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Introduction

Parmi les milliers d’espéces de phytoplanctons connues dans le monde, un petit nombre est a
I'origine d’efflorescences algales nocives (ou Harmful algal bloom : HAB) lorsque leur prolifération
surpasse les pertes liées a la mortalité cellulaire, ou que divers parameétres environnementaux
permettent une concentration physique des cellules. Ces HABs sont aussi appelées « marées
rouges », en raison de la coloration de I'eau qu’elles entrainent, souvent brune ou rougeatre, et
peuvent apparaitre ponctuellement ou de fagon récurrente dans certaines régions (Shumway et al.,
2003). Le caractére nocif des efflorescences peut résulter de différents mécanismes : une hypoxie
locale de I'environnement, une réduction de la pénétration de la lumiére dans les profondeurs, ou
encore une production de composés toxiques libérés dans I'eau, dont les plus fréquemment
retrouvés sont I'acide domoique, les saxitoxines, les brévétoxines et ciguatoxines (Dennison et al.,
1989 ; Creekmore, 2001). L’ensemble de ces mécanismes conduit a une mortalité importante chez
d’'une grande diversité d’organismes aquatiques.

Si la fréquence et l'intensité des efflorescences algales semblent avoir augmenté au cours
des derniéres décennies (Hallegraeff, 1993), leur impact est observé dans le golfe du Mexique
depuis plusieurs siécles. Des événements de mortalité massive de poissons sur les plages
occidentales de Floride (Etats-Unis d’Amérique) ont en effet été rapportés dés le XVIéme siécle, bien
qgue l'organisme responsable de ces phénoménes n’ait a 'époque pas été identifié (Walker, 1883
Daugbjerg et al., 2000). Les recherches se sont intensifiées depuis les années 1970, principalement
en raison des effets observés de ces HABs sur la santé humaine et sur les mammiféres marins
(Tester, 1994 ; Fleming et al., 2002). Plus de 75 % des espéces impliquées dans des HABs sont des
dinoflagellés (Smayda, 1997).

La cote occidentale de la Floride connait des « marées rouges » annuellement, le plus
souvent en été et au début de 'automne, mais pouvant se produire en toute saison (Tester et
STEIDINGER, 1997 ; Brand et Compton, 2007). L’espéce impliquée est Karenia brevis, organisme
dinoflagellé connu auparavant sous le nhom de Gymnodinium breve ou Ptychodiscus brevis. Les
efflorescences algales ont un impact considérable sur 'ensemble de I'écosystéme marin, mais
constituent aussi un enjeu de santé publique et économique majeur. En effet, K. brevis produit
plusieurs neurotoxines, appelées brévétoxines, isolées pour la premiéere fois par Baden et al. en
1979. Les brévétoxines agissent sur les canaux sodiques voltage-dépendants des cellules
(Landsberg, 2002 ; Naar et al., 2007 ; Steidinger et al., 2008).

Chez 'homme, I'exposition aux brévétoxines résulte de l'ingestion de mollusques filtreurs
(moules, huitres) ayant accumulé les toxines. On observe alors une neurotoxicité (NSP : neurotoxic
shellfish poisoning) qui se manifeste par des vertiges, des douleurs musculaires, une incoordination
motrice et des signes gastro-intestinaux (Morris et al., 1991). En conséquence, la péche et la
consommation de ces mollusques est interdite en Floride dés lors que la concentration en K. brevis
dépasse 5000 cellules/L d’eau de mer. Des effets respiratoires sont également décrits suite a
I'inhalation de toxines transportées dans l'air (Kirkpatrick et al., 2010 ; Fleming et al., 2011).
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Par ailleurs, les efflorescences de K. brevis ont été incriminées dans de nombreux
événements de mortalité massive chez la faune sauvage maritime, impliquant tous les maillons du
réseau trophique. En effet, 'accumulation des brévétoxines dans les tissus des mollusques filtreurs
et poissons planctivores fait de ces derniers des vecteurs de toxines pour leurs prédateurs
(Landsberg et al., 2009). Au cours des derniéres années, des efforts ont été faits afin d’acquérir plus
de données épidémiologiques de terrain, et la capacité a déterminer la concentration en
brévétoxines dans les tissus et fluides des animaux s’est grandement améliorée (Naar et al., 2002).
Cela a permis de confirmer le réle de K. brevis dans la mortalité de lamantins (Bossart et al., 1998 ;
Capper et al., 2013 ; Walsh et al., 2015), dauphins (Geraci, 1989 ; Fire et al., 2007 ; Twiner et al.,
2012), tortues marines (Walsh et al., 2010 ; Fauquier et al., 2013a; Foley et al., 2019), poissons
(Gannon et al., 2009 ; Flewelling et al., 2010 ; Nam et al., 2010) et oiseaux maritimes (Shumway et
al., 2003 ; van Deventer et al., 2012).

Cependant, la majorité de ces études reposait sur des analyses réalisées sur des carcasses.
Dés lors, les manifestations cliniques liées aux brévétoxines, ainsi que les doses les déclenchant et
le délai de leur apparition, demeurent inconnues. En raison de leur grande sensibilité aux toxiques
et polluants environnementaux, les oiseaux marins constituent des espéces « sentinelles » de I'état
de santé de I'écosysteme au sein duquel ils évoluent (Camphuysen, 1997). Or, trés peu de
publications existent sur I'impact de la prolifération de Karenia brevis sur les oiseaux piscivores en
Floride.

Ce travail a pour objectif de contribuer a mieux comprendre et caractériser la survenue de
brévétoxicose chez les oiseaux maritimes, en prenant comme objet d’études le cormoran a aigrette,
Phalacrocorax auritus. Il a été réalisé en collaboration avec la Clinique pour la réhabilitation de la
faune sauvage (CROW) de I'lle de Sanibel (Floride, Etats-Unis d’Amérique), suite a un stage
effectué sur place en 2018. Cette clinique est située dans une région particulierement affectée par
les marées rouges, comme en témoignent les milliers de poissons morts retrouvés annuellement
sur les plages de Ille (FFWCC et FWRI, 2020). Parmi les animaux admis a la CROW, 11,5 % le
sont pour des signes neurologigues compatibles avec une brévétoxicose (Barron et al., 2020).

La premiére partie de ce manuscrit présente une étude bibliographique faisant état des
connaissances actuelles sur Karenia brevis, la dynamique des populations algales et 'émergence
des efflorescences, avant de s’intéresser aux caractéristigues des brévétoxines. Elle expose
également une revue des effets connus des efflorescences algales sur la faune sauvage maritime.

