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1. Etat de l’art et contexte du projet de recherche 

Le phytoplancton est un compartiment fondamental du réseau trophique dans l'écosystème marin. 
Certaines espèces phytoplanctoniques, appartenant majoritairement aux groupes des dinoflagellés et 
des diatomées, sont capables de produire des toxines qui sont soit directement nocives pour les 
animaux aquatiques soit accumulées, sans dommage apparent, par les mollusques filtreurs (Smayda, 
1997, Belin et al, 2021). Ces derniers deviennent eux-mêmes toxiques pour l’Homme provoquant, 
selon les toxines en cause, des amnésies, des diarrhées ou des paralysies (troubles nerveux pouvant 
conduire au décès dans des cas aigus d’intoxications). Les microalgues productrices de toxines 
couvrent une grande variété de genre ou espèces d’organismes (Tableau 1).  

Tableau 1. Familles de phycotoxines et microalgues toxiques associées pour les espèces où la production toxinique 
a été prouvée. Les groupes de toxines dont les effets chez l’homme se sont avérés sont en caractères gras ; le 
syndrome dont souffrent les êtres humains est désigné dans la deuxième colonne (ALS: sklerose latérale 
amyotrophique, ASP: intoxication amnésique par les mollusques, AST: toxicité d’aérosol, AZP: intoxication par 
azaspiracide, CFP: empoisonnement ciguaterique par les coquillages, CPT: clupeotoxisme, DTT: dermotoxicité, 
HPT: hépatotoxicité, NSP: empoisonnement neurotoxique par les coquillages, PSP: intoxication par phycotoxine 
paralysante), les autres toxines sont désignées par pep = pas d’effet prouvé (Lassus et al., 2016) 
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Au niveau international, les efflorescences des microalgues toxiques sont de plus en plus fréquentes 
et connaissent une expansion inquiétante (Sournia et al., 1991 ; Hallegraeff, 1993 ; Glibert et al., 2014 ; 
T. J. Smayda, 2002 ; Wells et al., 2015 ; Lassus et al., 2016 ; Berdalet et al., 2016 ;). Sur le littoral français 
métropolitain, la présence des espèces toxiques est connue depuis les années 1980 (Masselin et al., 
2000 ; Laabir et al., 2007 ; Laabir et al., 2011 ; Genovesi et al., 2013 ; Belin, Soudant, & Amzil, 2021). 
Afin de protéger le consommateur, l’IFREMER a mis en place en 1984, un réseau de surveillance du 
phytoplancton et des phycotoxines (REPHY) pour dénombrer les espèces toxiques et suivre la 
contamination des coquillages afin de fournir à l’administration les données permettant de prendre 
les mesures de gestion adaptées pour protéger la santé des consommateurs de coquillages. Dans la 
lagune de Thau, sont présentes essentiellement des espèces appartenant aux genres Alexandrium, 
Dinophysis (dinoflagellés) et Pseudo-nitzschia (diatomée) pouvant entraîner respectivement des 
intoxications de type PSP, DSP et ASP (Belin et al., 2021). 

1.1. Syndrome PSP (Paralytic Shellfish Poisoning) et Alexandrium 

Les toxines, associées au syndrome PSP (Paralytic Shellfish Poisoning) ont été décrites au XVIIème siècle 
(Halstead, 1967). Ces toxines, dont on dénombre aujourd’hui plus de trente analogues, ont comme 
base commune la saxitoxine. Cette neurotoxine qui représente le groupe le plus dangereux en matière 
de toxicité est classée « arme biologique » en France. Ces toxines sont produites notamment par des 
microalgues appartenant aux genres Alexandrium et Gymnodinium (Tableau 1) mais aussi par des 
cyanobactéries, notamment en eau douce. En France, les toxines paralysantes (Paralytic Shellfish 
Toxin, PST) ont été observées pour la première fois en 1988 sur les côtes atlantiques, en Bretagne dans 
les Abers (Erard-Le Denn, 1991). Puis elles ont été détectées en 1998 sur les côtes méditerranéennes 
dans l’étang de Thau (Masselin et al., 2000 ; Genovesi et al., 2011 ; Laabir et al., 2013).  

Dans la lagune de Thau, bien qu’Alexandrium pacificum (dénommé Alexandrium catenella jusqu’en 
2014 (John et al., 2014)) ait été formellement identifié suite au bloom de 1998 grâce à la morphologie 
de sa thèque et son ribotype (Lilly et al., 2002), la reconnaissance des espèces impliquées dans ces 
efflorescences récurrentes depuis 1998 n’était pas résolue de façon définitive sur la simple base de la 
systématique classique car à l’évidence plusieurs types morphologiques d’Alexandrium semblaient 
exister, voire coexister lors des différents blooms. Enfin, les modes de colonisation potentiellement 
envisagés laissaient entrevoir la possibilité de souches d’origine diverse. C’est dans ce contexte que 
l’isolement de cellules végétatives et de kystes pour réaliser des cultures monoclonales afin de 
ribotyper les individus a permis de décrire les deux espèces A. pacificum et A. tamarense dans les 
échantillons environnementaux (Masseret et al., 2010 ; Genovesi et al., 2011). 

Parmi l’ensemble des résultats acquis dans le cadre du REPHY sur la période 1998-20211 dans la lagune 
de Thau, des efflorescences du genre Alexandrium caractérisées par des dépassements du seuil 
d’alerte REPHY (1000 Cell/L) ont été détectées dans les zones d’élevage aux points « Bouzigues (a) » et 
« Marseillan (a) » (Figure 1 en haut) pour 17 des 24 années suivies. Elles sont observées principalement 
au cours des mois de mai à décembre (Figure 1). Un gradient décroissant de la durée et de la fréquence 
des épisodes d’efflorescences à Alexandrium est observé d’Est en Ouest entre les points « Crique de 
l’Angle », « Bouzigues (a) » et « Marseillan (a) » (cf. pg.4 pour la localisation des points). 

Des teneurs en toxines paralysantes (supérieures à la limite de détection) ont été mesurées dans les 
coquillages des points « Bouzigues (a) » et « Marseillan (a) » de 1998 à 2021 dans le cadre du Réseau 

 
1 REPHY - French Observation and Monitoring program for Phytoplankton and Hydrology in coastal waters 
(2022). REPHY dataset - French Observation and Monitoring program for Phytoplankton and Hydrology in 
coastal waters. Metropolitan data. SEANOE. https://doi.org/10.17882/47248 
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de Surveillance des Phycotoxines dans les organismes marins REPHYTOX2 (Figure 1 en bas). Sur les onze 
épisodes d’efflorescences à Alexandrium survenus en fin d’année, entre septembre et décembre, neuf 
ont provoqué un dépassement du seuil réglementaire (800 µg éq STX/kg de chair totale) en PST dans 
les coquillages. Les épisodes d’efflorescences d’Alexandrium qui ont eu lieu au printemps/été n’ont 
jamais engendré de dépassement du seuil réglementaire en toxines dans les coquillages. Cette 
saisonnalité de la toxicité des coquillages est fonction de la proportion des espèces d’Alexandrium au 
sein des efflorescences. Les deux espèces d’Alexandrium décrites dans la lagune de Thau sont A. 
pacificum (toxique) majoritairement observée à l’automne et d’A. tamarense (souches décrites à Thau 
non toxiques) potentiellement présent le reste de l’année (Genovesi et al., 2011). Elles ne peuvent pas 
être formellement distinguées dans le cadre des observations réalisées au microscope optique dans le 
cadre du REPHY. 

Sur les 9 épisodes de dépassement du seuil réglementaire en PST dans les coquillages, un seul, en fin 
d’année 1998, concerne les deux points de surveillance et 8 concernent uniquement le point 
« Bouzigues (a) » (années 2017, 2016, 2015, 2007, 2004, 2003, 2001 et 1999, Figure 1 en bas). 

 

Figure 1. Résultats REPHY des observations des espèces du genre Alexandrium dans l’eau (en haut) et résultats 
REPHYTOX des concentrations PST dans les coquillages (en bas) de 1998 à 2021 aux points de suivi des zones 
d’élevage de la lagune de Thau. En rouge, au moins une observation, dans le mois, supérieure au seuil; en vert, 
au moins une observation inférieure au seuil ; en gris pour le REPHY: absence de cellule détectée dans le mois. 

