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FICHE DOCUMENTAIRE

Résumé :

L’hypotheése de la toxinogénése bactérienne autonome dans le cadre des efflorescences marines
toxiques de type DSP a été examinée. 18 souches bactériennes isolées a partir de culture de
Prorocentrum lima et 12 souches obtenues a partir de prélévements dans le milieu marin de
Dinophysis sacculus (Baie de Vilaine) et de D. acuminata (Concarneau) ont été cultivées en milieu
liquide, milieu de Shiba, pauvre en phosphore inorganique. La nouvelle espéce de bactérie
présumée toxique, Roseobacter algicola, isolée préalablement & partir de P. lima, au laboratoire
"Phycotoxines et Nuisances", a également été testée.

Aprés extraction méthanolique et prépurification sur cartouches de silice, les résidus ont été
estérifiés par le 9-antryldiazométhane afin d’étre dosés par chromatographie liquide a haute
performance (CLHP) avec détection fluorimétrique. Aucune trace d’esters anthracénes d’AO ou de
DTX-1 n’a été détectée dans les extraits de cultures bactériennes. Par contre un contaminant dont
le pic d’élution était superposé a celui du standard d’AO était présent dans tous nos échantillons.
Ce composé, non toxique, que 1’on retrouvait chez les bactéries témoins Roseobacter litoralis et R.
denitrificans, était détecté en quantité importante dans les extraits de R. algicola.

L’absence des polyethers toxiques de type DSP dans les cultures de R. algicola a été vérifiée par
les analyses en LC/MS effectuée par le Dr. Quilliam du Conseil National de Recherches du
Canada.

Abstract :

We investigated the hypothesis of DSP autonomous bacterial toxigenesis during harmful algal
blooms. 18 stains of bacteria isolated from cultures of Prorocentrum lima and 12 strains isolated
from samples of Dinophysis sacculus (Vilaine bay) and D. acuminata (Concarneau) were grown in
Shiba liquid medium, under phosphorus-limited conditions. The new species of bacterium, the
putatively~toxic Roseobacter algicola, previously isolated from P. lima in the laboratory
"Phycotoxins and Harmful Organisms” was also tested for DSP toxins.

After methanolic extraction and first step purification on silica cartridges, the residues were
esterified with 9-anthryldiazomethane for fluorometric HPLC analyses. None of the bacterial
cultures contained traces of OA and DTX-1. But an overlapping contaminant to the standard of
OA was detected in all the samples, as well as in the bacterial references Roseobacter litoralis et R.
denitrificans This non toxic compound was present in large amount in the cultures of Roseobacter
algicola.

The LC/MS analyses, conducted by Dr. Quilliam from the Canadian National Research Council,
further verified that no toxic polyether toxins were synthesised by the cultures of Roseobacter
algicola.

Mots-clés :
Intoxications diarrhéiques par les fruits de mer (IDFM), Dinophysis sacculus, Dinophysis acuminata,
Prorocentum lima, bactéries associées, Roseobacter algicola, CLHP, LC/MS.

Keywords :

DSP (Diarrhetic Shelllfish Poisoning), Dinophysis sacculus, Dinophysis acuminata,
Prorocentum lima, associated bacteria, Roseobacter algicola, HPLC, LC/MS.

Commentaire :
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INTRODUCTION:

La présence de cas de toxicité de type DSP (Diarrhetic Shellfish Poisoning) ou
PSP (Paralytic Shellfish Poisoning) par les mollusques en labsence de dinoflagellés dans le
milieu naturel a conduit a des recherches sur linfluence des interactions procaryotes—algues
unicellulaires, sur la dynamique des efflorescences a caractére toxique et la participation des
bactéries dans la biosynthése des "phycotoxines*.

Les interactions bactéries—dinoflagellés restent un sujet relativement peu
exploré par rapport a d'autres domaines de recherche sur la dynamique des efflorescences
marines toxiques. Il est étonnant que les relations entre algues et bactéries associées n'aient
pas regu plus d'attention, vu les échanges importants entre ces deux compartiments
trophiques au travers de la "boucle microbienne" (Azam et al., 1983).

Les algues représentent la source principale de matiére organique dissoute
pour les bactéries hétérotrophes dans les zones eutrophes océaniques (Cole et al, 1988 ;
Painchaud & Therriault, 1989, Fuhrman, 1992). Les algues unicellulaires libérent pendant leur
croissance une grande partie des métabolites de la photosynthése qui constituent la source
principale de carbone pour les bactéries marines (Hagstrom et al,, 1979). La dégradation de la
matiére organique par les bactéries aboutit & la minéralisation qui fournit aux algues une
quantité importante de sels nutritifs (Bloesch et al.,, 1977). Elles fournissent également des
vitamines (Raymont, 1963 ; Haines & Guillard, 1974). Une véritable symbiose existe donc
entre les cellules phytoplanctoniques et les cellules bactériennes (Bell et al., 1974 ; Azam &
Hodson, 1981 ; Cole et al, 1988). L'abondance des bactéries est généralement corrélée
positivement avec la concentration algale (Kjelleberg et al.,, 1993).

Les variations qualitatives et quantitatives de la masse de matiére organique
disponible au cours d'une efflorescence marine (Fuhrman et al, 1980), n'entrainent pas
forcément une évolution spatiale et temporelle corrélée avec la flore microbienne associée. En
effet, les interactions procaryotes—dinoflagellés n'impliquent pas seulement des relations
trophiques mais font également intervenir des processus d'inhibition et de stimulation (Berland
etal., 1974 ; Delucca etal., 1978 ; Trick et al.,, 1984).

Si lI'on considere la relation spatiale des bactéries et des cellules algales,
plusieurs situations sont possibles. Les bactéries peuvent étre intracellulaires (Silva, 1978,
1982 ; Silva & Franca, 1985 ; Kodama et al., 1988, 1989, Ogata et al., 1990) ou extracellulaires
(Fuhrman & Azam, 1982 ; Fukami et al., 1981 ; Albright et al., 1986 ; Tosteson et al.,, 1989 ;
Azam et al. 1992 ; Rausch de Traubenberg, 1993). Les bactéries extracellulaires peuvent étre
fixées sur les cellules algales ou libres dans la phycosphére, qui est une zone d'influence entre
l'algue et la bactérie (Bell & Mitchell, 1972). Cette proximité spatiale permet a l'algue un certain
degré de contréle sur le nombre ou la diversité des bactéries associées via des mécanismes
faisant intervenir des antibiotiques (Trick et al, 1984), la sécrétion de radicaux hydroxyl
toxiques pour les bactéries (Oda et al,, 1992).

Les bactéries produisent également des substances bioactives qui influent sur
le métabolisme de l'algue. Un exemple intéressant est la découverte récente de deux
composés synthétisés par les bactéries qui inhibent la fusion cellulaire (et donc par
conséquent la formation de kystes) chez Alexandrium catenella (Sawayama et al., 1989, 1991,
1993).



Les bactéries associées peuvent avoir une action stimulatrice ou inhibitrice sur
la croissance du dinoflagellé, suivant le développement de l'efflorescence (Fukami et al,
1991). Romalde et al., (1990) ont déterminé la composition qualitative de la flore bactérienne
associée aux efflorescences de Gymnodinium catenatum et Mesodinium rubrum ; la densité
bactérienne et la diversité spécifique étaient toujours trés basses en début de développement
et augmentaient radicalement par la suite.