La seconde partie consiste en une étude rétrospective réalisée sur 'ensemble des cormorans
admis a la CROW pour des signes de brévétoxicose entre 2015 et 2019. Nous décrirons dans un
premier temps les anomalies cliniques et paracliniqgues des animaux atteints, mais aussi leur prise
en charge dans un centre de réhabilitation et leur devenir. Nous nous intéresserons ensuite a la
répartition géographique des cas, en comparaison aux zones de prolifération de K. brevis. Enfin,
nous étudierons la corrélation temporelle entre la survenue des marées rouges et le nombre de
cormorans atteints de brévétoxicose admis a la CROW.
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Premiere partie : étude bibliographique

1. Description de Karenia brevis, organisme majeur des marées
rouges

Karenia brevis est un organisme unicellulaire photosynthétique appartenant au genre Karenia,
anciennement appelé Gymnodinium breve et comprenant 12 espéces. Ces derniéres sont
retrouvées tout autour du globe, la plupart ayant été décrites dans des études examinant des
problématiques de santé publiqgue ou de mortalité animale massive. Les premiéres études se sont
consacrées a Karenia mikimotoi, a l'origine d'une mortalité importante chez les poissons
ostéichtyens et les huitres (Magallana gigas) au Japon (Oda, 1935). Lorsque K. brevis a été
incriminée dans les phénoménes de marées rouges en Floride (Davis, 1948), elle est devenue
'espéce d’'algue toxique la plus étudiée.

Cependant, de nouvelles espéces de Karenia ont été découvertes au cours des dernieres
décennies. On sait désormais que si les marées rouges se produisant dans le golfe du Mexique sont
majoritairement imputables a K. brevis, elles associent en réalité plusieurs espéces.

A. Systématique et description cellulaire de K. brevis

Les Kareniaceae sont une famille de dinoflagellés qui comporte trois genres : Karenia, Karlodinium
et Takayama.

a. Caractéristiques des dinoflagellés et spécificité des Kareniaceae

Les dinoflagellés sont des microorganismes eucaryotes unicellulaires photosynthétiques
aquatiques. Chez beaucoup d’especes, la cellule est protégée par une theque constituée de plaques
rigides de cellulose incrustées de silice. Ce n’est pas le cas des especes du genre Karenia. Ce
dernier regroupait initialement trois espéces : K brevis, K. mikimotoi et K. brevisulcata. Plus d’'une
quinzaine d’espéces ont été découvertes depuis.

Ces cellules mesurent de 18 a 45 um de diameétre et contiennent un noyau qui reste
condensé tout au long de la mitose, a l'instar de la plupart des dinoflagellés. La photosynthese est
réalisée grace a 10 a 20 chloroplastes situés en périphérie de la cellule, contenant les molécules de
chlorophylle et béta-caroténe. Les Kareniaceae possédent également des pigments accessoires :
la fucoxanthine et trois de ses dérivés. Cela les distingue de I'ensemble des autres dinoflagellés,
dont le pigment accessoire majeur est la péridinine (Steidinger, 2009). La structure microscopique
de K. brevis, est présentée sur la figure 1.
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Figure 1 : Caractéristiques structurales de K. brevis (Haywood et al., 2004)
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Vues ventrale et dorsale de K. brevis en microscopie électronique (a+c) : présence de 2 flagelles et

d’un sillon apical caractéristique (apical groove). Vues ventrales en microscopie optique (b+d). Chloroplast:
chloroplaste / Nucleus : noyau / Apical groove: sillon apical. Barre d’échelle : 10 pm.

b. Cycle biologique

Parmi les 12 especes de Karenia, la plupart des études de biologie ont été réalisées sur K. brevis.

¢ Reproduction asexuée

La reproduction est majoritairement asexuée, avec une scission binaire se produisant tous les deux
a dix jours. Comme la plupart des dinoflagellés, les Karenia se divisent principalement la nuit, ce
processus étant sous le contrdle d’une horloge biologique (Van Dolah et al., 2009).

¢ Reproduction sexuée

Plusieurs travaux ont mis en évidence une capacité de reproduction sexuée, avec une augmentation
de la production de gameétes lorsque différents clones de K. brevis étaient mélangés, et qu'ils étaient
soumis a des conditions restrictives en matiére d’azote disponible, de lumiére ou placées a basse
température (Walker, 1982).

Cette reproduction est isogame : les gametes possédent la méme morphologie et ne peuvent
étre classifiés en « méales » ou « femelles ». Il s’agit de cellules arrondies d’environ 18 a 24 ym de
diametre. La fusion gamétiqgue débute environ deux a trois heures aprés le début de la période
sombre et est précédée d’une agrégation des gameétes. Les gameétes agrégés se déplacent
rapidement en groupe serré avant qu’une paire ne finisse par quitter le groupe. Les deux cellules se
comportent alors comme si elles étaient reliées par un fil élastique les faisant bouger d’avant en
arriére dans l'eau. Ce phénomeéne a été observé aussi bien in vitro qu’in vivo. La fusion
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cytoplasmique précéde la fusion des noyaux et donne naissance a un planozygote : zygote doté de
deux flagelles longitudinaux, d’environ 43 um de diamétre (Walker, 1982). L’ensemble de ces étapes
peut étre visualisé sur la figure 2.

Figure 2 : Etapes de lareproduction sexuée de K. brevis observée en microscopie optique
(Walker, 1982)

1: Cellule motile asexuée / 2 : fusion des gameétes / 3 : Planozygote, les noyaux n’ont pas encore
fusionné / 4 : Planozygote avec 2 flagelles longitudinaux / 5 : Forme hypotheque / 6 : Possible kyste obtenu
en culture / 7 : Possible kyste issue d’une population naturelle / 8 : Forme ronde, fréquente dans les cultures
soumises & un stress environnemental. Barre d’échelle : 20 um
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o Existence d’hypnozygotes benthiques

Wilson (1967) a émis I'hypothése de I'existence d’hypnozygotes, zygotes a paroi épaissie qui
germent aprés une période de dormance. Ces derniers représenteraient un stock benthique
permettant le renouvellement des populations. En effet, des hypnozygotes ont été observés en
cultures de K. brevis et de nombreuses cellules similaires ont été trouvées dans des sédiments sur
la cOte occidentale de la Floride ; leur appartenance a I'espéce K. brevis n’a toutefois pas été
confirmée génétiqguement (Kang, 2010). Comme de nombreuses zones de prolifération de K. brevis
sont assez superficielles pour que la lumiére atteigne le fond marin, il parait plausible que le cycle
biologique de cette espéce ait lieu pour partie dans le benthos.