 
2 REPHYTOX - French Monitoring program for Phycotoxins in marine organisms (2022). REPHYTOX dataset. 
French Monitoring program for Phycotoxins in marine organisms. Data since 1987. SEANOE. 
https://doi.org/10.17882/47251 
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1.2. Syndrome DSP (Diarrehic Shellfish Poisoning) et Dinophysis 

Ce syndrome diarrhéique connu sous le nom anglo-saxon de DSP (Diarrehic Shellfish Poisonning) a été 
décrit pour la première fois en 1961 au Pays Bas. Les toxines le plus souvent impliquées sont l’acide 
okadaïque (AO) et ses dérivés (dinophysistoxines). En France, le risque principal est essentiellement 
constitué des contaminations dues au groupe de l’acide okadaïque et des dinophysistoxines : DTX-1 à 
3 (Amzil et al, 2006; Amzil et al., 2007; Caruana et Amzil, 2018). 

Dans la lagune de Thau, la microalgue responsable du syndrome DSP a été identifié comme étant 
Dinophysis spp. Ce dinoflagellé est très régulièrement observé dans la lagune de Thau, ce qui conduit 
à un nombre élevé d’alertes REPHY dont le seuil est atteint dès la présence de Dinophysis (Figure 2, en 
haut). A l’Ouest de la zone d’élevage, le point « Marseillan (a) » est moins fréquemment exposé à sa 
présence que les deux autres points situés à l’Est (Figure 2 en haut) sur la période 1998-2021. Le risque 
lié à la présence de Dinophysis tend à s’accroitre : i) depuis 2008, les efflorescences ont augmenté en 
fréquence au point « Marseillan (a) », ii) depuis les années 2013-2014, la période de présence de 
Dinophysis aux points « Bouzigues (a) » et « Crique de l’Angle », semble s’étendre et couvrir toute 
l’année alors qu’elle était précédemment d’avril à décembre.  

Dans les moules, trois épisodes toxiques caractérisés par des dépassements du seuil réglementaire 
(160 µg éq AO/kg de chair totale) dans le mois ont été mesurés au point « Bouzigues (a) » en juin 2014 
(maximum de 239 µg éq AO/kg de chair totale) et mai 2021, ainsi qu’au point « Marseillan (a ») en 
novembre 2018 (195 µg éq AO/kg de chair total). De 2010 à 2021, le seuil réglementaire (Figure 2, en 
bas) et le ½ seuil réglementaire n’ont jamais été atteint dans les huîtres de la lagune de Thau. 
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Figure 2. Résultats REPHY des observations des espèces du genre Dinophysis dans l’eau (en haut) de 1998 à 2021 
et résultats REPHYTOX des concentrations en lipophiles (DST) dans les coquillages (en bas) de 2010 à 2021 aux 
points de suivi des zones d’élevage de la lagune de Thau. En rouge, au moins une observation, dans le mois, 
supérieure au seuil; en vert, au moins une observation inférieure au seuil ; en gris pour le REPHY: absence de 
cellule détectée dans le mois. Les résultats du bio-essai sur la fraction hépatopancréas avant 2010 ne sont pas 
représentés sur le graphe. 

1.3. Syndrome ASP (Amnesic Shellfish Poisoning) et Pseudo-nitzschia 

Le syndrome ASP (Amnesic Shellfish Poisoning) a été mis en évidence pour la première fois au Canada 
en 1987 dans l’Ile du Prince Edouard (Bates et al., 1989). Cette quasi unique intoxication répertoriée 
au monde a concerné 107 personnes dont 22 ont dû être hospitalisées pour des symptômes graves. 
Quatre d’entre elles sont décédées (personnes âgées de 71 à 84 ans). La toxine incriminée est l’acide 
domoïque produit par des diatomées du genre Pseudo-nitzschia. 

En France métropolitaine, les toxines amnésiantes, en relation avec les espèces Pseudo-nitzschia 
toxiques, ont été mises en évidence en 1999 (Amzil et al, 2001). La diatomée Pseudo-nitzschia est 
observée régulièrement dans la lagune de Thau tout au long de l’année et dans toutes les zones 
conchylicoles (Figure 3, en haut). Les dépassements du seuil d’alerte sanitaire REPHY (100 000 Cell/L) 
dans la zone d’élevage sont plus fréquemment observés entre avril et septembre, et sont plus rares 
sur « Marseillan (a) » que sur « Bouzigues (a) » ou « Crique de l’Angle ». Bien que des espèces du genre 
Pseudo-nitzschia soient présentes une grande partie de l’année au-dessus du seuil de déclenchement 
d’alerte REPHY, aucun dépassement du seuil réglementaire en toxine ASP (20 mg/kg de chair totale) 
n’a été mesuré dans les coquillages des points « Marseillan (a) » et « Bouzigues (a) » depuis 1998 
(Figure 3, en bas). Dans la lagune de Thau, c’est actuellement le risque toxinique le moins 
problématique des trois familles de toxines réglementées suivies. 
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Figure 3. Résultats REPHY des observations des espèces du genre Pseudo-nitzschia dans l’eau (en haut) et résultats 
REPHYTOX des concentrations ASP dans les coquillages (en bas) de 1998 à 2021 aux points de suivi des zones 
d’élevage de la lagune de Thau. En rouge, au moins un résultat, dans le mois, supérieur au seuil; en vert, au moins 
un résultat inférieur au seuil ; en gris pour le REPHY: absence de cellule détectée dans le mois. 
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2. Objectif général de l’étude 

Depuis le 01/01/2019, la zone de production conchylicole n°34.39 « Lotissements conchylicoles de la 
lagune de Thau » est découpée par arrêté Préfectoral (DDTM34 n°2018/01/1448) en deux zones 
distinctes, les zones 34.39.01 et 34.39.02, correspondant aux secteurs conchylicoles de « Bouzigues » 
et « Mèze-Marseillan », afin de permettre une gestion sectorisée de l’activité conchylicole en cas 
d’épisode de contamination microbiologique de la lagune de Thau. En raison de l’impact croissant des 
épisodes de contamination par les phycotoxines sur l’activité conchylicole, les services gestionnaires 
des risques sanitaires souhaitent évaluer la possibilité de généraliser la stratégie de sectorisation de la 
lagune aux crises toxiniques.  

Cependant, si la stratégie REPHY de surveillance du risque phycotoxinique - basée sur le suivi des 3 
lieux de surveillance « Crique de l’Angle », « Bouzigues (a) » et « Marseillan (a) » (Figure 4) - est adaptée 
à l’évaluation d’un tel risque à l’échelle de la lagune, elle ne permet pas une évaluation de ce risque 
de manière différenciée dans les deux zones de production de la lagune. Afin d’émettre un avis sur une 
éventuelle gestion sectorisée du risque phycotoxinique, et proposer un protocole d’alerte REPHY-
REPHYTOX adapté, il était indispensable d’acquérir des connaissances approfondies de la dynamique 
de contamination des coquillages exploités dans la lagune par les toxines lipophiles et PST. Devant la 
très faible incidence de la contamination à l’acide domoïque (AD/ASP) dans la lagune de Thau, cette 
toxine n’a pas été incluse dans le champ de cette étude. 

En effet, les résultats des suivis REPHY et REPHYTOX montrent que le développement des espèces 
toxiques des genres Dinophysis et Alexandrium (A. pacificum et A. tamarense) est hétérogène dans le 
temps et dans l’espace dans la lagune de Thau. Bien que des proliférations de Dinophysis et 
Alexandrium soient régulièrement observées dans la lagune, les dépassements des seuils 
réglementaires dans les coquillages pour les toxines sont rares sur la période 1998-2021. Ils ne 
concernent quasi exclusivement que les toxines paralysantes (PST) liées à la présence de l’espèce 
toxique Alexandrium pacificum. La forte variabilité des vents et de la modification rapide des cellules 
de circulation engendrées par ces vents, rendent difficile l’anticipation de la dissémination dans la 
lagune des blooms d’Alexandrium. L’évaluation du risque sanitaire lié aux phycotoxines dans la lagune 
de Thau implique de pouvoir anticiper le dépassement des seuils sanitaires en toxines dans les animaux 
d’élevage. 