S'il est indiscutable que les interactions procaryotes-algues influencent la
dynamique des efflorescences toxiques a des niveaux trés variés, la participation des
bactéries dans la biosynthése des phycotoxines est une hypothése beaucoup plus contestée,
en raison de l'observation trés souvent indirecte de la toxinogenése bactérienne, de la non
confirmation des résultats et enfin de certains résultats contredisant cette hypothese (Hu et al,,
1993 ; Zhou & Fritz, 1993 ; Yasumoto & Murata, 1993).

Une éventuelle production de phycotoxines par les procaryotes requiert
cependant notre attention étant donné les répercussions énormes que pourrait avoir ce
phénoméne dans des domaines allant de I'écologie des efflorescences marines a l'aquaculture
et la santé publique.

De plus, une analyse de la littérature nous fournit des arguments décisifs pour la
poursuite des travaux sur la production de phycotoxines par les procaryotes :

1°) la potentialité chez des organismes phylogénétiquement éloignés d'élaborer
les mémes toxines (Rausch de Traubenberg & Lassus, 1991) ;

2°) les importantes variations intraspécifiques de toxicité chez plusieurs
espeéces de microalgues (Ogata et al., 1987 ; Tosteson et al., 1989 ; Bomber et al., 1989 ; Lee
et al,, 1989 ; lkawa et al., 1989 ; Séchet, 1990) ;

3°) la présence de phénoménes toxiques en I'absence d'algues toxiques (Lee et
al., 1989 ; Ogata et al.,, 1989 ; Karunasagar et al., 1989 ; Kodama et al., 1990, Marcaillou-Le
Baut & Masselin, 1990) ;

4°) et la production de composés analogues aux phycotoxines par les bactéries
présentes dans des organismes préecédemment considérés comme la source de toxines
(Simidu et al,, 1987 ; Yotsu et al, 1987 ; Hwang et al, 1989 ; Yasumoto & Murata, 1990 ;
Tamplin, 1990).

La définition du réle des procaryotes dans les phénomeénes de toxicité associés
aux efflorescences marines doit répondre aux questions suivantes :

Existe-t-il une toxinogenése procaryotique autonome dans le cadre
des efflorescences phytoplanctoniques marines ?

Par quels mécanismes l'interaction avec les procaryotes influence-t-
elle la toxicité algale ?

Quelle est la spécificité de la relation procaryote-algue ?
Quelle est la nature spatio-temporelle de cette interaction ?
Nous nous limiterons dans cette étude préalable au probleme de la

toxinogenese bactérienne autonome. Si cette derniere peut étre démontrée, des recherches
ultérieures seront alors menées sur les autres points.



Deux séries de travaux trés intéressants ont démontré une synthése autonome
des phycotoxines par des procaryotes : la production de toxines paralytiques (PSP) par une
cyanobactérie (Sasner et al., 1984) et la synthése de toxines paralytiques par une bactérie du
genre Moraxella associée au dinoflagellé Alexandrium tamarense (Kodama et al., 1988, 1989,
1990, Ogata et al., 1990).

La production bactérienne de toxines ne représente cependant qu'une infime
fraction de la toxicité du dinoflagellé héte. Il n'a pas encore été déterminé si cette faible toxicité
était due aux conditions de cultures, ou a lisolement de la bactérie, privée de laction
stimulatrice possible de son association avec les cellules algales. Kodama et al., (1990), ont
cependant mesuré une production toxinique bactérienne plus élevée avec des milieux de
cultures pauvres en matiére organique.

La potentialité de ces micro-organismes, a induire les mémes effets toxiques
que les dinoflagellés auxquels ils sont associés, suggere indirectement une participation des
procaryotes dans la production de toxines. Dés 1954, Bein a mis en évidence le pouvoir
ichtyotoxique d'une bactérie isolée d'une efflorescence de Gymnodinium breve, le dinoflagellé
responsable de mortalité massive de poissons sur les cotes de Floride (Baden et al,, 1981).
Des résultats contradictoires furent obtenus avec des bactéries de la méme espece isolées a
la suite d'une efflorescence de G. breve ( Ray & Wilson, 1957).

Silva & Sousa (1981), par des expériences d'inoculations croisées ont pu
montrer qu'un clone de Pseudomonas sp. isolé d'une culture toxique d'Alexandrium tamarense
pouvait induire la toxicité d'autres dinoflagellés préalablement non toxiques. Ces résultats n'ont
pas été encore confirmés et ne sont absolument pas extrapolables au milieu naturel, dans I'état
actuel des connaissances. Mais il est a souligner que l'aptitude des bactéries a devenir des
vecteurs de toxicité aurait des conséquences écologiques et toxicologiques majeures si elle
existait dans le milieu naturel.

Les bactéries associées pourraient avoir un réle stimulant sur la production de
phycotoxines par les dinoflagellés. La concentration des toxines ciguatériques dans les
cultures d'Ostreopsis lenticularis est positivement corrélée avec l'abondance d’'une bactérie
Nocardia sp., elle—-méme non toxique (Tosteson et al, 1986). Une production de toxines
équivalentes dans des cultures axéniques et non axéniques de diverses especes de
dinoflagellés exclut le role de bactéries extracellulaires dans la production de toxines (Boczar
et al.,, 1988 ; Bomber et al, 1989), mais n'exclut pas le role des bactéries intracellulaires chez
les genres étudiés, Protogonyaulax ( = Alexandrium) et Gambierdiscus.

Les travaux récents sur la spécificité de la relation algue - bactéries semblent
indiquer que plusieurs espéces de bactéries peuvent influer sur la toxicité d'une méme espéce
algale, c'est le cas pour la production d'acide domoique dans les cultures axéniques de
Pseudonitzschia pungens. A l'inverse, un clone bactérien unique peut stimuler la production de
toxines chez plusieurs clones de cette diatomée (Bates et al., 1993). A l'opposé, les travaux de
Kodama et al., (1990) et de Doucette et Trick (1995) ont montré que seuls deux clones de
bactéries produisent des toxines paralytiques ou présentent une activit¢ de blocage des
canaux sodium.

Toutes ces études ont été réalisées en laboratoire mais des expériences
récentes menées in situ ont donné des résultats radicalement différents : 171 des 481 souches
de bactéries isolées au large d'Ardtoe, en Ecosse, présentaient une activité inhibitrice des
canaux sodium. Des expériences de contamination de moules par les suspensions de ces
bactéries toxiques ont permis de détecter une accumulation importante chez les mollusques
de toxines inhibitrices des canaux sodium, a un taux voisin a 100 ng équivalent tetrodotoxine
par individu (Gallacher & Birkbeck, 1995). Ces résultats soulignent limportance des
recherches in situ.



Ce sont en effet des observations directes en mer qui ont conduit originellement
les auteurs a s 'interroger sur la source de la production des phycotoxines.

Ainsi, la présence d'efflorescences monospécifiques toxiques ou non toxiques a
amené Silva a considérer la participation des bactéries dans les phénoménes de toxicité. De
méme des études in situ de phénomeénes de toxicité font état de la contamination des
mollusques en l'absence d'algues toxiques (Ogata et al., 1987) et de la présence de toxines
dans les fractions de tailles inférieures a celles des cellules algales (Kodama et al.,, 1990,
1993).

Lors de périodes de contaminations par le DSP, en l'absence des dinoflagellés
toxiques responsables, une toxicité importante fut mesurée dans les fractions contenant les
matiéres en suspension (vases) et leur flore bactérienne associée (Séchet, 1990). Bien que
ces observations ne constituent pas des preuves formelles de la production de toxines par les
procaryotes, elles ont cependant permis de poser les hypothéses de recherche.