Sinclair et Kamykowski (2008) ont montré que K. brevis est capable de nager dans les eaux
interstitielles des sédiments. L’existence de telles cellules benthiques actives pourrait ainsi modifier
notre vision des mécanismes d'initiation des efflorescences chez cette espéce. En effet, la plupart
des recherches se sont concentrées sur les cellules situées dans la colonne d’eau et non dans le
benthos.

c. Motilité

K. brevis peut se déplacer dans I'eau a une vitesse d’environ 1 m/h grace a deux flagelles, dans des
conditions environnementales (McKay et al., 2006). Cette espéce présente en effet un
phototropisme et un géotropisme : les microorganismes s’accumulent en surface en journée et se
dispersent dans la colonne d’eau la nuit (Kerfoot et al., 2002). Heil (1986) a démontré que les
déplacements vers la surface et vers le fond commencent respectivement avant la photopériode et
la scotopériode, suggérant I'existence d’'une horloge biologique. Ce comportement pourrait interagir
avec des caractéristiques hydrographiques, a l'origine d’'une concentration dans certaines zones
indépendamment de la multiplication des organismes. Il s’agirait alors d’'un mécanisme d’initiation
des efflorescences algales qui résulterait en une population monospécifigue dans une zone donnée.

B. Physiologie

a. Température de développement

K. brevis a été observée dans I'eau de mer a des températures de 7 a 33°C, mais la croissance
optimale en laboratoire est obtenue entre 22 et 28°C (Vargo, 2009).

b. Influence de la salinité

K. brevis se développe généralement entre 18 et 45 PSU (1 PSU=1 g de NaCl/kg d’eau), mais le
taux de multiplication maximal est atteint avec une salinité de 30 a 40 PSU (Vargo, 2009). Comme
K. brevis se développe dans des eaux salées et n’est pas retrouvée en deca de 24 PSU, les marées
rouges ont généralement lieu dans les eaux coétieres, mais pas dans les estuaires, a I'exception des
épisodes de sécheresse qui augmentent alors artificiellement la salinité (Steidinger et Ingle, 1972).

Un événement unique s’est produit en 1998 (Dortch et al., 1998), au cours duquel les cellules
de K. brevis ont été transportées depuis la péninsule floridienne vers le delta du Mississippi et ont
alors été retrouvées dans des eaux de trés faible salinité (5 PSU).
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c. Phototropisme

Toutes les espéces de Karenia possedent les chlorophylles de type a et ¢, associées a plusieurs
pigments accessoires qui remplacent la péridinine retrouvée chez la plupart des dinoflagellés :
fucoxanthine,19-butanoyloxyfucoxanthine,19-hexanoyloxyfucoxanthine et 19-hexanoyl-oxypara
centrone- 3-acétate (Steidinger et al., 2008). Schaeffer et al. (2007) ont montré que différents clones
de K. brevis possédent des capacités photosynthétiques significativement différentes, et sont ainsi
capables de se développer sous une large gamme d’intensités lumineuses, avec toutefois une
préférence pour les faibles intensités rencontrées dans les eaux profondes et au niveau des sols
sédimentaires. La luminosité élevée en surface est ainsi tolérée grace aux pigments du cycle de la
xanthophylle : la diadinoxanthine et la diatoxanthine (Evens et al., 2001).

Des études portant sur K. mikimotoi ont aussi mis en évidence une croissance sous des
intensités lumineuses variables grace a des mécanismes cellulaires de photo-adaptation : les
cellules se développant en profondeur contiennent plus de chlorophylle a, ce qui améliore I'efficacité
photosynthétique en conditions de faible luminosité (Gentien, 1998).

d. Nutrition

Les dinoflagellés du genre Karenia sont considérés comme des organismes autotrophes, mais
possédent également la capacité d'utiliser des composés organiques et d’ingérer des
microorganismes. Des études de populations naturelles de K. brevis révélent ainsi I'utilisation de
nitrates, d’'urée, d'ammonium, de glutamate, de phosphore organique et de matiére organique
dissoute excrétée par Trichodesmium, une cyanobactérie filamenteuse (Mulholland et al., 2004),
mais aussi de glycine, de méthionine et de valine (Baden et al., 1979). Sinclair et al. (2009) ont
démontré que K. brevis absorbe urée et ammonium aussi bien le jour que la nuit, ce qui pourrait
jouer un réle important pour se procurer des nutriments durant la migration verticale circadienne.

Shimizu et al. (1995) ont découvert que I'ajout d’'urée et de glycine aux cultures de K. brevis
stimule une transition vers un mode de nutrition plus hétérotrophe et augmente la biomasse et la
production de brévétoxines d’un facteur deux a quatre. L'ingestion de cyanobactéries du genre
Synechoccus a aussi été documentée dans des cultures de K. brevis ; leur taux de croissance s’en
trouvait alors accru, par la diversification du type de substrat nutritionnel utilisé (Glibert et al., 2009).
Ce mode de nutrition pourrait ainsi jouer un réle important dans le maintien des populations
naturelles de K. brevis dans des eaux pauvres en nutriments azotés.

Il apparait ainsi que ces dinoflagellés sont trés polyvalents sur le plan nutritionnel, par
l'utilisation de nutriments organiques et inorganiques ainsi que I'ingestion d’autres microorganismes
(phagotrophie). Le fait que K. brevis se développe dans les milieux oligotrophes au centre du golfe
du Mexique indique que cet organisme peut survivre malgré une trés faible disponibilité en
nutriments.

D’autres espéces de Karenia ont probablement des capacités similaires. Par exemple,
Mountfort et al. (2006) ont montré que I'ajout d'acide glycolique et d’alanine aux cultures de K.
seliformis double leur biomasse et la production de gymnodimine. Par ailleurs, 'azote a été identifié
comme un nutriment clé dans la prolifération excessive de Karenia lors de marées rouges. K.
mikimotoi est capable d’utiliser les nitrates, nitrites et 'urée comme sources d’azotes, ainsi que deux
acides aminés (glutamine et tryptophane). Cette espece utilise par ailleurs des sources variées,
organigues comme inorganiques, de phosphore (Yamaguchi et Itakura, 1999).
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C. Interactions biotiques

Les interactions entre K. brevis et d’autres microorganismes marins sont au cceur des études
destinées a comprendre les mécanismes d’initiation, maintien et extinction des efflorescences
algales. De nombreux phénoménes demeurent toutefois inconnus ou peu compris.

a. Virus

De la méme facon que K. brevis ingére d’autres microorganismes, ces derniers peuvent également
attaquer Karenia. Ainsi, différents virus capables de lyser K. brevis et K. mikimotoi ont été
isolés (Paul et al., 2002) ; leur réle dans la dynamique des populations des espéces de Karenia est
cependant inconnu a ce jour. Certains virus pourraient se répandre plus facilement au sein de
populations denses, causant le déclin des efflorescences algales.

b. Bactéries

Doucette et al. (1999) ont isolé deux bactéries, naturellement présentes dans les eaux du golfe du
Mexique, létales pour K. brevis et K. mikimotoi. Il s’agit de deux souches de bactéries a Gram négatif
du genre Cytophaga notées ANSW2-2 et 41-DBG2. Cependant, cette Iétalité s’exprimait
uniquement lorsque la concentration en bactéries dépassait un seuil de 106 cellules/uL. Ainsi, cette
toxicité était largement diminuée en présence d’autres bactéries, par inhibition compétitive dans le
milieu. Le mécanisme d’action et la spécificité de leur pouvoir algicide envers K. brevis n’ont pas
encore éte déterminés.

c. Copépodes

Les copépodes sont un groupe de petits crustacés libres ou parasites d’autres organismes marins,
se nourrissant notamment de dinoflagellés. Breier et Buskey (2007) ont montré qu’en conditions
expérimentales, le copépode Acartia tonsa présentait des taux d’ingestion et de reproduction plus
faibles lorsqu’il était nourri avec K. brevis qu’avec d’autres espéces de dinoflagellés, méme en
'absence de production de brévétoxines par K. brevis.