Pour comprendre ces cinétiques de contaminations dans la lagune de Thau, au-delà de l’observation 
du phytoplancton toxique (selon le protocole REPHY) il est nécessaire d’accroître nos connaissances 
sur la dynamique de dissémination de ces algues toxiques (Dinophysis et Alexandrium pacificum). Dans 
cette optique, l’étude SECTOX propose : 

⮚ D’évaluer la prévalence de ces espèces toxiques dans la colonne d’eau toute l’année et pas 
seulement au moment des blooms. En effet, de nombreux travaux ont montré que ces espèces 
peuvent migrer dans la colonne d’eau en fonction des conditions hydrologiques mais aussi en 
fonction des conditions écologiques notamment : l’accès aux nutriments, l’évitement en tant 
que proies, à la compétition avec d’autres espèces, aux effets allélopathiques (Genovesi et al., 
2013 ; Laabir et al., 2013; Laanaia et al., 2013 ; Smida et al., 2012; Brandenburg et al., 2017). 
L’utilisation de technique de biologie moléculaire telle que l’amplification par PCR quantitative 
(Quantitative Polymerase Chain Reaction : qPCR) est un outil de diagnostic permettant de 
détecter et de quantifier des espèces phytoplanctoniques cibles grâce à des amorces 
spécifiques. De plus, elle permet d’analyser d’un nombre important d’échantillons en peu de 
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temps. Cet outil se révèle particulièrement performant pour les espèces toxiques rencontrées 
régulièrement dans nos milieux. 

⮚ D’identifier, dans le cas d’Alexandrium, les sites préférentiels d’accumulation des kystes de 
résistance qui jouent un rôle important dans l’initiation mais aussi dans le maintien des blooms 
(Genovesi et al., 2009 ; Ishikawa et al., 2014 ; Shin et al., 2014 ; Triki et al., 2014 ; Mardones et 
al., 2016 ; Lau et al., 2017). Comme pour le phytoplancton, la technique de qPCR pour la 
détection des kystes d’Alexandrium sera mise en œuvre. 

⮚ De réaliser un suivi de la contamination par les phycotoxines des mollusques bivalves 
(Crassostrea gigas et Mytilus galloprovincialis). 

Concernant les toxines paralysantes (PST), le protocole utilisé pour cette étude repose sur un suivi 
de contamination selon le test qui était officiellement pratiqué en France et en Europe au moment 
de l’étude ; c’est-à-dire le bioessai sur souris, validé au niveau international. Il est décrit dans la 
méthode du LNR « biotoxines marines » de l’Anses. Cependant, sa limite de détection est 
relativement élevée : 350 µg éq STX/kg de chair totale, soit presque la moitié du seuil de sécurité 
réglementaire qui est de 800 µg éq STX/kg. Il ne permet pas un suivi de la cinétique de 
contamination et de décontamination pour de faibles teneurs en toxines. En outre, cette méthode 
ne permet pas de déterminer le profil toxinique. Ainsi des analyses physico-chimiques par 
chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) ont été 
menées pour identifier et quantifier formellement les toxines paralysantes dans les matrices 
biologiques (phytoplancton, coquillages). 

Concernant les analyses des toxines lipophiles, le protocole repose sur la méthode chimique 
officielle au niveau européen et relayée au plan national par le LNR « biotoxines marines » de 
l’Anses. Il s’agit également d’une analyse physico-chimique réalisée par LC-MS/MS. 

⮚ En complément, le projet s’appuie sur un suivi des toxines dissoutes dans l’eau en utilisant des 
échantillonneurs passifs SPATTs (Solid Phase Adsorption Toxins Tracking). Ces SPATTs 
contiennent une résine qui permet de concentrer les toxines dissoutes afin de les doser ensuite 
par analyse chimique (MacKenzie et al., 2004 ; Fux et al., 2008 ; Fux et al., 2009 ; Li et al., 2011 ; 
MacKenzie, 2010 ; Zendong et al., 2014 ; Li et al., 2016). L’objectif est de mieux appréhender 
la dispersion géographique de ces toxines mais aussi de mieux évaluer les contaminations 
croisées des bivalves à la fois par le phytoplancton toxique et les toxines dissoutes. 

Les résultats de cette étude avaient pour objectif 1) d’apporter des éléments de réponse aux 
gestionnaires quant à la possibilité de la mise en place d’une gestion sectorisée du risque de 
contamination par des phycotoxines dans l’étang de Thau, et 2) le cas échéant d’envisager une 
évolution du protocole de suivi REPHY/REPHYTOX actuel.  

En complément de cette étude, une campagne de prélèvements de sédiments a été réalisée en février 
2021 dans le cadre du projet SECTOX 2 afin d’identifier la présence de kystes d’Alexandrium dans la 
lagune de Thau et mettre en évidence la présence de zones à risque d’émergence. Les résultats de 
cette campagne seront restitués ultérieurement. 
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3. Méthodologies mises en œuvre 

3.1. Stratégie d’échantillonnage 

3.1.1 Localisation des points d’échantillonnage 

En complément des trois stations de suivi REPHY actuelles (Crique de l’Angle, Bouzigues (a) et 
Marseillan (a)), dix points d’échantillonnage supplémentaires de prélèvement d’eau et de coquillages 
et de d’immersion de capteurs passifs de toxines (SPATTs) ont été choisis sur les trois zones 
conchylicoles exploitées (Figure 4). 

Ces points de prélèvement sont : 

 Les points BZ01 et BZ02, complémentaires de la station « Bouzigues (a) » du suivi REPHY-
REPHYTOX. Ils doivent permettre de suivre la propagation des proliférations toxiques au 
départ de la Crique de l’Angle. Ces points supplémentaires ont été choisis pour vérifier si 
« Bouzigues (a) » se révèle bien être une station « sentinelle » REPHY/REPHYTOX de la zone 
conchylicole n°34.39.01 de Bouzigues. 

 Les points BZ03, BZ04, BZ05, MM06, MM07 et la « table Ifremer » ont été positionnés pour 
détecter la présence de microalgues toxiques dans le secteur central de l’étang. La 
comparaison des résultats acquis sur les points MM06, MM07 doit également permettre 
d’identifier le point le plus sensible à suivre dans le cadre du REPHY dans ce secteur de la zone 
n°34.39.02 de Mèze-Marseillan. 

 Les points MM10, MM11 et MM12 ont été choisis afin de surveiller et d’étudier la circulation 
et les proliférations des microalgues toxiques dans le secteur Sud-Ouest de l’étang. Ces points 
doivent également permettre de vérifier que la station « Marseillan (a) » est bien une station 
« sentinelle » REPHY/REPHYTOX de la zones conchylicoles n°34.39.02 de Mèze-Marseillan. 

3.1.2 Fréquence d’échantillonnage 

Pour cette étude, la fréquence d’échantillonnage de l’eau et des coquillages a été calquée sur le 
protocole de suivi REPHY, c’est-à-dire un échantillonnage tous les quinze jours en période d’absence 
attendue d’espèces toxiques et un échantillonnage hebdomadaire en période à risque de prolifération 
de microalgues toxiques. La température et la salinité de l’eau ont également été suivies in situ à l’aide 
de sondes multi-paramètres. 
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Figure 4. Localisation des stations d’échantillonnage REPHY Crique de l’Angle (rond bleu), REPHYTOX (ronds orangers), onze stations supplémentaires pour analyses eau et 
coquillages (ronds verts) ; 6 stations supplémentaires pour analyses des toxines dissoutes dans l’eau – SPATTs (étoiles rouges). 
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3.2. Suivi du plancton toxique dans l’eau 

Le plancton toxique dans l’eau a été suivi selon 3 protocoles différents couplant deux méthodes de 
prélèvements de l’eau et deux méthodes de dénombrement du plancton. 

