Détermination de I'acide domoique a I'état de traces dans le milieu marin:
Amélioration de la sensibilité de la méthode d'analyse
par chromatographie en phase liquide a haute performance
couplée a une détection par fluorescence (HPLC-FD)

Etude de son transfert dans le réseau trophique
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Symptomes causés par les blooms d'algues {23 UG

Pectenotoxines hépatotoxiques, les Yessotoxines sans toxicité avérée et les Azaspiracides diarrhéiques
v Toxmes neurologiques: Neurologic Shellfish Poisoning (NSPB)

revetoxin
Q

Dinoflagellé

Gymnodinium breve (Ptychodiscus breve / Karenia brevis)

Dinoflagelle Ichtyosarcotoxisme

Gambierdiscus toxicus

v Toxmes paralysantes: Paralytic Shellfish Poisoning (PSP) o
Dinoflagellés et Cyanobactéries Y

Alexandrium, Gonyaulax, Gymnodinium et Pyrodinium

et _ _ _ T Saxitoxine et dérivés
Anabaena Aphanizomenon spp., Cylindrospermopsis sp. et Planktothrix sp.

v  Toxines amnésiantes: Amnesic Shellfish Poisoning (ASP) toxins
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Pseudo-nitzschia spp. Acide Domoique




Distribution globale des phytotoxines




Acide domoique
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Toxines amnésiantes:
Amnesic Shellfish Poisoning (ASP)

ce Edward Island)

2 moules contaminées (Bates et al., 1989)

Due a une neurotoxine (acide domoique) qui entraine

une stimulation constante de I’activité neuronale

Toxine isolée par une équipe japonaise en 1958 sur Chondria armata (microalgue rouge)
(Takamoto & Daigo) -

Caracteristiques cliniques

Symptomes neurologiques observés apres 24 a 48h d’exposition

Apparition de nausées & de diarrhées

Confusion, pertes de mémoire (temporaires /
permanentes), coma, mort




istribution des épisodes d‘empoisonnement
suite a HABs

aux Etats Unis
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Divers degreés de toxicité de Pseudo-nitzschia

e Toutes les

. Pseudo-delicatissima
especes sont elles

1. Petite et étroite cuspidata
capables de
produire de I’acide Em———
domoique ? delicatissima

<TIIIIIIEE=> T 5 um
2. Courte et large

* Toxicité variable en e dulent
fonction des espéces et de raudaulenta

leur état physiologique

heimii

< s S
multiseries
* Taux de toxicité s
différent en fonction des S-Longue et etroite
especes
e pungens

Trainer et al., 2012




Facteurs affectant la production
d’acide domoique

S10disponibilité Production d’'acide
des nutriments domoique

-

N

T




Bioaccumulation de I’Acide Domoique

dans la chaine trophique
3 L Lo

trophic level

Increasing size of individuals
Decreasing numbers of individu

First
trophic level
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Phytophankton -

Harmful Algal Blooms
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Méthodes d'analyse de l'acide domoique:

CHIMIQUE

> nm (HPLC-UV)

1 Chromatographie sur couche mince (Thin Layer Chromatography - TLC)

O Electrophorese Capillaire (Capillary Zone Electrophoresis - CZE)

O Extraction sur phase solide couplée a un échange avec ions faibles

O Chromatographie liquide couplée a un spectrometre de masse (LC/MS)

U lonisation par €lectrospray couplée a un spectrometre de masse (LC/ESI/MS)

O LC couplée a deux spectrometres de masse (LC/MS/MS)
avec ou sans Extraction en Phase Solide (SPE)

0 LC couplée a un détecteur a diode et deux spectrometres de masse (LC/DAD/MS/MS)

QChromatographie en phase liquide avec détection par fluorescence (HPLC-FD)
avec derivatisation pré- ou post-colonne



Méthodes d’analyse de I'acide domoique:
BIOLOGIQUE

O Bio-essai “souris” limite de détection = 40 ug/g (Norme 20 ug/g)
O Résonance Plasmonique de Surface (SPR) basée sur des biocapteurs immunologiques
O Techniques de ciblage sur recepteurs ou cibles spécifiques