Diverses espéces de copépodes ne se nourrissant pas de K. brevis sont affectées par les
toxines présentes dans l'eau: celles-ci induisent chez les copépodes une tachycardie et des
dysfonctionnements musculaires. Cependant, Turner et Tester (1989) ont montré que trois especes
de copépodes partageant I'habitat de K. brevis ingéraient le dinoflagellé sans problemes apparents,
devenant ainsi vecteurs de brévétoxines au sein de la chaine trophique.

Les mécanismes a l'origine de cette nutrition sélective ne sont pas connus, mais pourraient
réduire la pression trophique exercée sur K. brevis par rapport a d’autres espéces d’algues, certains
copépodes se nourrissant uniquement des autres especes de dinoflagellés présentes dans le milieu.
Ainsi, il a été démontré que la composition des populations de zooplanctons est différente dans les
zones de prolifération importante de K. brevis et en dehors de celles-ci (Lester et al., 2008). Cela
pourrait étre di a des effets spécifiques de K. brevis ou a des changements globaux de la biomasse
lors de ces épisodes.

d. Allélopathie et production de toxines

L’allélopathie désigne tout phénomene biologique par lequel un organisme produit un ou plusieurs
composés bhiochimiques qui influencent la germination, la croissance, la reproduction et la survie
d’autres organismes du méme biotope. Dans un environnement aquatique, I'eau disperse tout
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composé soluble ; la dilution rapide réduit donc la probabilité de rencontre entre la substance
produite et 'organisme aquatique. Le potentiel de I'allélopathie est maximisé lorsque l'eau est
soumise a peu de courants, autorisant la concentration locale des composés libérés, et que les
organismes récepteurs sont proches des émetteurs. Les effets de l'allélopathie peuvent étre
synergigues avec des conditions environnementales restrictives (température, salinité, luminosité,
pH, dioxygéne).

o Composés organiques

K. brevis produit des composés allélochimiques qui nuisent au développement de la majorité des
autres especes de phytoplanctons (Kubanek et al., 2005). Prince et al. (2010) ont cependant mis en
évidence que ces molécules ne sont pas des brévétoxines, mais divers composés organiques
polaires, instables. Des molécules similaires ont été identifiées chez d’autres espéces de Karenia,
avec des effets hémolytiques et cytotoxiques (Yasumoto et al., 1990). Différentes especes
produisent ainsi des lipides, stérols et acides gras polyinsaturés ayant des propriétés ichtyotoxigues.

La plupart de ces composés organiques actifs n‘ont pas été vraiment caractérisés, a
I'exception d’'une molécule bien décrite : la gymnodimine. Il s’agit d’'une substance produite par K.
selliformis qui active les récepteurs calciques et altére les récepteurs nicotiniques a I'acétylcholine
dans les cellules musculaires, agissant comme un inhibiteur neuromusculaire (Mountfort et al.,
2006). Cette action est a I'origine de mortalité chez des espéces de vertébrés et d’invertébrés.

e Superoxydes

Marshall et al. (2005) ont montré que de nombreuses algues, dont K. brevis et K. mikimotoi
produisent des superoxydes et dérivés réactifs du dioxygene a effet allélopathique contre d’autres
algues ou bactéries.

Il apparait ainsi que toutes les espéces de Karenia étudiées produisent des substances
allélochimiques ; beaucoup synthétisent aussi des toxines létales pour diverses especes animales
marines. La diversité de ces composés n’ayant pas été totalement élucidée, il semble plausible que
la plupart des substances allélochimiques actives sur d’autres microorganismes (algues, virus,
bactéries, prédateurs protozoaires) puissent aussi affecter des animaux marins de grande taille du
fait de la similarité de leurs métabolismes cellulaires, en particulier en cas de forte concentration
comme lors des phénoménes de marées rouges. De plus, comme de nombreuses molécules sont
liposolubles, on peut émettre I'nypothése qu’une faible fraction de ces composés allélochimiques
atteigne 'homme au travers de la chaine alimentaire suite & un mécanisme de bioaccumulation.

Il n'a pas été démontré formellement que les brévétoxines avaient un effet allélopathique.
Cependant, certains composés produits par des espéces de Karenia affectent les transports
ioniques ; ceci suggere que les brévétoxines, qui agissent sur les canaux sodiques, peuvent
également faire partie du répertoire allélopathique de Karenia.

L’allélopathie représente également un avantage sélectif contre les microorganismes
susceptibles de s’attaquer a ces algues : des composés libérés lors du contact intercellulaire entre
Karenia et un prédateur inhibent alors ce dernier, permettant la survie de l'algue et la propagation
de son génotype (contrairement a la libération de brévétoxines, qui survient apres la lyse cellulaire).
Cela ne fonctionne pas avec un prédateur métazoaire de grande taille qui concentre de nombreuses
cellules phytoplanctoniques a la fois : 'algue meurt avant que la toxine ait affecté le prédateur et le
génotype toxique est perdu.
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Bien que non sélectionnées naturellement pour agir sur des organismes métazoaires, des
substances allélochimiques actives sur des microorganismes microbiens peuvent tout de méme
affecter des métazoaires lors de concentrations algales tres élevées, du fait de leur mécanisme
d’action affectant des récepteurs ou canaux ioniques présents aussi chez ces espéces. Cela pourrait
prolonger les épisodes de prolifération par la réduction de la pression de prédation, mais ne suffit
pas a expliquer I'évolution explosive de faibles populations d’algues en efflorescence massive. La
migration verticale des Karenia permettrait en revanche d’élever leur concentration localement et
ainsi contribuer a déclencher le phénomene initial de prolifération, grace a des concentrations
locales de molécules allélopathiques suffisantes pour affecter les organismes métazoaires.
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2. Dynamique des populations et émergence des marées rouges

A. Distribution globale des espéces de Karenia

La compréhension de la distribution globale des espéces de Karenia est probablement trés
incomplete, car la majorité des études sont initiées en réponse a des marées rouges séveres attirant
donc l'attention ; c’est ce qui a permis l'identification des espéces connues a ce jour.