3.2.1. Protocole REPHY : prélèvement via la bouteille Hydrobios® en surface et 
dénombrement et identification microscopique selon la méthode Utermöhl 

L’eau de Thau a été prélevée à l’aide d’une bouteille de prélèvement verticale Hydrobios® en sub-
surface, puis les dénombrements des espèces toxiques dans l’eau ont été réalisés d’après le protocole 
REPHY en vigueur. Brièvement, le flacon d’un litre d’eau « brute » a été transféré dans une glacière 
pour le transport. Au laboratoire, un aliquot de 10 mL a été placé dans une chambre de lecture à 
plancton (Hydrobios) puis fixé par une goutte de lugol. Le dénombrement complet de la chambre et 
l’identification microscopique des microalgues ont été réalisés selon la méthode Utermöhl (Utermöhl, 
1931) avec un microscope inversé “Zeiss Axio Observer”. 

3.2.2. Prélèvement de l’ensemble de la colonne d’eau au filet à plancton, dénombrement et 
identification microscopique selon la méthode Utermöhl 

Des prélèvements ont été effectués à l’aide d’un filet à plancton de maille 20 µm par relevage vertical 
du filet, du fond vers la surface (Figure 5).  

 

Figure 5. Prélèvement de plancton au filet. 

La quantité d’eau filtrée a été estimée en fonction du diamètre du filet et à la hauteur d’eau mesurée 
par un sondeur à main PLASTIMO. Selon la hauteur de la colonne d’eau, entre 300 et 800 litres ont été 
échantillonnés et concentrés dans 50 mL. Pour chaque prélèvement, le concentrat a été transféré dans 
un tube Falcon puis conservé sur le bateau en enceinte isotherme à 4°C. Au laboratoire, un aliquot de 
1 mL de concentrat a été placé dans une chambre de lecture à plancton (Hydrobios). La chambre a été 
complétée par de l’eau de mer filtrée jusqu’au volume de 10 mL puis l’échantillon a été fixé par une 
goutte de lugol. Les dénombrements et identifications des espèces toxiques dans l’eau ont ensuite été 
réalisés selon la méthode Utermöhl (Utermöhl, 1931) avec un microscope inversé “Zeiss Axio 
Observer”. 
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3.2.3. Prélèvement de l’ensemble de la colonne d’eau au filet à plancton et dénombrement 
par PCR quantitative (qPCR) 

Des prélèvements en triplicats ont été effectués à l’aide du filet selon la méthode décrite au 
paragraphe précédent. L’estimation quantitative du nombre de cellules des espèces toxiques cibles 
présentes dans l’eau a ensuite été réalisée par qPCR). Cette technique a été développée au laboratoire. 

3.2.3.1. Extraction et purification des acides nucléiques 

Au laboratoire (pas plus de 4h après le prélèvement), 10 mL de concentrat ont été filtrés sur une 
membrane en polycarbonate de porosité 10 μm. Après la filtration, les filtres ont été déposés dans une 
solution contenant 500μL de tampon d’extraction (10mM Tris-Base, pH8, 100mM NaCl, 25mM EDTA 
dihydrate, 0.5% SDS, 0.1mg/mL protéinase K). Après 30 secondes d’agitation (vortex), les échantillons 
ont été incubés pendant 18h à 60°C. Les acides nucléiques ont ensuite été purifiés par la méthode au 
phénol/chloroforme selon la méthode décrite dans le Current protocols3. Les culots d’ADN, repris dans 
100 µL d’eau ultrapure, ont été quantifiés puis conservés à 4°C avant les amplifications par qPCR. La 
concentration et la pureté des ADN ont été mesurées au spectrophotomètre NanoDrop®. 

3.2.3.2. Amplification PCR 

La recherche de la présence d’ADN des espèces de phytoplancton toxique dans l’ADN environnemental 
a été réalisée par PCR quantitative sur un LightCycler® 480 (Roche) en utilisant des amorces 
spécifiques permettant d’amplifier des fragments cibles des gènes codant pour les ARN ribosomiques 
et l’ITS (Internal transcribed spacer) : 

- En ce qui concerne Dinophysis spp., le fragment cible est un fragment partiel situé au niveau 
du gène codant pour l’ARNr de la grande sous-unité ribosomale LSU dans la région D1-D2. 
Cette portion du gène codant pour rDNA LSU a été amplifié en utilisant l’amorce sens LSU 1F 
modifiée dans le cadre de ce projet (5’-GGATTGGTTGCTGCCACAAC-3’) et l’amorce anti-sens 
DIN_R (5′-CTTACGCACAAGCATAAC-3’) (Kavanagh et al., 2010). En effet, l’amorce sens DIN_F 
décrite par Kavanagh et al. (2010) n’a pas permis d’obtenir des amplifications spécifiques. 

- En ce qui concerne les deux espèces d’Alexandrium pacificum et Alexandrium tamarense, le 
fragment cible est un fragment partiel situé au niveau du gène codant pour l’ARNr de la grande 
sous-unité ribosomale 18S – 28S rRNA ITS. Il a été amplifié, pour l’espèce toxique A. pacificum 
grâce aux amorces sens Acat (5’TGATATTGTGGGCAACTGTAA-3’) et anti-sens Acatam (5’-
AACATCTGTTAGCTCACGGAA-3’) (Genovesi et al., 2011) et pour l’espèce nontoxique A. 
tamarense grâce aux amorces sens Atam (5’-TGGTAATTCTTCATTGATTACAATG-3’) et anti-sens 
Acatam (5’-AACATCTGTTAGCTCACGGAA-3’) (Genovesi et al., 2011).  

Chaque réaction d’amplification par PCR contenait 1 μL de matrice ADN, 1,2 μL de chaque amorce 
(3,33 μM) et 5 μL de mélange réactionnel (SYBR Green Master Mix 2x contenant les DNTPs et l’ADN 
polymérase) dans un volume total de 10 μL. Chaque cycle de qPCR était constitué de : 5 min à 95°C 
(dénaturation initiale) et 45 cycles de 10 s à 95°C (dénaturation) ; 10 s à 58°C pour A. pacificum et A. 
tamarense et 55°C pour Dinophysis (hybridation) ; et 10 s à 72 °C (élongation). Les courbes de fusion 
sont générées entre 95°C et 65°C. La quantification des microorganismes a été réalisée avec des 
courbes d’étalonnage en utilisant des ADN des souches de références Dinophysis sacculus, Dinophysis 
acuminata, Alexandrium pacificum ACT03 et Alexandrium tamarense ATT07 Pour produire des courbes 
standards, la valeur logarithmique de la concentration en ADN a été comparée à la valeur du point de 
croisement (Cp) donnée par l’appareil LightCycler 480. Le nombre théorique de cellules présentes par 

 
3 https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/0471142905.hga03cs00 
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litre d'eau de mer a été calculé à partir de la relation qui existe entre la quantité d’ADN amplifié (Ct) et 
le nombre de cellules de références extraites correspondantes (équiv. Cellules). 

3.3. Suivi des toxines dans l’eau et dans les coquillages 

3.3.1. Profil toxinique du phytoplancton 

Les analyses toxiniques des prélèvements phytoplanctoniques ont été effectuées uniquement sur les 
échantillons contenant des cellules d’espèces phytoplanctoniques toxiques connues. Les analyses ont 
été effectuées sur des culots cellulaires issus d’échantillons d’eau prélevés au filet à plancton 
(protocole filet à plancton, §.3.2.2). Les toxines ont été extraites à partir de ces culots cellulaires avec 
les solvants appropriés selon le type de toxines recherchées (lipophiles/diarrhéiques ou 
hydrophiles/paralysantes). 

3.3.2. Profil toxinique des coquillages 

La contamination potentielle des huîtres creuses et des moules par les phycotoxines a été recherchée 
sur l’ensemble des points de suivi pour les toxines lipophiles réglementées (dont les toxines 
diarrhéiques) et non réglementées (dont les pinnatoxines). A la demande des services de l’Etat, dans 
le cas où une efflorescence du genre Alexandrium caractérisée par des abondances supérieures à 1000 
Cellules/L dans l’eau dans les parcs était observée, une mesure de la teneur en PST était également 
prévue par la méthode du bioessai sur souris sur 5 points en plus des points REPHYTOX (méthode 
LNRBM-PSP 01 version en vigueur au moment de l’étude). 