ES INTOXICATIONS DIARRHEIQUES *

: Les intoxications diarrhéiques par les fruits de mer contenant des phycotoxines
ont été décrites pour la premiére fois au Japon en 1978 (Yasumoto et al., 1978).

Des cas d'intoxications humaines similaires avaient cependant été répertoriés
dés le début des années 1960 le long des cotes norvégiennes (Krogh et al., 1985). Nous avons
assisté lors de ces vingt derniéres années a une augmentation globale de la fréquence, de
l'intensité et de la distribution géographique des phénomeénes de DSP dans le monde.

En France des intoxications alimentaires chez les consommateurs de moules
lors des blooms de Dinophysis spp. ont été réguliérement répertoriées en Bretagne sud et en
Normandie (Marcaillou-Le Baut et al., 1985 ; Lassus, 1988, Belin et al., 1989).

1. Structures moléculaires des toxines diarrhéiques

L'acide okadaique a été isolé des éponges Halichondria okadai Kadota de la
cote pacifique du Japon, et H. melanodocia, de Laufbenfels échantillonnées au large de la
Floride (Tachibana et al., 1981).

Cette toxine et plusieurs de ses dérivés naturels ont ensuite été identifiés a
partir d'une souche tahitienne de Prorocentrum lima (Murakami et al., 1982) et de différentes
espéces de dinoflagellés du genre Dinophysis responsables des intoxications diarrhéiques
chez les consommateurs de mollusques contaminés (Murata et al., 1982).

Les toxines polyéthérées impliquées dans les phénoménes de DSP sont
divisées en trois groupes selon le squelette moléculaire de base et les groupements
fonctionnels.

1.1. Acide okadaique (OA) et dérivés (DTXn)

L'acide okadaique OA est un acide monocarboxylique de formule moléculaire,
C4Hgs045 (Fig. 1). Il est constitué d'un squelette de 38 atomes de carbone, de 17 centres
asymetriques, de 4 groupements hydroxyl, de 6 groupements méthyle et de 3types de
chaines oléfiniques. La dinophysistoxine-1, la toxine principale présente dans les moules
japonaises contaminées, est un dérivé méthylé de IAO (DTX-1 = 35-méthyl OA) (Murata et
al., 1982).
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La famille des dinophysistoxine-3 (DTX3 = 7-O- acyle -35- méthyle OA),
résulterait de l'acylation de la DTX-1 dans les glandes digestives des coquillages. Ces
molécules sont de toxicité variable en fonction du degré d’insaturation de I'acide gras qui se
fixe sur la chaine acyle. Elles n'ont jamais été detectées dans les cellules de Dinophysis fortii

(Yasumoto et al., 1989).

Une dinophysistoxine-2 a été isolée de moules toxiques irlandaises (Hu et al.,
1993). Depuis cette molécule a pu étre dosée dans des moules aprés des efflorescences de
Dinophysis acuta (Carmody et al., 1996) en Irlande, mais aussi en Espagne (Blanco et al.,
1995). Ce composé n'est pas un produit résultant du métabolisme des moules puisqu'il a
également été détecté dans des extraits de culture de Prorocentrum lima.

Trois diols esters de l'acide okadaique ont été identifiés dans des extraits de
cultures de Prorocentrum concavum et de Prorocentrum lima (Hu & Marr, 1992). L'examen
des concentrations cellulaires de 'AO et des esters dans des cultures de P. concavum ont
montré que la concentration en AO diminuaient avec le temps, alors que celle des esters
augmentait (Hu et al., 1993).

1.2. Pecténotoxines (PTXn)

Les pecténotoxines (PTX) sont des polyéthers lactoniques ou macrolides
(Fig. 2). Isolées a partir de Pactinopecten yessoensis, elles ont été identifiées comme : PTX1,
PTX2, PTX3, PTX4, PTX6, PTX7 (Murata et al.,, 1986 ; Yasumoto & Murata, 1990). Les
structures de base de PTX4 et PTX7 n'ont pas encore été déterminées.

Parmi ces toxines, seule la PTX2 a été détectée dans les cellules de
dinoflagellés japonais (Lee et al., 1989). Le groupe méthyle du carbone 43 de la PTX2 subit
probablement une série d'oxydation dans les glandes digestives des coquillages et donne ainsi
naissance aux autres PTXn (Yasumoto et al., 1989).

1.3. Yessotoxines (YTXn)

Ce groupe de polyéthers disulfatés comprend la yessotoxine (Fig. 3), de formule
moléculaire, C,sHg,0,;S,Na,, et la 45-OH-YTX (Murata et al, 1987). Ces composés
présentent une configuration moléculaire proche des brévetoxines qu’elles soient de type 1
(Fig. 3 A) ou de type 2 (Fig. 3 B). Ces toxines ont été isolées de Pactinopecten yessoensis et
de moules prélevées a Vikane, Norvége (Séchet, 1990). Elles n'ont jamais été détectées chez
les différentes espéces de dinoflagellés échantillonnées lors des épisodes de contamination

des coquillages.

2. Mode d'action

2.1. Acide okadaique et dérivés

L'acide okadaique est la toxine principale détectée dans les moules sur les
cotes frangaises. La synthése totale de cette toxine fut réalisée en 1986 (Isobe et al., 1986).

11
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Figure 3 : Formules développées des brévétoxines (A, B) et de la yéssotoxine (C).
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Inhibition des protéines phosphatases
Depuis que la propriété d'inhibition des protéines phosphatases de I'AO a été
découverte (Takai et al., 1987), de nombreuses études biochimiques et pharmacologiques,
utilisant I'OA comme indice des activitts de phosphorilation/déphosphorilation ont été
réalisées.

Les activités biologiques de l'acide okadaique sont attribuées principalement a
son effet inhibiteur des protéines phosphatases, affectant ainsi divers processus
intracellulaires comme le métabolisme, la contractibilité, la transcriptiongénique, le maintien de
la structure cytoplasmique, la transduction du signal, la division cellulaire ou le fonctionnement
des canaux ioniques.

Dans les quatre groupes de protéines phosphatases (PPs) de la classification
de Cohen, I'AO inhibe la PP2A a la concentration la plus faible (kj = 30pM), puis la PP1 et enfin
la PP2B a la concentration la plus élevée, il ne semble pas agir sur la PP2C.

Cytotoxicité

L'acide okadaique est un cytoinhibiteur trés puissant et son délai d'action est de
30 minutes a quelques heures (Amzil et al,, 1992). Il entraine un blocage de la mitose dG a
l'inhibition d'une protéine phosphatase 2A qui est impliquée dans la transition de la métaphase
a l'anaphase (Vandre & Wills, 1992).

Micro-injecté dans l'ovocyte d'Asterias rubens, il provoque la reprise de la
meéiose ou maturation (50 % de maturation a 20 uM). Comme la 1—methyladénine, 'hormone
naturelle de la maturation, 'AO provoque l'apparition.dans le cytoplasme du "M-Phase
Promoting Factor® (M.P.F.) et la rupture de l'enveloppe nucléaire. La micro—-injection de
phosphoprotéine phosphatases 1 et 2A inhibe la maturation déclenchée par 'hormone. Cet
effet est bloqué par la micro-injection conjointe d'acide okadaique. L'augmentation du niveau
de phosphorylation de certaines protéines spécifiques semble donc nécessaire et suffisante
pour déclencher la transition G,/M dans l'ovocyte d'étoile de mer (Pondaven et al., 1989).