Zingone et al. (2006) ont mené une recherche attentive des espéces de phytoplanctons
potentiellement toxiques le long de la cbte occidentale de I'ltalie. lls ont alors mis en évidence la
présence de plusieurs espéces de Karenia, sans qu’aucun effet sur les populations de poissons n’ait
été rapporté. Des études similaires conduites dans d’autres parties du monde révéleront
probablement I'existence d’autres espéces au sein du genre Karenia et étendront les aires de
répartition des espéces déja connues.

a. Karenia mikimotoi

Cette espéce présente une répartition mondiale ; elle a été mise en évidence dans le golfe du
Mexique, le long de la c6te atlantique d’Amérique du Nord, mais aussi en Espagne, France (Gentien,
1998), Irlande (Raine et al., 2001), Grande-Bretagne (Pingree et al., 1975), Norvége (Braarud et
Heimdal, 1970), Suéde (Lindahl, 1983), Danemark (Carstensen et Conley, 2004), Japon (Ono et al.,
1996), Allemagne (Elbréchter, 1998).

b. Karenia brevis

Sa distribution est bien plus restreinte que celle de K. mikimotoi: on trouve cette espéce
principalement en pleine mer dans le golfe du Mexique, en faible concentration (Geesey et Tester,
1993). K. brevis forme cependant fréquemment des efflorescences toxiques sur la céte ouest de la
Floride et plus rarement le long des cotes texanes et mexicaines (Steidinger, 2009). Dans de rares
cas, des efflorescences initiées dans le golfe du Mexique ont été emportées par le Gulf Stream le
long de la cbte atlantique de 'Amérique du Nord (Tester et Steidinger, 1997).

L’ichtyotoxicité de Karenia brevis a été reconnue en 1946-1947, mais des mortalités de
poissons sont rapportées depuis au moins 1530, suggérant que Karenia brevis forme des marées
rouges depuis des siécles dans le golfe du Mexique. Nombre d’études ont été conduites sur la cbte
occidentale de la Floride depuis 50 ans ; on sait désormais gque différentes especes coexistent dans
le golfe du Mexique avec notamment K. longicanalis; K. mikimotoi, K. papilionacea et K. seliformis.

c. Autres espeéces

D’autres espéces de Karenia forment des efflorescences toxiques ailleurs dans le monde comme
en Nouvelle-Zélande (Chang, 2011), au Japon, en Irlande ou encore en Afrique du Sud. Ces
espéces ont aussi des effets toxiques sur la faune marine, mais n’ont pas d’impact rapporté sur la
santé humaine comme K. brevis, et sont de ce fait moins étudiées.
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B. Efflorescences algales

Comme évoqué précédemment, la plupart des études s’intéressent aux efflorescences algales
délétéres ayant des conséquences visibles sur la faune ; les données sont donc collectées pendant
la phase de maintien de ces efflorescences. La concentration de ces microorganismes est la plupart
du temps tres faible et ne devient importante qu’occasionnellement et dans des aires géographiques
restreintes. Par conséquent, on connait en réalité trés peu la dynamique des populations de Karenia
en dehors de ces épisodes.

Les marées rouges dues a K. brevis et K. mikimotoi sont décrites depuis des centaines
d’'années et font partie intégrante de leur cycle biologique. On ignore cependant si les nouvelles
espéeces découvertes ont toujours proliféré de la sorte et sont seulement étudiées depuis peu, ou si
ces marées récentes constituent un nouveau phénoméne, potentiellement li€¢ & un changement
environnemental.

La composition spécifique des populations lors d’efflorescence est tres variable : certaines
sont monospécifiques et d’autres associent Karenia a d’autres algues. Il a été découvert récemment
que de nombreuses marées rouges sont en réalité le fruit de la prolifération de plusieurs espéces
de Karenia, suggérant que ces derniéres partagent des besoins écologiques et biologiques
similaires. Cela interroge néanmoins sur le phénoméne d’exclusion compétitive et la fagon dont ces
différentes especes peuvent coexister en occupant des niches écologiques identiques.

La question fondamentale est donc de savoir comment les espéces de Karenia parviennent
a développer une telle biomasse. C’est une question trés complexe qui implique probablement de
nombreux facteurs biologiques et physiologiques. En effet, Karenia, comme la plupart des
dinoflagellés, se réplique trés lentement a savoir moins d’une fois par jour. Comment ces organismes
peuvent-ils alors faire concurrence a des algues dont la multiplication est beaucoup plus rapide,
telles les diatomées ?

a. Caractéristiques déterminantes des dinoflagellés

o Motilité

Si les dinoflagellés comptent parmi les algues dont la multiplication est la plus lente, ce sont en
revanche les plus rapides a se déplacer. Les Kareniaceae effectuent ainsi une migration verticale
selon un cycle nycthéméral, s’accumulant en surface au cours de la phase lumineuse. Ces
organismes peuvent aussi accéder a des zones riches en nutriments dans des eaux stratifiées, non
accessibles a la plupart des algues concurrentes (Kamykowski et al., 1998). De plus, K. brevis est
capable de se déplacer dans I'eau interstitielle des sédiments, ou la concentration en nutriments
inorganiques est plus élevée (Sinclair et Kamykowski, 2008).

o Ultilisation des nutriments organiques

Comme expliqué précédemment, les Kareniaceae ont une plus grande capacité a utiliser des
nutriments organiques que d’autres espéces d’algues. Or, les eaux cotieres contiennent souvent
bien plus de nutriments organiques qu’inorganiques. Cela pourrait constituer un élément favorisant
le développement de Karenia au détriment des algues uniquement lithotrophes.
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¢ Allélopathie

Les substances allélochimiques produites par K. brevis sont susceptibles d’expliquer leur succes
comparativement a des algues a croissance plus rapide ou a des prédateurs microbiens. Ces
COMpOSES ne sont en général pas actifs, a faible concentration, sur des organismes métazoaires se
nourrissant des dinoflagellés. Cependant, aprés une prolifération importante, leur concentration
élevée pourrait contribuer a inhiber ces prédateurs et a prolonger I'efflorescence.

Ces trois facteurs constituent des avantages sélectifs, mais ne suffisent pas a expliquer la
distribution sporadique des efflorescences dans le temps et I'espace ni a prédire leur apparition.

b. Facteurs physiques favorisants

e Taux de dilution et turbulences marines

Les turbulences aquatiques sont a l'origine d’'une dilution des cellules. Afin qu’une efflorescence
débute et se maintienne, ce taux de dilution doit étre inférieur au taux de croissance de K. brevis.

Les trois zones ol le brassage des eaux est le plus faible dans le golfe du Mexique sont situées le
long des cb6tes du Mexique, du Texas et de la Floride, soit précisément la ou Karenia prolifére le plus
(Olascoaga, 2010). Il semble donc que des eaux fortement stratifiées avec un faible taux de dilution
lié aux turbulences soient favorables au développement de Karenia brevis.

e Concentration mécanique

Dans quasiment tous les cas d’efflorescences rapportés, la concentration en algues augmente plus
rapidement que ne le permet leur taux de croissance. Cela implique donc nécessairement un
phénomeéne physique sous-jacent de concentration des cellules.