U Tracage de récepteurs fluorescents specifiques (sous unité rRNA)

ELISA

Antibody Labeling Reagents

Q Jellet Rapid TestTM

Enzyme
Binding o

@ Substrate
Site N : <
\ . -0
Second Antibody &
Target Analyte or M
(Antigen) Target Analyte N
- @K

1 Essais sur tissus ou cellules cibles

0 Méthode immuno-enzymatique (ELISA)
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Objectifs

oique a | ’état de

#éveloppement des

a en Sud Bretagne
111) Rechercher ces niches écologiques (couche fines situées dans le gradient de densité ou pres du
fond)

(iv) Evaluer le niveau de toxicité et les processus de transfert de I’acide domoique au sein du réseau
trophique

PSEUDOMO 1: 11-16 mars 2010

Conditions hivernales, Pseudo-nitzschia < 8000 cells/L
DA dissous <0.6 nM

PSEUDOMO 2: 18-25 Septembre 2010

Stratification post estivale
Pseudo-nitzschia < 120 000 cells/L
DA dissous <0.8 nM en Iroise

PSEUTEC : 9-16 juin 2011



Eluants:

: u _Acetonitrile pur
' f. TFA 0.1%

A

Chromatographie en
phase liquide couplée a
un detecteur par Fluorimetre
fluorescence I a A\ excitation = 260 nm

A émission = 313 nm
L3 K= ", R m™

P . ‘A'._;‘

AN

Injecteur manuel (L - Y

Colonne
201TPC18 Vydac
(250 x 4.6 mm, 5um)
Four a 55°C

Injecteur automatique



POCKLINGTON VERSUS EINARSSON




Conditions analytiques des deux protocoles
Pocklington =

Einarsson =

Choix du gradient des éluants:

Difféerentes étapes de la dérivatisation des échantillons
Méthode par double dérivatisation

Méthode originale de Pocklington

(1990)

1 mL échantillon

+ 250 pyL tampon borate 1M pH = 6.2

45 secondes

v

+ 300 pL FMOC

v

+ 3 x 1.7 mL éthyl acétate

l

+ 3,5 yL acide acétique

POCK
EIN / min

. 30 a 50% ACN

_» 100 % ACN pdt 2 min. (durée de 5 min.)
30 a 50 % ACN pdt 2 min. (durée de 15 min.)

par Einarsson (1985)
900 pL échantillon

+ 100 pL tampon borate 0.8M pH = 9.5
l 30 secondes
+ 100 pL OPA/MeSH

+ 100u! Iodoacétamide

l 30 secondes
+ 300 pL FMOC

!

+ 3 x 1.7 mL éthyl acétate

!

+10 pL acide acétique




pas de réaction
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Temps de rétention (en minutes)

des principaux acides aminés

Tr=12.2 min.

Tr = 8.97 min.

ALA Tr = 8.8 min.

Tr = 14.1 min.

Tr =13.5 min (':OO-
o ' MET CliH—L‘Hz—L‘Hz—S—L‘H;
NH;*

Tr = 7.43 min.
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|
Tr=12.2 min vaL GH—-CH-CH; Tr = 9.1 min
NH;* CH; ' '




Comparaison des deux méthodes
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Excellente séparation des pics, pas de co-élution ni d’épaulement



15 mL Pseudo-nitzschia australis extrait 5mL H,O

VIOC-OH
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Courbes de calibrations
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Meilleure capacité du pouvoir tampon pour des pH basiques >8



Reproductibilité
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Acide domoique dissous

B EINARSON OPOCKLINGTON

dissolved DA (nM)

_

PN autralis PC5

Plus forte variabilité avec le protocole de Pocklington



Corrélation entre les deux méthodes

15 -
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Variabilité inter-opérateurs

DA dd = 1,0087DA ad - 0,0604
R?>=0,993
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PSEUTEC SURFACE

Dissolved Domoic Acid (nM)

1,6 q

P
N
1

Maximum de Pseudo-nitzschia : 50 000 cells / L

C’est raté ...

