utilisant la micro-CPL suivie d'une détection UV a barrette de
diodes et dune détection par ES- SM. Lexemple donné dans la figure 6 correspond a I'analyse
d'un extrait de cellules obtenu par culture d'une souche axénique (Robillot ef al., 2000). Les
renseignements fournis par les spectres UV et les spectres de masse ont permis de caractériser

10 microcystines différentes.
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CONCLUSION

Les dangers engendrés par les cyanobactéries pour les animaux domestiques et sauvages et pour
la santé humaine sont maintenant bien documentés dans la littérature scientifique. Les
principales voies d'exposition sont par ingestion et par contact, via les eaux récréatives ou les
eaux distribuées. Mais il ne faut négliger I'autre voie moins étudiée qu'est I'inhalation lors de
sports nautiques par exemple. La toxicité aigué englobe les cas d'empoisonnement, de gastro-
entérites, d'irritation cutanée, c'est-a-dire tout trouble ponctuel lié a la présence de
cyanobactéries. En marge de ce type de toxicité, la toxicité chronique liée au caractére de
promoteur de tumeur des hépatotoxines est également trés inquiétante. La consommation
répétée de faibles doses d'hépatotoxines pourrait engendrer des cancers, ces etudes montrent
bien la nécessité d'une prise de conscience par les services sanitaires des dangers induits par les
cyanobactéries pour la santé publique. Il est important d'effectuer une surveillance des
communautés phytoplanctoniques dans les eaux récréatives et dans les réservoirs destinés a

I'alimentation en eau potable afin de protéger les utilisateurs et consommateurs.
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