3.3.3. Toxines dissoutes dans l’eau 

Pour évaluer la présence de toxines dissoutes dans l’eau, des cages (ExposMeter, Figure 6) contenant 
trois SPATTs (dispositifs expérimentaux) ont été déployées sur une radiale de six points (Figure 4). Ces 
dispositifs permettent la détection des toxines lipophiles réglementées (acide okadaïque (AO), 
dinophysistoxines (DTXs), pectenotoxines (PTXs réglementées lors de l’étude), azaspiracides (AZAs) et 
yessotoxines (YTXs) et des toxines non réglementées gymnodimines (GYMs), spirolides (SPXs) et 
pinnatoxines (PnTXs). Pendant une année de suivi, ces dispositifs étaient immergés pendant une durée 
de 15 jours et remplacés par des dispositifs neufs pour une nouvelle période de 15 jours d’immersion. 

 

Figure 6. Dispositif SPATT. A gauche : cage ExposMeter ; à droite : triplicat de SPATTs dans un ExpoMeter 
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4. Résultats 

4.1. Déroulé des campagnes d’échantillonnage dans la lagune de Thau 

Le projet a débuté en octobre 2019. Au total, 27 campagnes d’échantillonnage des 14 points de suivi 
ont été réalisées du 3 octobre 2019 au 10 décembre 2020, au cours desquelles plus de 400 échantillons 
ont été prélevés. Des prélèvements d’eau à la bouteille Hydrobios et au filet ainsi que la collecte de 
coquillages et de capteurs de toxines passif (SPATTs) ont été réalisés. Les premiers prélèvements ont 
été réalisés du 3 octobre 2019 au 13 novembre 2019 (pendant 5 semaines consécutives). Puis en raison 
de l’absence de prolifération significative d’espèces toxiques, les échantillonnages ont été réalisés à 
une fréquence bimensuelle jusqu’au 15 mars 2020, conformément au protocole REPHY défini en 
l’absence de bloom d’espèces toxiques. Ce suivi a été interrompu du 16 mars au 25 juin 2020 en raison 
des conditions sanitaires liées à la pandémie de Covid-19 qui ne permettaient ni l’organisation de 
campagnes « terrain », ni un accès au Laboratoire (excepté pour la surveillance réglementaire). Le suivi 
bimensuel a repris le 26 juin jusqu’au 10 septembre 2020. A partir du 17 septembre 2020, début des 
périodes de prolifération de la microalgue du genre Alexandrium, un suivi hebdomadaire a été réalisé 
jusqu’au 10 décembre 2020 (Figure 7). 

 

Figure 7. Programme de prélèvements du projet SECTOX en 2019 et 2020. 

4.2. Paramètres physicochimiques 

La température, la salinité et la profondeur de la colonne d’eau ont été mesurées sur les 14 sites 
d’échantillonnage lors des campagnes d’échantillonnage 2019 et 2020. Les résultats obtenus montrent 
une variation saisonnière de la température et de la salinité homogène sur l’ensemble de l’étang de 
Thau (Figure 8). Les températures de l’eau ont fluctué entre 8°C et 28 °C et les salinités entre 36 et 
42 PSU. La profondeur de la colonne d’eau est variable en fonction des sites conchylicoles (Figure 8) : 
le secteur de Bouzigues (environ 8 m) est deux fois plus profond que le secteur de Marseillan (environ 
4 m). La zone échantillonnée la moins profonde est située dans la Crique de l’Angle. 
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Figure 8. Variations spatiales et temporelles des valeurs de température, de salinité et de profondeur de la colonne 
d’eau. Crique de l’angle (bleu) ; Zone conchylicole de Bouzigues (vert); Zone conchylicole de Mèze (rouge), Zone 
conchylicole de Marseillan (jaune). 

4.3. Genres Dinophysis et Alexandrium dans la colonne d’eau 

4.3.1 Méthode REPHY 

En 2019, peu de cellules de Dinophysis ont été détecté dans la lagune de Thau, y compris dans la Crique 
de l’Angle avec un maximum observé de 400 Cell/L le 05/11/2019 (Figure 9A). A contrario, à partir du 
mois d’août 2020, une prolifération de Dinophysis a été observée dans la lagune. Cette prolifération a 
été continue jusqu’à la fin de l’année 2020 (Figure 9A). Si les résultats montrent que la Crique de l’Angle 
semble jouer un rôle important dans l’initiation des proliférations de Dinophysis, la présence de ce 
genre est rapidement enregistrée sur l’ensemble des secteurs conchylicoles. Ainsi, les résultats des 
campagnes du mois de novembre 2020 montrent que tous les secteurs conchylicoles sont impactés 
avec des concentrations importantes en cellules y compris dans le secteur de Marseillan. L’absence de 
gradient de concentration d’est en ouest laisse penser que la prolifération de Dinophysis est 
généralisée à l’ensemble de la lagune. De plus, nos résultats montrent qu’aucun secteur de l’étang 
n’est à l’abri de ces proliférations. 

Comme pour le genre Dinophysis, peu de cellules du genre Alexandrium ont été détectées dans la 
lagune de Thau en 2019, y compris dans la Crique de l’Angle (Figure 9B). En 2020, un départ de bloom 
d’Alexandrium a été observé le 17 septembre dans la Crique de l’Angle (maximum 63 000 Cell/L). Au 
même moment, ce dinoflagellé est observé aussi dans les trois secteurs conchylicoles à des 
concentrations beaucoup plus faibles (Figure 9B). Cette prolifération a très vite décliné dès la semaine 
suivante (4 100 Cell/L) sans se propager de façon notable, à l’ensemble des parcs conchylicoles. Bien 
que les conditions de terminaison de l’efflorescence soient multifactorielles, la forte agitation du 
milieu (vent) et la baisse sensible des températures (Figure 8) ont probablement participé à son déclin. 
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Figure 9. Variations spatiales et temporelles des concentrations en cellules de Dinophysis (A) et 
d’Alexandrium (B) dans la colonne d’eau mesurées selon le protocole REPHY (bouteille Hydrobios + méthode 
Utermöhl). Crique de l’angle (bleu) ; Secteur conchylicole de Bouzigues (vert); Secteur conchylicole de Mèze 
(rouge), Secteur conchylicole de Marseillan (jaune). L’absence de cellules sur les graphiques correspond à une 
concentration inférieure à la limite de détection qui est de 100 cell/L.  
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4.3.2 Comparaison des méthodes de prélèvement et d’analyse du phytoplancton toxique 

4.3.2.1. Prélèvement : bouteille Hydrobios versus filet à plancton 

Nous avons comparé deux méthodes de prélèvement d’eau pour l’analyse du phytoplancton toxique 
par la méthode microscopique Utermöhl. La première est la méthode de référence utilisée par le 
REPHY. Elle consiste à prélever directement de l’eau en surface (-1 m) avec une bouteille Hydrobios 
puis à dénombrer les espèces d’intérêt présentes dans un aliquot de 10 mL d’eau. La seconde méthode 
consiste à dénombrer les cellules d’intérêt présentes dans le concentrat de 50 mL correspondant à 300 
à 800 litres d’eau de mer filtrées lors de l’échantillonnage réalisé avec le filet à plancton (porosité 20 
µm) (cf. §.3.2.2). 

Les résultats obtenus en 2020 montrent que la méthode de prélèvement d’eau de référence, en 
surface et utilisant la bouteille Hydrobios, pour Dinophysis comme pour Alexandrium affiche des 
concentrations plus importantes comparativement à la méthode de prélèvement au filet à plancton 
(Figure 10A vs B). 

Deux principales raisons pourraient expliquer ces résultats : 

- Un important effet de dilution du prélèvement au filet à plancton dû à la répartition non 
homogène des microalgues d’intérêt dans la colonne d’eau, 

- L’ensemble des organismes présents dans la colonne d’eau sont concentrés dans « une pâte » 
difficile à homogénéiser, à échantillonner et donc à dénombrer. Il est probable que 
l’échantillon analysé soit peu représentatif du prélèvement. 