Du fait de sa migration verticale circadienne, K. brevis a tendance a s’accumuler en surface
durant la journée. Ce processus ne peut concentrer les algues que d’un ordre de grandeur : par
exemple, les cellules d’'une colonne d’eau de 10 m nagent vers la surface et se retrouvent donc
concentrées sur le premier metre.

Les courants de circulation de Langmuir peuvent aussi concentrer les cellules dans une zone
réduite, a petite échelle. La circulation de Langmuir consiste en une série de tourbillons lents en
rotation inverse, a la surface de I'océan, paralléle a la direction du vent (figure 3). Ces courants se
développent lorsque le vent souffle régulierement sur la surface de la mer. Bien qu'ils soient
transitoires et que leur force et leur direction dépendent des propriétés du vent et des vagues, ils
facilitent le mélange des nutriments et affectent la distribution des organismes dans la couche
supérieure de I'océan.
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Figure 3 : Représentation schématique de la circulation de Langmuir
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Ces deux phénomenes pourraient augmenter suffisamment la densité de Karenia brevis
localement pour accroitre leur potentiel allélochimique. Les mouvements d’upwelling (remontée
d’eau) et downwelling (plongée d’eau) associés peuvent, a long terme, concentrer les algues de
facon bien plus importante (Hetland et Campbell, 2007).

c. Sources de nutriments nécessaires

Une grande quantité de nutriments est requise pour générer un développement majeur de la
biomasse, mais pas nécessairement une concentration élevée. En effet, dans le cas de Karenia
brevis, les cellules peuvent se développer sur une grande surface avec peu de nutriments ; puis un
mécanisme physique de concentration rassemble ces cellules en une efflorescence, qui contient
alors bien plus de nutriments que I'eau dans laquelle elles se développaient initialement.

Ainsi, alors que les nutriments disponibles sont un facteur limitant de nombreuses
proliférations d’algues sur la planéte, leur importance est moindre dans l'initiation des marées rouges
de Karenia. Au contraire, un apport soudain de nutriments inorganiques génere plutét un avantage
compétitif aux diatomées. Les sources nutritives conférant un avantage aux Karenia par rapport aux
diatomées sont celles situées sous la pycnocline (couche verticale ou le gradient de densité de I'eau
est le plus élevé) ou dans les sédiments, ainsi que les nutriments organiques que les dinoflagellés
sont capables d’utiliser. Au réservoir important de nutriments organiques présent dans I'eau de mer
s’ajoute pour Karenia la mort de populations de diatomées du biotope benthique, de poissons ou
I'excrétion de nutriments par des organismes tels Trichodesmium.

Il est aussi important de distinguer les sources nutritives amorcant une efflorescence et celles
qui permettent d’augmenter la biomasse et de les maintenir dans le temps. De nombreuses sources
nutritives sont potentiellement disponibles pour augmenter la biomasse de Karenia; il est donc
difficile d’identifier une source a l'origine de ces efflorescences.
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C. Cas particuliers des marées rouges dans le golfe du Mexique

La prolifération de K. brevis survient le plus souvent a 'automne le long de la cote occidentale de la
Floride, entre la baie de Tampa et I'lle de Sanibel soit la zone ou le brassage lié aux marées est le
plus faible (Olascoaga, 2010).

a. Le phénomeéne d’upwelling

En Floride, les vents tendent a favoriser 'upwelling en automne, ce qui a donné lieu a de
nombreuses études sur le transport de K. brevis par ces courants. Cependant, 'upwelling seul ne
suffit pas a concentrer les cellules : celles-ci vont en effet étre transportées plus prés des cotes, puis
une fois qu’elles sont remontées en surface, les courants superficiels vont les emporter a nouveau
vers le large. Le mécanisme conduisant a 'accumulation de K. brevis le long des cétes n’a donc pas
encore été totalement élucidé. Une autre hypothése suggére qu’'une séquence complexe de
courants d’'upwelling et downwelling serait responsable de la concentration des cellules (Lanerolle
et al., 2006).

Un autre probléme soulevé par 'hypothése d’'upwelling est que peu de données ont mis en
évidence des quantités significatives de K. brevis dans les eaux profondes du plateau continental
ouest floridien ; la plupart des données montrent plutdét de hautes concentrations dans les eaux de
surface. Par conséquent, le courant d’upwelling conduirait a un flux de cellules vers le large. Un
autre mécanisme piégeant les cellules en région cétiére est nécessairement impliqué.

A Tlautomne, d’autres facteurs interagissent avec ce courant: la stratification verticale
s’affaiblit et les vents s’intensifient (Weisberg et al., 2001). Les courants cétiers changent de direction
vers le sud, et les eaux superficielles, au nord, se refroidissent et générent des panaches d’eaux
froides vers le sud, le long de la céte, produisant des fronts thermiques. Cela correspond également
au pic de la saison humide et du ruissellement associé au sud de la Floride, qui provoque des fronts
de salinité le long de la cote.

Ainsi il est suspecté que 'ensemble des mouvements d’eau, associés aux fronts thermiques
et aux fronts de salinité, produisent, a cette période, des conditions propices a la concentration de
K. brevis. De nombreux facteurs physiques interviennent donc certainement, mais il n’existe a
I'heure actuelle aucun modéle permettant de prédire exactement ou et quand K. brevis proliférera.

b. Sources de nutriments

Il existe de nombreuses sources potentielles de nutriments le long de la cbte occidentale de la
Floride, mais on ignore si 'une d’entre elles peut étre déterminante ou expliquer le développement
initial de ces efflorescences et leur importance.

¢ Ruissellement et prolifération aux embouchures de rivieres

Certaines études ont mis en évidence des corrélations entre les eaux de ruissellement provenant
des terres et la prolifération de K. brevis (Brand et Compton, 2007). Cependant, il existe de
nombreuses exceptions, avec des épisodes de prolifération en période de sécheresse et, a l'inverse,
I'absence de prolifération lors de pluies et ruissellement intenses.

Un ensemble de données collectées par I'Etat de Floride sur 50 ans montre qu’un certain
nombre d’efflorescences ont débuté a proximité d’'embouchures de fleuves. Deux épisodes, en 2004
et 2005, provenaient ainsi de 'embouchure de du fleuve Caloosahatchee, ou des concentrations

Page 23



élevées en silice ont été mises en évidence, indiquant que les efflorescences ont eu lieu dans des
masses d’eaux soumises a un ruissellement important (Yentsch et al., 2008).