D'autres changements morphologiques induits par I'AO ont été observés sur
différentes lignées cellulaires (Hamano et al., 1985 ; Lucocq et al., 1991). Ces modifications
sont dues aux effets de 'AO sur le cytosquelette (les microtubules et les fibres notamment).

Ces modifications morphologiques cellulaires particulierement prononcées sur
les cellules de la lignée KB ont été exploitées pour développer un test de détection biologique
de I'AO et de ses dérivés (Amzil et al., 1992). Cette détection est basée sur la détermination de
la concentration minimale active (CMA) qui induit un changement morphologique de la cellule.
Cette méthode est spécifique des composés inhibiteurs des protéines phosphatases (AO,
Calyculine). La limite de détection équivaut a 0,05 Unités Souris (1 U.S. = 4 ug d'A0),
(Yasumoto, 1981).

Effets diarrhéiques et cardiotoxiques

L'AO et la DTX-1 induisent une accumulation de fluide dans l'intestin gréle des
souris en agissant sur la perméabilité vasculaire (Terao et al, 1993). Les études
histopathologiques ont montré une action similaire de I'AO, de la DTX-1 et de la DTX3 sur le
tractus digestif des souris ou des rats.

Dans les quinze minutes suivant I'administration par voie orale des toxines, la
portion supérieure de lintestin gréle se détend, une partie des microvilli des cellules
épithéliales absorptives disparaissent et une portion du cytoplasme peut former d'éventuelles
protubérances dans le lumen de lintestin. Puis on assiste & une destruction de presque toutes
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les cellules qui bordent les villi et de la desquamation de ces cellules de la Jamina propria. La
régénération des parties endommagées de l'intestin gréle intervient dans les 24 heures.

Ainsi la muqueuse du tractus digestif peut étre un tissu cible pour I'AO
(Suganuma et al., 1992). Des effets importants sont obtenus principalement dans l'estomac
glandulaire et le petit intestin suggérant une spécificité régionale dans le tractus gastrointestinal
pour la promotion de la division cellulaire et des effets cytotoxiques(Yuasa et al.,, 1994).

L'AO a également une propriété contracturante sur les muscles lisses, cette
action intervenant dans le déclenchement des diarrhées, des douleurs abdominales et des
vomissements. Cette action contracturante a été observée avec l'aorte de lapin ainsi qu'au
niveau du muscle lisse de l'intestin gréle du cobaye (Shibata et al., 1990).

L'AO provoque un effet ionotrope positif sur le muscle cardiaque a des
concentrations supérieures ou égales a 10 uM, accompagné d'une prolongation de la durée du
potentiel d'action (Kodama et al., 1986). Cet effet contracturant est di a une augmentation du
Ca®* intracellulaire par l'activation des canaux Ca®'- L'augmentation du courant calcique est
attribuée soit @ une augmentation de la vitesse du courant (Mironov & Lux, 1991), soit a une
augmentation de la probabilité d'ouverture (Wang et al., 1993) ou de la disponibilité du canal
(Neumann et al., 1993).

L'AO potentialise les courants Ca®* au niveau du muscle aortique (Ozaki &
Haraki, 1989), du muscle cardiaque (Neumann et al., 1993), de myocytes isolés (Hescheler et
al., 1988), dans le cas de neurones (Mironov & Lux, 1991), de cellules pituitaires (Chiavaroli et
al., 1992) et également pour des biomembranes lipidiques avec canaux calciques intégrés
(Wang et al., 1993). :

Activité de promotion tumorale

L'AO et la DTX-1 sont des promoteurs tumoraux. Au contraire des esters de
phorbol, du type 12-0O-tetra decanoyl-phorbol-13 acetate (TPA) qui activent les protéines
kinase C, I'AO inhibe la déphosphorilation des protéines, principalement au niveau des résidus
serine et thréonine (Fujiki et al ., 1991).

Ces deux toxines peuvent entrainer l'accumulation des protéines phosphorilées,
parmi lesquelles certaines sont impliquées dans la promotion tumorale (Sassa et al.,, 1989).
Les derniéres études tendent & montrer que les promoteurs de type AO ou TPA sont en réalité
des inducteurs de TNF-a (Komori et al., 1993). Cette molécule agirait comme un promoteur
tumoral endogéne et pourrait donc étre considérée comme un meédiateur central de la
promotion (Fujiki & Suganuma, 1994). De plus I'AO, en augmentant l'activité du facteur de
transcription AP1 et de NF-kB, induirait I'expression du TNF-a (Hurme & Matikainen, 1993).

Les risques de promotion tumorale n'‘ont pas encore été réellement évalués
chez les consommateurs de coquillages contaminés. Ces risques seraient évidemment plus
séveres dans le cas d'intoxications chroniques.

Relation structure—activité

La relation structure-activité de I'AO a été étudiée par différents groupes de
recherches. La modification du groupement carboxylique C1 ou du 24-OH réduit de fagon
importante l'activité de la molécule. La présence du groupement carboxylique libre de I'AO est
nécessaire pour son activité inhibitrice vis-a-vis des protéines phosphatases (Hu & Marr,
1992).

D'autres changements structurels ( i.e. : I'hydrogénation en C14 ou en C15ou la
réduction en C2) qui affectent la conformation pseudocyclique de la molécule formée par
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l'interaction entre le C1 du groupement carboxyle et le C24 de la fonction hydroxyle, réduisent
également l'activité de la molécule d'AO.

2.2. Pecténotoxines et yessotoxines

Les pecténotoxines et les yessotoxines ont été regroupées dans la méme
catégorie des toxines diarrhéiques que l'acide okadaique et les dinophysistoxines. Elles ont
cependant des activités biologiques différentes puisque les pecténotoxines et les yessotoxines
ne sont pas diarrhéiques.

Des recherches histopathologiques ont révélé que les PTX1 et PTX2 sont
hépatotoxiques. Elles induisent des nécroses rapides des hépatocytes suivies de I'apparition
d'ascites et de l'accumulation de fluide au niveau du thorax et des cavités abdominales.
L'action pathologique de la PTX1 ressemble a celle de la phalloidine (Terao et al., 1986).

Les yessotoxines peuvent causer des dommages sur le muscle cardiaque
(Yasumoto, comm. personnelle).

3. Origines biogénétiques

_ C'est sur la cote pacifique du Japon qu'une espéce de dinoflagellés du genre
Dinophysis a été identifiée pour la premiére fois comme l'organisme responsable des
intoxications diarrhéiques (Yasumoto et al, 1980). En 1982 Murata et al. déterminent la
structure moléculaire de la dinophysistoxine-1, a partir de glandes digestives de moules
contaminées par Dinophysis fortii.

Parallélement, dans les pays européens certaines especes de Dinophysis ou
de Prorocentrum sont reconnues responsables d'intoxication de type DSP [Kat, 1979, 1983 ;
Andresen Leitao (M. de Paz) et al., 1983].

Sur les cétes frangaises Dinophysis acuminata fut d'abord identifié comme
l'espéce toxique (Marcaillou-Le Baut & Lassus, 1984), puis D. sacculus, la différenciation
spécifique lors des contaminations n'étant pas trés aisée (Lassus, P., 1988). Les essais de
mise en culture de cet organisme se sont malheureusement révélés négatifs. L'obtention
d'échantillons monospécifiques par filtrations successives a partir d'échantillons d'eau de mer
contenant des Dinophysis, est difficile a obtenir en raison du faible nombre de cellules et de la
présence d'autres espéces microalgales.