4.3.2.2. Analyse des échantillons : méthode d’analyse microscopique (Utermöhl) versus méthode 
d’analyse moléculaire (qPCR) 

Avant de réaliser les amplifications par qPCR sur les échantillons environnementaux, la spécificité des 
amorces pour la détection des espèces d’Alexandrium pacificum, Alexandrium tamarense, et de 
Dinophysis spp. décrites dans la littérature (cf 3.2.3.2) ont été testées sur de l’ADN des espèces cibles. 
Seules les amorces pour A. pacificum et A. tamarense ont montré une amplification spécifique comme 
attendu. L’association des amorces (DIN_F et DIN_R) n’a pas permis d’amplifier le fragment du gène 
de la grande sous unité LSU (ADNr) de Dinophysis spécifiquement, ni chez Dinophysis acuminata, ni 
Dinophysis sacculus. Nous avons donc dessiné une nouvelle amorce sens spécifique LSU 1F qui a été 
utilisée sur les échantillons environnementaux. 

Prélèvement au filet à plancton 

Les résultats obtenus par analyse moléculaire (qPCR) (Figure 10C) sont plus sensibles que ceux 
obtenus par la méthode microscopique (Utermöhl) (Figure 10B) pour les espèces Dinophysis spp. et 
Alexandrium pacificum sur le concentrat obtenu avec le prélèvement au filet à plancton. 

Dans le cas des Dinophysis, pour tous les échantillons prélevés au filet à plancton entre septembre et 
décembre 2020 et analysés par les méthodes Utermöhl et qPCR, les concentrations de Dinophysis les 
plus élevées sont obtenues par qPCR (Figure 10B vs 10C en haut). En outre, si les deux méthodes sont 
capables de détecter la prolifération du 10 novembre 2020, seule la méthode qPCR permet d’observer 
la persistance de la prolifération de Dinophysis entre le 10 novembre et le 10 décembre 2020 au point 
« Crique de l’Angle » et l’expansion de la prolifération au secteur de Bouzigues le 10 décembre 
(Figure 10B vs 10C en haut). 
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Il en est de même dans le cas du genre Alexandrium. Parmi les deux espèces de ce genre recherchées 
par qPCR, Alexandrium tamarense a été détecté dans certains échantillons à des concentrations non 
quantifiables (résultats non présentés). Seule la présence d’Alexandrium pacificum a été quantifiée. 
Pour tous les échantillons prélevés au filet à plancton entre septembre et décembre 2020 et analysés 
par les méthodes microscopique Utermöhl et moléculaire qPCR, les concentrations des cellules A. 
pacificum les plus élevées sont obtenues par qPCR (Figure 10B vs 10C en bas). Seule la méthode qPCR 
permet de détecter les proliférations du 17 novembre dans la Crique de l’Angle puis sa propagation 
vers l’ensemble des secteurs conchylicoles le 10 décembre 2020 (Figure 10B vs 10C en bas).  

La méthode de détection moléculaire par qPCR a permis de mettre en évidence dans la lagune de 
Thau la présence de Dinophysis spp. et spécifiquement Alexandrium pacificum espèce productrice 
de toxines paralysantes (PST).  

Prélèvement à la bouteille Hydrobios 

La stratégie déployée dans ce projet ne permet pas de comparer les résultats obtenus par les 
méthodes d’analyse microscopique (Utermöhl) et d’analyse moléculaire (qPCR) sur les échantillons 
d’eau prélevés à la bouteille Hydrobios.  

Toutefois, il est intéressant de noter que seul le protocole REPHY, qui couple un prélèvement à la 
bouteille Hydrobios et une analyse avec la méthode Utermöhl détecte une présence de Dinophysis en 
septembre principalement dans la Crique de l’Angle (17 et 24 septembre 2020). Les résultats obtenus 
par la méthode qPCR sur le prélèvement filet ne détectent pas cette prolifération. Il est probable que 
ces différences soient liées aux limites du prélèvement au filet décrites au §.4.3.2.1. En ce qui concerne 
le genre Alexandrium, les résultats des analyses qPCR réalisées à partir des prélèvements au filet à 
plancton sont également comparables aux résultats obtenus avec le protocole REPHY sauf pour la 
période du 17 septembre au 1er octobre 2020 (Figure 10A vs 10C en bas) où une efflorescence 
d’Alexandrium pacificum a été détectée plus précocement par le protocole REPHY. En outre, les 
proliférations d’Alexandrium pacificum observées par qPCR dans les échantillons prélevés au filet le 10 
décembre dans 8 points de suivi répartis dans l’ensemble de secteurs conchylicoles ne sont pas 
détectées par la méthode REPHY. Ces différences pourraient être liées à l’intégration de la colonne par 
le prélèvement au filet.  
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Figure 10. Variations spatiales et temporelles des concentrations en cellules de Dinophysis et d’Alexandrium dans l’eau en 2020. (A) protocole REPHY : bouteille hydrobios + méthode Utermöhl ; (B) protocole filet + méthode Utermöhl; (C) protocole filet + qPCR 
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4.4. Toxines dissoutes dans la colonne d’eau 

L’utilisation d’échantillonneurs passifs (SPATTs : Solid Phase Adsorption Toxin Tracking) a permis de 
mesurer les teneurs en toxines dissoutes dans la colonne d’eau adsorbées sur la résine des SPATTs. 

4.4.1. Toxines lipophiles réglementées : acide okadaïque (AO), dinophysistoxines et 
pectenotoxine-2 (PTX-2) 

Sur toute la durée de l’étude, les phycotoxines suivantes ont été détectées, sur l’ensemble des points 
échantillonnés de la lagune : acide okadaïque (AO), dinophysistoxines (DTXs) et pectenotoxine-2 (PTX-
2). L’interruption du suivi au printemps 2020 lié au confinement n’a cependant pas permis de 
confirmer la présence de ces toxines dans l’eau sur l’ensemble de l’année. L’année 2020 a été marquée 
par de plus fortes concentrations en toxines sur les mois de février, mars et juin et en fin d’année en 
novembre et décembre (Figures 11 et 12). Les valeurs des concentrations en AO/DTXs ont été, en 
général, plus élevées que celles en PTX-2. L’existence d’une corrélation positive significative entre les 
teneurs en AO/DTXs et celles de PTX-2 dans l’eau (r²=0,801, p<0,001) serait en accord avec la présence 
de cellules du genre Dinophysis produisant ces deux toxines. 

4.4.2. Autres toxines réglementées (yessotoxines et azaspiracides) 

Des concentrations très faibles (traces) de yessotoxines et d’azaspiracides ont été détectées de façon 
épisodique dans l’eau de Thau, ce qui confirme que le risque lié à ces toxines demeure très faible.  

4.4.3. Toxines lipophiles non réglementées 

Les toxines non réglementées gymnodimines (GYMs), spirolides (SPXs) et pinnatoxines (PnTXs) ont été 
recherchées dans les SPATTs. Parmi ces toxines, seule la pinnatoxine-G a présenté des concentrations 
substantielles.  

La pinnatoxine-G (PnTX-G) est une neurotoxine actuellement non réglementée mais qui fait l’objet 
d’une recommandation de l’ANSES qui fixe un seuil sanitaire de 23 µg/kg dans la chair de coquillages 
(avis de l’ANSES « Risques liés aux pinnatoxines dans les coquillages », mars 2019). 

La PnTX-G a été détectée sur l’ensemble de la lagune de Thau, pendant toute la durée de l’étude, y 
compris en période hivernale (maximum de 5,4 µg PnTX-G/g résine de SPATT le 29/10/2019) 
(Figure 13). Les valeurs mesurées en automne-hiver 2019 sont plus élevées que celles mesurées durant 
la même période en 2020. Les concentrations en PnTx-G sont généralement plus faibles que celles 
enregistrées pour les toxines AO/DTXs et PTX-2.  
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Figure 11. Variations spatiales et temporelles des teneurs en acide okadaïque (AO) dans l’eau. Crique de l’angle ; 
Zone conchylicole de Bouzigues (BZ02 et BZ04); Zone conchylicole de Mèze (MM07 et Table Ifremer), Zone 
conchylicole de Marseillan (MM11 ). 