Brand et Compton (2007) ont soutenu que les éléments nutritifs des eaux de ruissellement
jouaient un réle significatif dans 'augmentation de la biomasse de K. brevis, car celle-ci est plus
importante dans les eaux cotiéres de faible salinité qu’au large ou la salinité est plus élevée. lls ont
également souligné le fait que la biomasse de K. brevis a augmenté significativement au cours des
50 dernieres années, période au cours de laquelle le contenu nutritif s’est accru dans les eaux de
ruissellement, mais pas au large. Il faut néanmoins noter que s’il existe une forte corrélation entre le
ruissellement et les efflorescences, cela ne repose pas forcément sur la concentration en nutriments.
Les fronts de salinité générés pourraient aussi contribuer aux mécanismes de concentrations de
Karenia.

En plus des eaux de surfaces issues du ruissellement terrestre, 'apport des eaux
souterraines doit également étre pris en compte. Du fait des diverses activités humaines, la
concentration en nutriments des eaux souterraines a évolué a la hausse de facon spectaculaire au
cours des derniéres décennies (Scott et al., 2004). Or K. brevis est capable de migrer dans les
sédiments pour tirer profit des teneurs plus élevées en nutriments dans les eaux interstitielles. Cette
richesse en nutriments est mise en évidence par la concentration en chlorophylle plus forte dans les
sédiments que dans la colonne d’eau les surplombant.

e Dépodts de phosphates

Une caractéristique particuliére du plateau occidental floridien est la présence de larges dépbts de
phosphates le long de la cbte et probablement sur le reste du plateau continental. Le ratio N/P est
donc bas et se développe en conséquence un écosysteme limité par les ressources en azote (Walsh
et al., 2006). Les concentrations en azote inorganique sont habituellement tres faibles sur la majorité
du plateau continental, méme cétier. Tout apport d’azote est donc rapidement absorbé par les
phytoplanctons qui ont assez de phosphore, mais sont limités en azote. Cela confére un avantage
sélectif aux cyanobactéries capables de fixer 'azote inorganique.

¢ Relation avec Trichodesmium et réle du fer

Certains chercheurs ont noté une corrélation apparente entre la prolifération de la cyanobactérie
Trichodesmium, et K. brevis. Trichodesmium excréte en effet de I'azote organique qui peut étre
utilisé par K. brevis (Mulholland et al., 2004). Les cyanobactéries, en particulier celles fixant I'azote,
ont besoin de davantage de fer que les algues pour se développer. Walsh et al. (2006) ont suggéré
que le manque de fer limite normalement le développement de Trichodesmium sur le plateau
occidental floridien. L'apport de poussiéres du Sahara, riches en fer, stimulerait alors la prolifération
de Trichodesmium et donc par la suite de K. brevis.

Tandis que les eaux cotieres recoivent majoritairement du fer issu du ruissellement terrestre,
les poussiéres atmosphériques représentent probablement la source majeure de cet élément au
large. Il semble plausible qu’il stimule la prolifération de Trichodesmium et augmente les ressources
en azote disponibles pour K. brevis sur le plateau floridien occidental. Il est moins évident de
conclure que cela constitue le facteur majeur déterminant I'initiation d’efflorescences.

Plusieurs études portant sur la concordance temporelle entre la présence de poussieres
atmosphériques et la prolifération de Trichodesmium comme de K. brevis ont montré une corrélation
positive seulement partielle (Stumpf et al., 2008). De plus, ces poussiéres ont tendance a couvrir de
larges zones dans le golfe du Mexique, alors que les efflorescences débutent dans des zones plus
restreintes.
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o Mort d’autres organismes au sein de I'écosysteme

La mort d’autres organismes et le relargage de leurs nutriments constituent une autre ressource
nutritionnelle potentielle pour K. brevis. La décomposition des poissons morts a été envisagée :
lorsque la densité de K. brevis est suffisamment importante pour causer la mortalité des poissons,
les nutriments issus de leur décomposition peuvent contribuer au maintien de I'efflorescence algale
(Walsh et al., 2009).

Une autre possibilité est le dépérissement des plantes benthiqgues en automne, ou elles
subissent le plus fort stress énergétique, lorsque les températures sont encore élevées (maintenant
un rythme respiratoire élevé), mais que l'intensité lumineuse décline (Brand et al., 2012). La mort
des macroalgues et herbiers pourrait alors fournir des nutriments permettant la croissance de K.
brevis.

La mort de populations de diatomées constitue une autre source nutritive potentielle. De
nombreuses séquences saisonnieres dans le monde débutent par la prolifération de diatomées
utilisant les nutriments inorganiques; puis lorsqu’elles meurent, les dinoflagellés deviennent
dominants.

Quelle que soit la source initiale de nutriments, les efflorescences sont généralement
beaucoup plus importantes a proximité des cétes (Brand et Compton, 2007). Cela suggéere que
méme si les eaux de ruissellement ne sont pas un facteur déterminant dans linitiation de la
prolifération, elles jouent un role dans le développement et/ou le maintien d’'une biomasse plus
importante.

c. Une augmentation des marées rouges ?

A l'échelle mondiale, 'augmentation de la fréquence des efflorescences algales nuisibles est
manifeste. Cela est parfois relié a des apports de nutriments d’origine anthropique, mais est-ce le
cas pour Karenia ?

Comme évoqué précédemment, certains chercheurs ont relié 'augmentation de biomasse
de K. brevis a un apport de nutriments par les eaux souterraines et les ruissellements d’origine
anthropique. Les scientifiques et I'opinion publique semblent percevoir une augmentation de la
fréquence, de la répartition géographique et de la persistance dans le temps des efflorescences
(Kuhar et al., 2009). Au cours des vingt derniéres années, de nombreuses nouvelles espéces ont
été découvertes, grace a une amélioration des techniques de détection et d’identification
moléculaire. Dans certaines régions, I'aquaculture intensive peut conduire a des concentrations
élevées en nutriments et donc en algues. De méme, il est plausible que I'eutrophisation due aux
eaux useées et aux rejets d’engrais et pesticides issus de I'agriculture soit un facteur stimulant la
croissance de ces algues.

Le développement des populations de Karenia est cependant complexe et encore peu compris
actuellement. Du fait de leur sporadicité, il est difficle de déterminer si les proliférations ont
réellement augmenté au cours du temps, en fréquence ou en importance. L’eutrophisation pourrait
étre impliquée dans I'augmentation de certains épisodes, mais certainement pas pour tous.
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3. Etude toxicologique des brévétoxines

Les brévétoxines (PbTxs) sont des polyéthers neurotoxiques produits par des dinoflagellés du genre
Karenia, en particulier Karenia brevis.

A. Structure

Ce sont des composés inodores, insipides et résistants a la chaleur. Elles présentent deux formes
structurales différentes, appelées types A et B (Brovedani et al., 2016), présentés sur la figure 4. Le
type B est le plus abondant. En fonction de la structure de la chaine carbonée cyclique et de la
fonction terminale, on peut distinguer 15 brévétoxines différentes, toutes dérivées de PbTx-1 (type
A) ou PbTx-2 (type B), considérées comme les toxines meéres.