Il a fallu attendre de disposer d'une méthode de détection des toxines
diarrhéiques trés sensible pour étudier la composition toxinique des cellules
phytoplanctoniques. Ceci a été réalisé en 1989, par chromatographie liquide a haute
performance avec détection fluorimetrique (Lee et al., 1989). L'AO a été identifié comme la
seule toxine diarrhéique présente dans les cellules de Dinophysis cf. acuminata, prélevées
dans le milieu naturel a Antifer (Normandie).

De nombreuses espéces de dinoflageliés suspectées toxiques ont été
analysées pour leur composition toxinique. Des variations intra et inter spécifiques,
saisonnieres et géographiques ont été mesurées (Tableau 1).

Pour une méme espece et un méme site d'échantillonnage, les teneurs en
toxines des cellules fluctuent de fagon importante dans des intervalles de temps trés courts
(Masselin et al., 1992).
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Espéce Lieu Date Ng:‘:ﬁfl‘;:e DTX-1 pg/cell.
Dinophysis fortii | Mutsu bay, Aomori 10/07/1989 333 34,70
Dinophysis fortii | Mutsu bay, Aomori 15/07/1989 100 46,36
Dinophysis fortii | Mutsu bay, Aomori 21/07/1989 89 54,86
Dinophysis fortii Iwaizaki, Miyagi 20/06/1989 333 8,58
Dinophysis fortii Iwaizaki, Miyagi 22/06/1989 333 12,64
Dinophysis fortii Iwaizaki, Miyagi 27/07/1989 333 20,06
Dinophysis fortii Iwaizaki, Miyagi 09/08/1989 333 16,18
Dinophysis fortii 3 miles off-shore 09/08/1989 300 8,02
Dinophysis fortii Iwaizaki, Miyagi 22/08/1989 333 18,32
Dinophysis fortii Iwaizaki, Miyagi 05/09/1989 333 7,42
Dinophysis fortii 3 miles off-shore 07/09/1989 111 18,35
Dinophysis mitra | Mutsu bay, Aomori 15/07/1989 100 23,19
Dinophysis mitra | Mutsu bay, Aomori 18/07/1989 100 33,39
Dinophysis mitra { Mutsu bay, Aomori 21/07/1989 50 26,26
Dinophysis mitra | Mutsu bay, Aomori 24/07/1989 100 17,52

Tableau 1 : Variations régionales et saisonniéres de la teneur en AO et DTX-1
chez D. fortii et D. mitra sur les cotes japonaises (Séchet, 1990).

Prorocentrum lima est un organisme benthique souvent associé a la flore
responsable des intoxications du genre ciguatera (Yasumoto et al, 1980 ; Murakami et al,,
1982). Il prolifére principalement dans les zones tropicales mais a été également observé au
large de Vigo, Espagne et en France, a l'ile de Sein (Piclet, comm. pers.) et a été récemment
identifié¢ comme responsable des contaminations des coquillages sur la céte ouest
canadienne.

La toxine principale détectée chez cette espece est tantét l'acide okadaique
(Tachibana et al., 1981 ; Murata et al., 1982), tantét la DTX-1 pour la souche PL4V, Vigo.

Mais plusieurs dérivés de I'AO ont également éte isolés de cette algue ; la DTX-
1,la DTX2 (Hu et al., 1993) ; l'acide desoxy-7 okadaique (Yasumoto et al.,, 1989) ; deux diols
esters d'acide okadaique (Hu & Marr, 1992), enfin un polyéther macrolide comportant un cycle
azoté, le prorocentrolide (Torigoe et al., 1988).

Contrairement aux Dinophysis, P. lima est facilement cultivé et maintenu
toxique en laboratoire (Tomas & Baden, 1993).
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1. Cultures de Prorocentrum lima

Deux souches pures de Prorocentrum lima, PL2V et PL4V, isolées au large de
Vigo, cote Nord—Ouest de I'Espagne par le Dr Bravo (Instituto Espagnol de Oceanografia,
Vigo) ont été cultivées sur milieu "K* (Keller & Guillard, 1985) a la température de 18° C.
L'intensité lumineuse était de 60 uE m-2 s-1 selon une photopériode de 16/8 (J/N).

2. Prélévements d'échantillons naturels de Dinophysis sp.

Des prélevements phytoplanctoniques ont été effectués au filet en baie de
Vilaine et en baie de Concarneau lors des mois de juin et de juillet 1994. Les cellules de
Dinophysis sacculus et acuminata ont été isolées sous microscope placé sous une hotte
stérile a flux laminaire puis rincées plusieurs fois dans de l'eau de mer stérile avant d'étre
ensemencées sur boites de Marine Agar (Difco 2216) et d'eau de mer gélosée.

3. Isolement et culture sur milieux gélosés des bactéries associées a
Prorocentrum lima et a Dinophysis acuminata

Les souches bactériennes isolées, sur Marine Agar ou eau de mer gélosée, a
partir des cultures de P. lima et des échantillons de Dinophysis ont été ensemencées dans 500
ml de milieu liquide, Marine Broth (Difco 2216) ou milieu de Shiba (Fig. 4) et cultivées pendant
3 jours a 22°C.

NACH oot 20.0g
MQCl.6H0 ... 509
Na2804 ................................................. 2.0 d
KOl e trcceert et e 05g
CaCl2.2H20 .......................................... 0.5 g
NaHCO3 ceeueeieeerreeeeeeeceececerereeeee 02g
(S1=T4 1ol o[ (= | (= 01g
Yeastextract ........ccccvvvvvueeveeeniiiininene 20g
Polypeptone .....cccovrvemiiiiiiinrniiieeeenneee 1.0g
Casamino acids .........eecceeeereeceerverenceeee. 1.0g
GIYCErOl ....ovrrrriritrecccirerrreeenis 1.0ml
R A L= L (= 1.0 litre
= pH ajusté a 7.5 avant I’ autoclavage

Figure 4 : Composition du milieu de croissance pour Roseobacter.
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Etude préliminaire du profil phénotypique

La détermination des caractéres physiologiques et biochimiques, dont le
métabolisme respiratoire, les exo—enzymes, le profil nutritionnel, la résistance aux inhibiteurs a
été réalisée par des tests traditionnels et des galeries d'identification rapide (API, Bio Mérieux).

Les quatre souches présumées toxinogénes isolées dans le laboratoire
"Phycotoxines et Nuisances" par Catherine Rausch de Traubenberg (Rausch de Traubenberg,
1993), a partir des cultures de P, /ima, ont été également cultivées en milieu liquide et extraites
pour l'analyse des toxines diarrhéiques (Tableau 2).

4. Extraction des cultures pour les tests-souris

Les cultures bactériennes ont été centrifugées (Fig. 5 ) a 5000 tpm pendant 27
min. Les culots ont été extraits au méthanol puis au méthanol 80 % avant d'étre lavés a
hexane puis extraits de nouveau au dichlororométhane. Toutes les phases; méthanol/eau
(phase 1), dichlorométhane (phase 2), hexane (phase 3), ont été évaporées et reprises dans
une solution 1% Tween 60 pour étre injectées intrapéritonéalement aux souris. Les toxines
DSP ont été extraites des surnageants par le dichlorométhane, cette phase 4, apres
évaporation a également été reprise dans une solution a 1% de Tween 60.