X3
y = 2E-05x +0,2643
R%=0,2935; n=21,p <0,5%
oo o
e T T T T 1
0 10 000 20 000 30 000 40 000 50 000 60 000

Pseudo nitzschia (cells/l)

Toutefois, il y a coincidence entre les distributions de I’acide domoique dissous
et I’'abondance des Pseudo-nitzschia
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Acide domoique dissous /

Acide domoique particulaire
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Dissolved Domoic acid (nM)

VL. Trainer et al. / Harmful Algae 6 (2007) 449459

* Pseutec ® Veralow a VeraHight
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Les 3 campagnes n’ont pas
permis d’étudier des blooms
significatifs

de
et

de
la

Nécessité modifier

stratégie privilégier

dynamique temporelle

Une consolation, les teneurs

mesurees sont en adéquation avec les
abondances de Pseudo-nitzschia



Radiale LOIRE
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Corrélation entre les concentrations en
acide domoique dissous et particulaire et

I'abondance de Pseudo-nitzschia spp.

dissolved Domoic Acid (nM)
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Corrélation AD particulaire (Test Elisa)

et AD particulaire (HPLC-FD)

1 PSEUTEC

DAELISA = 1,1078 DA HPLC ~ 0,004

0,25 - R®=0,9243

o
HS)
o

0,15 -

0,10 -

particulate DA ELISA (ppb)

0,05 A

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
particulate DA HPLC (ppb)

C’EST PAS GENIAL, mais.....



Comparaison par rapport aux intercalibrations

de Litaker et al. 2008

1600 - A ,
y=tomx 20 r} RZ=0.79
140049 © NOAAMSIELISA R2=0g9 7 & 1204 386 nM
< ® Bicsense ELISA e B
g 1200 4 —— Linear (NOAAMSI ELISA) 7 g
'; = — — Linear (Biosense ELISA) ) =08 'E 90 -
c g 10004 3220 nM , R?=004 '8
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2 o <
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T o i
T 5
ﬁ
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3 g 30 - N
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= S6.6 nM 386 nM
805 nM toe 1220 30 60 0 120 150
0 ' T . T T ! NOAA/MSI ELISA domoic acid (ppb)
o FMO?:D&FL 750 . 1900 b 1250 1500 Fligure 10, NOAA/MSI ELISA versus Biosense ELISA for phytoplank-
- 6]

ton samples when the two assays were run several weeks apart showing the

On est 1a, donc c’est pas si mauvais !!!

0801 pseuTEC

DAg sa = 1,1078 DA ¢ - 0,004 .
0,25 4 R?=0,9243

particulate DA ELISA (ppb)

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
particulate DA HPLC (ppb)



Acide domoique dissous, particulaire
et présent dans le zooplancton
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Teneurs moyennes de I'AD zooplanctonique

-5.5 -5 -4.5 -4 -3.5 -3 -2.5 -2

Acide domoique zooplanctonique = 2 a 6 % de I’AD particulaire

Malgré une maille de filet de 200 pm mauvaise concentration des chaines de Pseudo-nitzschia ?



&
WARNING . . .

TOXIC
SHELLFISH

SHELLFISH FROM THIS L
AREA ARE UNSAFE TO

EAT DUE TO PARALYTIC o
SHELLFISH TOXIN. "&x@
DO NOT EAT CLAMS, 4‘@}
OYSTERS, MUSSELS OR
SCALLOPS. «'

ed Tide Hotline = (A o
RES00GR5682 oo ot i s ealth AL

Augmentation des blooms d’algues
toxiqgues dans monde pourrait étre due:
Changement climatiques,

Pollution,

Ameélioration des techniques de détection,

Prise de conscience de leurs dangers pour
la santé humaine,



Perspectives

Echantillon temporel dans la Baie de Concarneau

Confirmation des teneurs en acide domoique
dans le zooplancton
(HPLC-UV — station de Concarneau)