 

 

Figure 12. Variations spatiales et temporelles des teneurs en pectenotoxine-2 (PTX-2) dans l’eau. Crique de 
l’angle ; Zone conchylicole de Bouzigues (BZ02 et BZ04); Zone conchylicole de Mèze (MM07 et Table Ifremer), 
Zone conchylicole de Marseillan (MM11). 
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Figure 13. Variations spatiales et temporelles des concentrations en pinnatoxine-G (PnTX-G) dans l’eau de Thau. 
Crique de l’angle (bleu) ; zone conchylicole de Bouzigues (BZ02 et BZ04); zone conchylicole de Mèze (MM07 et 
Table Ifremer), zone conchylicole de Marseillan (MM11). 

 



 
 

Rapport final du Projet SECTOX       Page 28 sur 40 

 

4.5. Toxines dans les coquillages 

Une analyse systématique de la contamination des coquillages par des phycotoxines a été réalisée du 
3 octobre 2019 au 13 novembre 2019. A partir du 17 septembre 2020 (début des périodes de bloom 
d’Alexandrium), un suivi hebdomadaire a été réalisé jusqu’au 10 décembre 2020. 

4.5.1. Toxines lipophiles (DST) 

4.5.1.2. Toxines du groupe acide okadaïque et pectenotoxine-2 

Quelle que soit l’espèce de coquillages (huître ou moule), les résultats obtenus montrent une forte 
variabilité interannuelle de la concentration des bivalves en toxines du groupe acide okadaïque et en 
pectenotoxine-2 (Figure 14). Les niveaux de contamination en automne – hiver 2020 sont plus élevés 
chez les bivalves que ceux détectés pour la même période en 2019. 

Pour les moules, 10 prélèvements ont dépassé le seuil réglementaire (de 160 µg/kg de chair d’AO + 
DTXs + PTXs au moment de l’étude4) entre le 10 et le 24 novembre 2020 (3 dates de prélèvement : 10, 
17 et 24/11/2020 et 7 points de prélèvements : BZ04, BZ05, MM06, Marseillan (a), MM10, MM11 et 
MM12). Les contaminations les plus fortes ont été observées le 10 novembre 2020 avec six 
dépassements sur les 7 points et une valeur maximale de 301 µg/kg de chair dans la zone conchylicole 
de Marseillan (point MM11). Pour les huîtres creuses, le seuil réglementaire n’a jamais été atteint. 
Comme régulièrement observée depuis des années, la contamination des huîtres creuses est 
sensiblement plus faible que celle des moules (Figure 14). Ces observations confirment le rôle 
sentinelle de la moule pour ces toxines. La concentration maximale détectée dans les huîtres était de 
134 µg/kg de chair le 10/11/2020 dans la zone conchylicole de Bouzigues (point BZ05). Ces résultats 
ont montré que la totalité des élevages dans la lagune de Thau est impactée par ces contaminations 
et que les deux secteurs (selon le classement sanitaire actuel) ont été concernés concomitamment par 
des dépassements de seuil réglementaire dans les moules. 

Ces résultats SECTOX complètent avec ceux acquis dans le cadre du REPHYTOX. Aucun épisode toxique, 
caractérisé par des dépassements du seuil réglementaire, n’a été observé en 2020 dans les coquillages 
de la lagune de Thau par le REPHYTOX (Ifremer, 2020). L’année 2020 est cependant marquée par un 
nombre important et inédit, au moment de l’étude, de 10 dépassements du ½ seuil réglementaire dans 
les moules, prélevées entre le 20 avril et le 2 juin 2020, pendant les proliférations printanières de 
Dinophysis, aux points « Bouzigues (a) » (n=5, maximum de 132,9 µg éq. AO / kg de chair le 20 avril) et 
« Marseillan (a) » (n=5, maximum de 143,9 µg éq. AO / kg de chair le 2 juin). Simultanément, les 
concentrations en toxines lipophiles AO+DTXs+PTXs dans les huîtres ont été faibles. Aucun 
dépassement du ½ seuil réglementaire n’a donc été observé dans les huîtres dans le cadre du 
REPHYTOX pendant l’épisode de contamination automnal suivi par SECTOX. 

4.5.1.3. Azaspiracides et yessotoxines 

Les résultats des analyses en azaspiracides et en yessotoxines ont montré que le risque lié à ces toxines 
est très faible. Les azaspiracides n’ont été détectées que dans deux échantillons de moules prélevés le 
10 octobre 2019 pour des valeurs de 5,6 µg / kg au point BZ02 et de 4,6 µg / kg au point MM06. Les 
yessotoxines ont été détectées plus régulièrement tout au long de l’étude dans la totalité des points 
échantillonnés de la lagune. Les valeurs ont varié entre <LD et 10.6 µg/kg dans les moules au point 
« table Ifremer » le 05/11/2019. 

 
4 Depuis, les pectenotoxines ne sont plus des toxines réglementées. Cf RÈGLEMENT DÉLÉGUÉ (UE) 2021/1374 
DE LA COMMISSION du 12 avril 2021. 
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4.5.2. Toxines lipophiles non réglementées 

Dans les coquillages, la présence de portimine-A a pu être mise en évidence à de faibles concentrions. 
Comme pour les SPATTs, la pinnatoxine-G est la seule toxine lipophile non réglementée qui est 
présente dans les coquillages en concentrations importantes. Les résultats obtenus montrent, comme 
pour les toxines lipophiles réglementées, une forte variabilité interannuelle de la contamination des 
bivalves par la pinnatoxine-G (PnTX-G). Les concentrations sont plus élevées dans les moules en 2019 
par rapport à 2020 (Figure 15). 

Entre le 03/10/2019 et le 05/11/2019, 100% des concentrations mesurées dans les moules ont dépassé 
la valeur guide recommandée par l’ANSES (23 µg / kg de chair totale) pour une teneur maximale de 
84 µg / kg le 03/10. Pour la même période, les concentrations en PnTXG dans les huîtres sont restées 
très faibles et aucune n’a atteint la valeur guide. En 2020, environ 24% des concentration mesurées 
dans les moules ont dépassé la valeur guide avec un maximum de 48 µg/kg le 17/09. Pour les huîtres 
creuses, les valeurs enregistrés ont été faibles et la PnTX-G n’a plus été détectée en novembre et 
décembre 2020. 

4.5.3. Toxines hydrophiles (PST) 

En raison de l’absence de prolifération significative du genre Alexandrium au cours du projet 
SECTOX (Figure 9B), les mesures de la teneur en toxines paralysantes (PST) par bio-essai sur souris 
n’ont pas été déclenchées par la DDPP34. Cependant, nous avons tout de même procédé à l’analyse 
de ces toxines PST par l’analyse chimique en LC-MS/MS sur les coquillages collectés sur les points situés 
à proximité de la Crique de l’Angle où les concentrations cellulaires du genre Alexandrium observées 
étaient relativement importantes entre le 17/09/2020 et le 01/10/2020 (Figure 9B). 

Les résultats obtenus ont montré une faible contamination des coquillages par les PST (Tableau 2). 
Seules des traces de toxines ont été détectées par LC-MS/MS pendant cette période dans les moules 
comme dans les huîtres creuses avec une valeur maximale de 3,7 µg de GTX6 / kg de chair de moule 
mesurée le 24/09/2020 dans la zone conchylicole de Bouzigues (point BZ01). 
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Figure 14. Variations spatiales et temporelles des concentrations en toxines AO+DTXs+PTXs dans les chairs de 
bivalves exploités, moules (en haut) et huîtres (en bas).  

Concentrations en AO+DTXs+PTXs dans la chair de moules 

Concentrations en AO+DTXs+PTXs dans la chair des huîtres creuses 
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Figure 15. Variations spatiales et temporelles des concentrations en pinnatoxine-G (PnTX-G) dans les chairs de 
bivalves exploités, moules (en haut) et huîtres (en bas).  

 

Concentrations en PnTX dans la chair des moules 

Concentrations en PnTX dans la chair des huîtres creuses 
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Tableau 2. Concentration en toxines hydrophiles paralysantes (PST) en µg/kg dans la chair de coquillages (moules et huîtres creuses) prélevés du 17/09/2020 au 01/10/2020 
(LD : Limite de Détection, LQ : Limite de Quantification) 
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5. Conclusion générale de l’étude 
L’objectif principal de cette étude était de mesurer la dynamique spatiale et temporelle des 
contaminations par les toxines lipophiles (diarrhéiques) et hydrophiles (paralysantes) dans toutes 
les zones d’exploitation conchylicole de l’étang de Thau. 