5. Extraction et purification des cultures bactériennes pour l'analyse
chimique

Aprés incubation, les cultures ont été centrifugées a 5 000 tpm a la température
de 0 °C pendant 27 min. LAO et la DTX-1 ont été extraits du surnageant par le
dichlorométhane. Les culots bactériens ont été repris dans du méthanol, soniqués (50 % duty
cycle, Vibra cell, Sonics & Materals INC, USA) pendant 15 min, puis centrifugés pendant
27 minutes. Les culots ont été réextraits deux fois de suite, les fractions recueillies ont été
lavées a I'hexane puis évaporées.

La prépurification des extraits a été faite sur Sep-Pak de silice (chloroforme,
chloroforme / méthanol 9:1, V/AV).

6. Dosage en chromatographie liquide a haute performance avec détection
fluorimétrique de l'acide okadaique et de ses dérivés

Appareillage

Modéle d’échantillonneur automatique HP-1050, pompe Merck L 6200A,
spectrofluorimétre Merck F-1050, logiciel HPLC chemstation 2D.

Le dosage chimique de I'AO et de la DTX~1 a été réalisé en chromatographie
liquide a haute performance avec détection fluorimétrique, selon la méthode mise au point par
Lee (Lee et al., 1987 ; Séchet, 1990). Les toxines des acides gras polyéthérés, sont estérifiées
par un réactif fluorescent, le 9-anthryldiazométhane (ADAM).

Les échantillons des différentes fractions a analyser, dinoflagellés ou micro-
organismes associés, ont été extraits dans du méthanol, puis prépurifiés sur Sep-pak silice
(Waters ). Les résidus ont été repris dans du chloroforme et déposés sur cartouche Sep-pak
au gel de silice. Aprés ringage au chloroforme, les toxines ont été éluées par un mélange
chloroforme/ méthanol 9:1. Evaporé sous courant d'azote, le résidu est estérifié dans une
solution méthanolique a 0,2 % d'ADAM. La réaction d'estérification s'effectue en une heure, a
'obscurité, a 25°C. L'extrait esteérifié est purifié sur cartouche Sep-pak, les solvants successifs
sont hexane / chloroforme 1:1, v/v, chloroforme, chloroforme / méthanol 9:1, v/v (Fig. 5).
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0c

Croissance

Caractéres culturaux Enzymes
Métabolisme Sensibilité aux
Morphologie respiratoire antibiotiques
Colonies sur | Bouillon Présence Absence Tempéray  gajinite | Oxygene
MA (MB) tures
{(en °C)
Petites Agarase
(1,5mmas Tween esterases
jours) (Tween 20 et 80)
beiges, Uréase
lisses, Esculinase Sensible 4 :
Bacille long et fin, contours Oxydase p-galactosidase Chloram-
05x3-5um, IxL | réguliers, | Trouble Catalase Lécithinase phénicol
bombées | uniforme Nitrate Phospholipase 4 Pasd | Aérobie | Erythromycine
Gram négatif opaques Réductase | Tribubyrase | Ajcalinisant 20 |MNacl<0,05 stricte 01129
Gf4 . Pasde | Phosphatase | DesOXyibo- | (syrgiucose) 37 _
Mobile Pas de pigment| pigment |  Alcaline _ Nucléase Pas & Résistant 4 :
flagelles polaires diffusible Gélatinase | Nitrite réductase 44 Gentamycine
Amylase Arginine Streptomycine
Non (faible) déshydrolase Néomycine
luminescente Lysine et
Omithine
Non décarboxylases
envahissante
Petites
Bacille court et épais| (1,5mma4 Agarase
08a15-2pm, jours) Tween estérase Sensible d:
IxL beiges, Oxydase (Tween 20 et 80) Chloram-phénicol
brunissant 4 la Catalase Lécithinase Erythromycine
Gram négatif périphérie, Phosphatase Phospholipase Kanamycine
Ff2 contours Trouble Alcaline Tributirase 20 Pas Novobiocine
Non capsule iméguliers, | uniforme | Amylase (faible) Désoxy- 37 | MNacl<0,05| Aérobie Pénicilline G
Ff3 lisses B-galactosidase | ribonucléase Oxydatif pasa4 | Optimuma | stricte Tétracyclipe
Non sporulé bombées Pas de Gélatinase Nitrate et nitrite | (surglucose) | ni44 20 g.l‘1 Auréomycine
M l 4 _ pigment Esculinase Réductase Optimum '
Mobile Pas de pigment Uréase pour Ff2 Arginine a Résistant &
1 4 2 flagelles diffusible uniqguement déshydrolase 25-30 Gentamycine
sub-polaires Non Lysine
luminescente Décarboxylase
Non
envahissante

Tableau 2 : Caractéres phénotypiques des souches Gf4, Mi4, Ff2 et Ff3 (d'aprés Gauthier & Christen, 1993)



Culture bactérienne

Centrifugation

Culot

Extraction MeOH

Extraction MeOH 80 %

(2x)

Phase méthanolique

]

Surnageant

Extraction
Dichlorométhane

(3 x)

Evaporation

Reprise Tween 60, 1 %

Partition

Lavage hexane

Evaporation

Phase MeOH

Dichlorométhane

1 % Tween 60

Evaporation

Evaporation

1 % Tween 60

1 % Tween 60

Extrait 1

Extrait 2

Extrait 3

Extrait 4

Figure 5 : Extraction des cultures bactériennes pour les tests—-souris.
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. Cultures. ..
-~ Bactériennes:”

Centrifugation
[ 1
- Surnageant:. - Culot: -
Extraction Extraction
CHCI; MeOH/MH,0 (8:2, vV)
|
Partage lig/liq
MeOH/H,O / Hex
_ N
‘Phase méthanolique
Evaporation
| Sep-pak silice |
CHCI3/MeOH
CHCI
3 (9:1, VIV)
Estérification avec
0,2 % 9-anthryldiazométhane
[ Sep-pak silice |
CHCI; / Hexane CHCI3/ MeOH
(1:1, VV) CHCI, (9:1, VV)

Esters:antracénes.
dAO etde DTX-1".

Figure 6 : Extraction de I'acide okadaique et de la dinophysistoxine 1.
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L'analyse chromatographique est réalisée en mode isocratique. Une colonne a
phase inverse Lichrospher 4 um (250 x 4 mm) est utilisée avec une thermorégulation a 25°C.
La phase mobile est constituée d'acétonitrile, 8 v, eau distillée, 1v, méthanol, 1v., le débit est
réglé a 1,1 ml. mn™', (Masselin et al., 1992). La longueur donde maximale d'excitation de
I'ADAM et des esters méthyl-anthracénes de I'OA et de la DTX-1 est égale a 254 nm et la
longueur d'onde maximale d'émission est égale a 412 nm.

7. Expertise par dosage en spectrométrie de masse et chromatographie
liquide (LC/MS) de I'acide okadaique et de ses dérivés

Ces analyses ont été conduites par le Dr M. Quilliam, du Conseil National de
Recherches du Canada, Halifax.

Appareillage

— Systéme de chromatographie liquide: Modéle HP1090M , systéme de pompe
ternaire, injecteur a volume variable, un échantillonneur automatique réfrigéré, un logiciel
HP79994 (Hewlett—Packard, Palo Alto, CA)

— Systéme LC-MS : Modéle HP 10090M de chromatographie liquide est
couplé a un spectrométre de masse triple quadrupole (SCIEX, Thornhill ON, Canada) équipé
d’'une source d’ionisation a pression atmosphérique et d’'une interface a pulvérisation ionique

Les fractions purifiées ont été analysées en LC/MS en mode positif en utilisant
une colonne LC (2,1 mm id x 25 cm, 5 um Vydac 201 TP octadecylsilica, Separations Group,
Hesperia, CA) a température ambiante, dans des conditions isocratiques avec une phase
mobile de méthanol aqueux 80 % contenant 0,1 % TFA. Le débit était de 0,3 ml/min et le
volume d'injection de 5 ul. L'eluat de la colonne LC était fractionné par un diviseur de faible
volume mort pour son introduction dans le spectrometre avec un débit de 30 ul/min.

Les dosages ont été réalisés sur un appareil LC/MS SCIEX API-IIl équipé d'une
interface pour pulvérisation ionique a pression atmosphérique. Le gaz utilisé était de lair
hautement purifié (ca 0.5 I/min). Le potentiel appliqué sur l'aiguille de l'interface était de 5 000V.

RESULTATS ET DISCUSSION

Etude préliminaire des caractéres phénotypiques

La détermination des caractéres physiologiques et biochimiques, dont le
métabolisme respiratoire, les exo—-enzymes, le profil nutritionnel, la résistance aux inhibiteurs
réalisée par des tests traditionnels et des galeries d’identifications rapides (API) (cf. Tableaux,
3, 4, 5), a permis d’isoler 18 espéces bactériennes isolées des cultures de P. lima et 12 a partir
des prélévements de Dinophysis sacculus et acuminata.
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Tableau 3: Galerie API 50 CH, Etude du métabolisme des hydrates de carbone des microorganismes.

'BANDE NI BANDEN®2: " | BANDEN®3: ... . | BANDEN®4: ‘BANDE N*5
témoin galactose a-methyl-D mannoside | melibiose D turanose
glycerol glucose a-methyl-D glucoside saccharose/sucrose | D lyxose
erythritol fructose N acetyl glucosamine trehalose D tagatose
D arabinose mannose amygdaline inuline L fucose
L arabinose sorbose arbutine melezitose D fucose
ribose rhamnose esculine raffinose D arabitol
D xylose dulcitol salicine amidon L arabito]

L xylose inosito] celiobiose glycogene gluconate
adonitol mannitol maltose xylitol 2 keto gluconate
methyl-D xyloside | sorbitol lactose gentiobiose 5 keto gluconate

Tableau 4: Galerie APl NE: Systeme d’identification des bacilles gram négatif non entérobactéries.

Tests conventionnels

Tests d’assimilation

SUBSTRATS 'REACTIONS/ENZYMES' | SUBSTRATS ‘REACTIONS/
amimree: s O 'ENZYMES
nitrate de réductiondes nitrates en glucose assimilation
nitrites
potassium réduction des nitrites en arabinose assimilation
azote
tryptophane formation d’indolc mannose assimilation
glucose fermentation mannito] assimilation
arginina arginine dihydrolase N-acétyl-glucosamine assimilation
urée uréase maltose assimilation
esculine hydrolyse (b—glucosidase) | gluconate assimilation
elatine hydrolyse (protease) caprate assimilation
p-nitro—phényl-bD- b-galactosidase adipate assimilation
galactopyranoside
tetraméthyl-p-phenyléne | cytochrome oxydase malate assimilation
diamine
citrate assimilation
phényl-acétate assimilation

Tableau 5: Galerie API 20 E: systeme d’identification Ortho-nitro—phényl-galactosidedes enterobacteriaceac et

autres bacilles gram-négatifs.

SUBSTRATS: ' REACTIONS/ENZYMES | SUBSTRATS ' REACTIONS/
ortho-nitro—phenyl- b-galactosidase Glucose fermentation/oxydation
galactoside

arginine arginine dihydrolase mannitol fermentation/oxydation
lysine lysine décarboxylase inositol fermentation/oxydation
ornithine ornithine décarboxylase sorbitol fermentation/oxydation
citrate de sodium utilisation du citrate rhamnose fermentation/oxydation
thiosulfate de sodium production d’H,S saccharose fermentation/oxydation
urée Uréase melibiose fermentation/oxydation
tryptophane production d’indole amygdaline fermentation/oxydation
pyruvate de sodium production d’acétoine arabinose fermentation/oxydation
gelatine de Kohn gelatinase
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Ces bactéries sont toutes gram négatives, aérobies strictes. Elles se
développent & des températures allant de 10 a 30 degrés Celsius. Des concentrations en
sodium de 0.1 a 2M sont nécessaires a leur croissance. La caractérisation phénotypique
sommaire nous a permis de distinguer, sans les identifier, les différentes souches pour I'étude
de la toxinogenése. Lidentification phénotypique et génétique des nouvelles souches
bactériennes incriminées soit la trés grande majorité, 80 %, a été résolument laissée en attente
de la confirmation du caractére toxique de ces souches.

En effet, seules deux souches ont pu étre identifiees par ces méthodes
d’inventaires traditionnelles, comme appartenant aux genres Pseudomonas. La connaissance
des bactéries marines reste faible par rapport a ce que nous savons sur d'autres organismes
comme les algues ou les animaux marins. L'étude de cette diversité bactérienne en mer
rencontre les difficultés usuelles de 'étude de ce milieu : difficulté de prélévement, variabilité
du milieu, effets climatiques importants, réle peut-étre majeur des phénomenes transitoires.

Analyse par chromatographie liquide a haute performance avec détection
fluorimétrique

Les toxines diarrhéiques, AO et DTX-1, comportent une fonction carboxyle qui
rend possible leur conversion en dérivés d'esters fluorescents pour l'analyse HPLC avec
détection fluorimétrique (chromatogramme 1). Les travaux de Lee et al., (1989) ont démontré
que le 9-anthryldiazométhane convenait parfaitement pour cette estérification, leur méthode a
depuis été adoptée par de nombreux laboratoires dans le monde entier.

Nous avons appliqué cette méme méthode pour 'analyse HPLC avec détection
fluorimétrique des extraits de cultures bactériennes. Une attention particuliére a été portée a la
prépurification sur Sep-pak silice de ces échantillons riches en acides gras afin de limiter la
teneur des contaminants réactifs avec le 9-anthryldiazométhane.

36 souches bactériennes ont été analysées : les 18 especes bactériennes
isolées de cultures de P. lima, les 12 especes isolées des prélévements de Dinophysis et les 4
souches isolées préalablement dans le laboratoire et présumées toxinogénes (Rausch de
Traubenberg, 1993). Trois de ces derniéres ont été identifites comme appartenant a une
méme nouvelle espéce de Roseobacter, R. algicola. Deux souches de Roseobacter, R litoralis
et Roseobacter denitrificans gracieusement données a notre laboratoire par le Dr. Gauthier,
INSERM Nice, ont donc été choisies comme témoins. Aucun des extraits de cultures
bactériennes ne présentait d'AO ou de DTX-1.

Dans ces conditions d’expériences, nous avons par contre observé, pour tous
les échantillons, un pic d'élution présentant un temps de rétention trés proche de celui du
standard d'AO (chromatogrammes 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) qui pouvait étre responsable de la prise
en compte de faux positifs.

Cette substance est assez commune puisqu'elle était également présente chez
les bactéries témoins Roseobacter litoralis (chromatogramme 6) et denitrificans. Ces bactéries
marines aérobies, roses pigmentées, qui contiennent de la chlorophylle a (Shiba, 1991) et le
cytochrome c-551 (Okamura et al., 1984), appartiennent a la branche a des protéobactéries
comme les souches MI4, Ff2 et Ff3 (Lafay et al., 1995).

Ces résultats soulignent 'importance du controle des activités du gel de silice et

de la phase mobile lors de lanalyse chimique des phycotoxines diarrhéiques par cette
méthode HPLC.