Cas des toxines lipophiles réglementées 

Nous avons mis en évidence des contaminations de tous les coquillages des zones conchylicoles de la 
lagune lors des proliférations de Dinophysis. Une augmentation croissante des toxines dissoutes dans 
l’eau a été observée pendant la période du 17 septembre 2020 au 10 décembre 2020, au cours de 
laquelle le seuil réglementaire a été dépassé à 10 reprises dans les moules. Pendant cet épisode, tous 
les secteurs conchylicoles ont été impactés avec des concentrations cellulaires importantes de 
Dinophysis. L’absence de gradient de concentration d’est en ouest semblerait indiquer que la 
prolifération de Dinophysis était généralisée à l’ensemble de la lagune. Par ailleurs, l’utilisation des 
échantillonneurs passifs (SPATTs) a montré également que l’ensemble des secteurs conchylicoles de la 
lagune de Thau a été impacté par des contaminations en toxines AO, DTXs et PTX2 (toxine encore 
réglementée lors de cette étude). La présence des toxines lipophiles dissoutes dans l’eau et dans les 
coquillages n’a pas toujours été reliée à la détection de cellules de Dinophysis dans l’eau. La 
contamination des coquillages en toxines lipophiles est significativement moins importante pour les 
huîtres creuses que pour les moules (test de Fisher, p<0.0001). 

Cas des toxines paralysantes (PST) 

L’absence de prolifération massive d’Alexandrium pacificum pendant les deux années du projet s’est 
quant à elle traduite directement par l’absence de contamination des coquillages par les toxines 
paralysantes. Cette absence de prolifération rend donc impossible toute conclusion concernant la 
dynamique spatio-temporelle du développement et de la dissémination d’Alexandrium pacificum dans 
la lagune et donc de la contamination par les PST. 

Cas des toxines lipophiles non réglementées 

Parmi les toxines lipophiles suivies non réglementées, seule la pinnatoxine-G a été détectée à des 
concentrations substantielles mais faibles comparativement à celles des toxines réglementées. Les 
teneurs mesurées dans les moules ont dépassé la valeur guide recommandée par l’ANSES à plusieurs 
reprises. Contrairement aux moules, les huîtres creuses ont été très faiblement impactées par cette 
contamination ce qui confirme le choix de la moule en tant qu’espèce sentinelle. Comme pour les 
toxines réglementées, la contamination est significativement moins importante pour les huîtres 
creuses que pour les moules (test de Fisher, p<0.0001). 

Le deuxième objectif de cette étude était de tester de nouveaux outils d’observation pour permettre 
une amélioration de la surveillance et de l’appréciation du risque toxinique par les gestionnaires. 

Identification spécifique d’espèces toxiques dans la colonne d’eau 

Si les avantages et les inconvénients de la méthode de référence REPHY sont bien connus, la mise en 
œuvre de nouveaux protocoles de prélèvements et d’analyses a permis de mieux appréhender ses 
avantages et ses limites. Nous avons testé le prélèvement au filet à plancton vertical afin de réaliser 
un prélèvement intégré de la colonne d’eau et d’estimer la concentration totale des espèces toxiques 
dans toute la colonne d’eau. Cette méthode a été comparée à la méthode de prélèvement en sub-
surface à la bouteille Hydrobios (protocole REPHY). L’échantillonnage avec le filet à plancton vertical 
suivi de l’observation microscopique des échantillons par la méthode Utermöhl ne s’est pas avéré 
concluant. Les abondances de cellules des genres Dinophysis et Alexandrium estimées par la méthode 
microscopique Utermöhl sont plus faibles dans les échantillons prélevés au filet comparativement à 
ceux prélevés en surface. La présence de ces microalgues toxiques observées dans les échantillons 
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prélevés en surface n’a pas été détectée dans la majorité des échantillons prélevés au filet à plancton. 
Les difficultés d’homogénéisation du concentrat de microorganismes planctoniques et l’important 
effet de dilution dû à la répartition non homogène des dinoflagellés dans la colonne d’eau peuvent 
expliquer ces différences. 

Nous avons développé et testé la méthode d’analyse moléculaire par qPCR pour le suivi des 
proliférations des deux microalgues toxiques de référence (Dinophysis spp. et Alexandrium pacificum) 
sur les prélèvements réalisés au filet. Cette approche moléculaire a permis de détecter des 
proliférations de ces algues toxiques non détectées par la méthode Utermöhl dans le concentrat 
d’algues. Le protocole déployé dans le cadre de ce projet ne nous a pas permis de comparer les 
résultats des analyses des méthodes microscopique Utermöhl et moléculaire par qPCR dans les 
échantillons prélevés à la bouteille Hydrobios. Les résultats des analyses moléculaires par qPCR étant 
prometteurs, ces analyses comparées ainsi que l’optimisation des protocoles seront réalisés dans le 
projet TOXIDIAG, continuité du projet SECTOX. Le développement de ces analyses moléculaires devrait 
à terme permettre de cibler plus spécifiquement les espèces toxiques, et ainsi éviter la multiplication 
des analyses de toxines dans les coquillages. Ces méthodes moléculaires étant plus sensibles que la 
méthode par analyse microscopique de référence Utermöhl, ces développements devront 
s’accompagner d’une réflexion sur les seuils de déclenchement des alertes du phytoplancton toxique.   

Utilisation des échantillonneurs passifs pour l’analyse des toxines dissoutes dans l’eau 

Les échantillonneurs passifs (SPATTs) ont mis en évidence la présence d’une contamination de l’eau 
par les toxines lipophiles réglementées et non réglementées. Ils pourraient également être une piste 
prometteuse pour améliorer l’appréciation du risque par les gestionnaires. Bien que qualitatif, cet outil 
est complémentaire au suivi ponctuel des cellules de microalgues toxiques dans l’eau. En effet, 
l’utilisation des SPATTs est basée sur l’intégration pendant une période de quinze jours des toxines 
présentes (comparée à la mesure ponctuelle de la concentration en cellules de Dinophysis par la 
méthode REPHY).  

Points de prélèvement REPHY et REPHYTOX dans la lagune de Thau 

Le suivi des concentrations cellulaires des espèces toxiques cibles et des phycotoxines au cours de ce 
projet, a montré que les valeurs maximales observées étaient détectées sur des points différents des 
points de références REPHYTOX ou REPHY. Nos résultats ont montré également que les concentrations 
en AO/DTXs et PTX2 dans les coquillages aux points REPHYTOX n’ont pas toujours correspondu aux 
valeurs maximales observées dans la lagune de Thau. Le 10/11/2020, la valeur maximale de 301 µg/kg 
a été mesurée au point MM11 alors qu’elle était de 207 µg/kg au point REPHYTOX Marseillan (a). Dans 
la zone de Bouzigues, la valeur maximale (162 µg/kg) a été mesurée au point BZ04 alors qu’elle n’était 
que d’environ 10 µg/kg au point REPHYTOX Bouzigues (a). Par ailleurs, dans le cadre du REPHYTOX, 
aucun épisode toxique caractérisé par des dépassements du seuil réglementaire n’a été observé en 
2020 dans les coquillages de la lagune de Thau tandis que 10 dépassements de ce seuil réglementaire 
dans les moules ont été mis en évidence en novembre 2020 dans cette étude. Les résultats de ce projet 
vont permettre une réflexion sur le positionnement de ces points et éventuellement leur nombre dans 
le cadre d’une expertise future afin de renforcer l’efficacité de la surveillance. 

En conclusion, quel que soit le protocole ou la méthode d’analyse utilisés, nous avons détecté la 
présence d’algues toxiques des genres Alexandrium et Dinophysis dans toute la lagune au cours des 
automnes/hivers 2019 et 2020.  

Cette étude montre qu’aucun secteur de la lagune n’est « épargné » par les contaminations par 
Dinophysis et les toxines lipophiles réglementées et non réglementées. Concernant Alexandrium 
pacificum et les toxines PSTs, l’absence de prolifération conséquents sur la période étudiée rend 
impossible toute conclusion concernant la dynamique spatio-temporelle de cette contamination. 
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