25



La variabilit¢ chimique des échantillons biologiques est également un facteur
important qui doit étre pris en compte dans cette méthode de dosage par HPLC. La DTX-3,
par exemple, ne peut étre analysée directement par HPLC comme un dérivé anthracéne et doit
étre d’abord convertie en AO ou DTX-1 par hydrolyse alcaline (Yasumoto et al,, 1989). De
méme les diols esters des toxines diarrhéiques ne peuvent étre analysés par cette méthode
HPLC apres dérivatisation au 9-anthryldiazométhane, mais peuvent étre dosés par les
techniques de spectrométrie de masse.

Confirmation des résultats sur la souche Roseobacter algicola par LC-MS

La combinaison de I'HPLC et de la spectrométrie de masse a émission ionique
est pour f'instant la méthode d'analyse des toxines diarrhéiques phytoplanctoniques la plus
sensible et la plus rapide (Pleasance et al,, 1992 ; Quilliam, 1995). En plus d'une trés haute
sensibilité et sélectivité, elle fournit en mode MS-MS des informations structurales utiles pour
la confirmation des toxines et pour l'identification de dérivés ou de nouvelles toxines. Elle nous
a ainsi permis de vérifier 'absence de dérivés tels les diol - esters (masse moléculaire
929.7) de I'AO (masse moléculaire 805.7) et de la DTX1 (masse moléculaire 819.7) dans
les extraits bactériens (chromatogrammes 9, 10).

Tests biologiques sur les cultures bactériennes

Les fractions dichlorométhane des extraits bactériens, qui contiennent la
substance contaminante, ont été injectées aux souris a des concentrations équivalentes a 7
unités souris d’acide okadaique, c’est-a-dire 7 fois 4 ug dAO (Yasumoto, T., 1981). Un extrait
si concentré, en supposant que la substance contaminante présente une toxicité égale a celle
de l'acide okadaique, aurait d(i induire des taux de mortalités élevés chez les souris. Or les
tests sur les fractions des cultures bactériennes, notamment celles de Roseobacter algicola se
sont tous révélés négatifs. Cette substance contaminante, dont le pic d’élution se
superpose a celui de I'AO lors des analyses HPLC (méthode de Lee et al.,, 1987) n’a pas
d’activité toxique sur les souris.

Les phases hexane et méthanol/eau ont également été testées et se sont elles
aussi révélées non toxiques sur souris, il N’y avait donc pas non plus de substance toxique
parmi les composés apolaires (phase hexane) ou ceux de forte polarité (phase méthanol/eau).
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Chromatogramme 1 : Standard d'acide okadaique (AO).
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Chromatogramme 2 : Cultures de bactéries associées (5T;) & Dinophysis sacculus
(baie de Vilaine).
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Chromatogramme 3 : Bactéries associées (5T,) a Dinophysis sacculus (baie de Vilaine)
+ standard interne d'acide okadaique.
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Chromatogramme 4 : Bactéries associées (1C,) a Dinophysis acuminata (Concarneau).
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Chromatogramme 5 : Extraits de cultures de la souche bactérienne "Ff3" isolée de
Prorocentrum lima.
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Chromatogramme 6 : Extraits de cultures de Roseobacter litoralis.
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Chromatogramme 7 : Extraits de cultures de bactéries associées a Prorocentrum lima

(PL4V, Vigo).
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Chromatogramme 8 : Extraits de cultures de bactéries associées & Prorocentrum lima
(PL2V, Vigo).
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Chromatogramme 9 : LC-MS chromatogramme d'un standard d'AO.
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Chromatogramme 10 : LC-MS chromatogramme : extrait purifié de culture de
Roseobacter algicola (FF3).
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IV. = CONCLUSION: ET. PERSPECTIVE - -

Les dosages par chromatographie liquide avec détection fluorimétrique des
dérivés anthracénes de l'acide okadaique et de la DTX-1 ont établi I'absence de ces
polyéthers toxiques dans les extraits de cultures bactériennes provenant des micro—
organismes associés a Prorocentrum lima (PL4V, PL2V), a Dinophysis sacculus (baie de
Vilaine) et a Dinophysis acuminata (Concarneau). La toxicité de la souche Roseobacter
algicola préalablement affirmée (Rausch de Traubenberg, 1993) n’a pas été retrouvée dans
nos analyses.

Nos mesures ont par contre mis en évidence la présence d'un composé ayant
une fonction carboxylique disponible, dont le pic d'élution est trés proche de celui de l'acide
okadaique. La faible discrimination entre ces deux pics peut étre responsable de la prise en
compte de faux positifs. La modification de la polarité de la phase mobile et I'utilisation de
standard interne ont permis une meilleure sélection.

Ces résultats ont été confirmés et complétés par les analyses réalisées en
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse a détection ionique. Cette
méthode a en effet permis de vérifier I'absence des nombreux dérivés de l'acide okadaique
dont le groupement carboxy! est déja bloqué dans une liaison ester qui ne peuvent dés lors
étre détecter par la méthode classique d’analyse par HPLC des phycotoxines diarrhéiques. La
LC-MS est pour linstant P'outil analytique le plus performant, il permet de quantifier de l'ordre
du ppb la plupart des phycotoxines. En mode MS/MS il permet de démasquer les formes
contaminantes et au contraire de détecter les formes isomeres ou dérivées des toxines
recherchées.

Ces travaux ont démontré l'absence d'une toxinogenése bactérienne autonome
chez les bactéries analysées associées a Prorocentrum lima, Dinophysis sacculus et D.
acuminata dans les conditions d'expériences. lIs s’inscrivent donc dans la lignée des résultants
contestant I'hypothése bactérienne dans le cas de la production des toxines DSP (Hu et al,,
1993 ; Yasumoto, comm. pers., Kodama, comm. pers.).

Quant a Pétude de la diversité microbienne associée aux efflorescences algales
toxiques, elle pose, en plus des problémes usuels de I'’étude du milieu marin, des problémes
trés spécifiques, parmi lesquels peuvent étre cités, I'absence d’'un concept d’espéce chez les
bactéries, le manque d’efficacité des méthodes d’inventaires traditionnelles et finalement la
capacité d'adaptation ou d’évolution rapide des organismes bactériens. Dans ces conditions,
une étude de la biodiversité des bactéries associées aux dinoflagellés producteurs de DSP,
doit a la fois développer des concepts permettant de représenter les communautés
bactériennes et des méthodes permettant la mise en oeuvre de tels concepts. Ce travail, dans
son ampleur, s’inscrit dans le cadre de programmes internationaux et interdisciplinaires, il
dépasse les objectifs fixés de 'lIFREMER pour ce projet puisque I'implication de bactéries dans
le phénomeéne de production des toxines diarrhéiques n’a pas été confirmée.

Cependant, vues les répercussions cruciales sur la qualité du milieu et la
salubrité des coquillages, d’'une toxinogenése bactérienne de type DSP, lanalyse des
cinétiques de production des toxines diarrhéiques par Prorocentrum lima sera faite sur des
cultures rendues axéniques par traitement aux antibiotiques et comparée a celles renfermant
une importante microflore.

Cette prochaine étude intégrera la mesure des nouveaux composés polaires,
les DTX4 (Hu et al, 1995), précurseurs de 'AO et des dinophysitoxines dans les cellules
planctoniques, afin de définir le réle des bactéries dans I'hydrolyse de ces esters trisulfatés en
AQO et en dinophysitoxines.
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