Figure 4 : Structure chimique des différents types de brévétoxines (Brovedani et al., 2016)
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K. brevis peut aussi produire d’autres composés appelés hémibrévétoxines, dont les
structures sont présentées sur la figure 5. Ces toxines présentent une chaine cyclique plus courte
que les PbTxs et sont pour cette raison considérées comme des produits incomplets de la synthése
des brévétoxines. Plus spécifiquement, les hémibrévétoxines présentent la méme structure que les
guatre derniers cycles de PbTx-2.

Figure 5 : Structure des hémibrévétoxines (Brovedani et al., 2016)

Les PbTxs sont métabolisées par les crustacés et différents métabolites (résultant de
réactions d’oxydation, de réduction, d’hydrolyse ou de conjugaison) ont été identifiés et caractérisés
structurellement. Les herbiers (Thalassa testudinum) et les crustacés microphages comme les
palourdes (Macrocallista nimbosa, Mercenaria mercenaria), buccins (Busycon sp.) et huitres
(Crassostrea virginica, Crassostrea gigas), qui ne sont pas sensibles aux brévétoxines, peuvent en
accumuler en grande quantité et agir ainsi comme vecteur de contamination des especes aquatiques
ou de 'homme.

B. Pharmacocinétique/Toxicocinétique

PbTx-3 est la plus utilisée dans les études in vivo (Baden et al., 2005). Les premiéres études
toxicocinétiques ont cherché a caractériser la distribution, le métabolisme et I'élimination de cette
toxine.

a. Distribution dans les différents organes

La premiére étude chez les mammiféres fut réalisée par Poli et al. (1990) suite a I'administration
intraveineuse de toxine (PbTx-3) chez des rats Sprague Dawley® (Rattus norvegicus). Une minute
aprés I'administration, moins de 10 % de la dose administrée était encore en circulation. Aprés
30 min, la distribution dans l'organisme était la suivante : environ 70 % dans les muscles
squelettiques, 18 % dans le foie et 8 % dans le tractus intestinal. De plus faibles concentrations ont
été retrouvées dans le cceur, les reins, les testicules, le cerveau, la rate et les poumons. Des
analyses chromatographiques sur les tissus musculaires ont révélé que seule la toxine mere était
retrouvée dans les muscles squelettiques, laissant a penser que le muscle pourrait étre un lieu de
stockage de la toxine. A linverse, des métabolites de PbTx-3 étaient présents dans les féces et la
bile, suggérant que la toxine avait été métabolisée et que I'excrétion biliaire pourrait étre la principale
voie d’élimination. De fait, I'élimination fut principalement fécale et secondairement urinaire, et était
quasi compléte trois jours apres exposition.

Ces résultats ont été ensuite confirmés par instillation intratrachéale chez des souris grises
Mus musculus (Tibbetts et al., 2006). Aprés 30 min, la toxine était rapidement éliminée des poumons
et redistribuée vers le foie, les muscles et le tractus digestif. L’élimination de la toxine, quasi compléte
apres quatre jours, s’est faite via les feces (64 %) et I'urine (11 %).
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Ces deux études suggerent que PbTx-3 s’accumule principalement dans les tissus
musculaires squelettiques et subit un métabolisme hépatique avec excrétion biliaire. Cependant,
étant donné le caractére lipophile de ces toxines, d’autres compartiments d’accumulation ne peuvent
étre exclus. Par exemple, des études in vivo et in vitro d’absorption percutanée ont démontré que
PbTx-3 est accumulée dans le derme aprés quatre heures (Kemppainen et al., 1991). Ces études
concordent avec I'hnypothése d’une liaison des brévétoxines aux membranes cellulaires inhérente a
leur lipophilie.

b. Transport dans le compartiment sanguin

D’autres études ont porté sur la distribution des brévétoxines dans le compartiment sanguin;
certaines suggerent que les toxines pourraient se lier & des protéines de transport plasmatiques.
Bien que des concentrations en toxines de 25-30 nM aient été atteintes 12 h aprés une
administration intrapéritonéale chez des souris, aucun effet toxique n’a été observé (Woofter et al.,
2005). En effet, 39 % de PbTx-3 était lié a des composants plasmatiques, dont environ 7 % a
'albumine. Dans la méme étude, une possible liaison aux lipoprotéines a été investiguée en
administrant in vivo une concentration élevée de PbTx-3 (100 ng/ml) par voie intraveineuse d’'une
part, et d’autre part en injectant la toxine par voie intrapéritonéale a des souris. Dans les deux cas,
une fraction importante s’est liée a des lipoprotéines de haute densité (HDL). Ainsi le caractére
lipophile des brévétoxines confére aux lipoprotéines plasmatiques un rdle majeur dans leur transport
dans le compartiment sanguin.

Cette interaction entre les brévétoxines et les protéines plasmatiques a été caractérisée plus
précisément par Wang et Ramsdell (2011) en étudiant la liaison de PbTx-3 a I'albumine sérique
humaine. Des interactions covalentes et non covalentes ont été mises en évidence.

c. Métabolisation

Des complexes associant les toxines aux lipides ou aux acides aminés, résultant du métabolisme
des crustacés, ont été incriminés dans la toxicité des brévétoxines chez les mammiféres les
consommant, bien que leur rble ne soit pas exactement déterminé. Ainsi certaines études ont
cherché a caractériser la distribution de ces métabolites apres administration intraveineuse de toxine
chez des souris (Leighfield et al., 2014).

Des complexes radiomarqués ont été administrés par voie intraveineuse a des souris, a dose
sublétale. La distribution tissulaire et I'élimination de ces conjugués ont été comparées a celles de
PbTx-3. L’élimination était quasiment compléte aprés 48 h. Cependant, les conjugués aux acides
aminés ou aux lipides ont montré des schémas de distribution et d’élimination particuliers :

o Le complexe acide aminé/toxine était principalement concentré dans les reins (8-22 % de la
dose administrée) et dans le tractus digestif trois heures aprés administration ;

e Le complexe lipide/toxine était concentré dans le foie aprés trois heures puis dans les
poumons aprés 12 h, avec une concentration croissante dans la rate a partir de 30 minutes
post-administration.

Contrairement a PbTx-3, éliminée principalement dans les féces, le conjugué acide aminé était
éliminé dans les urines et le conjugué lipide a parts égales dans les urines et les féces. La distribution
et I'élimination particuliéres de ces composés sont dues a des différences structurales résultant de
diverses réactions métaboliques se produisant chez les crustacés.
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C. Mécanisme d’action

Les brévétoxines agissent en se fixant sur les canaux sodiques-voltages dépendants (VGSC). Il est
donc primordial de connaitre le fonctionnement et le rble de ces derniers afin de comprendre la
physiopathologie de la brévétoxicose.

a. Rappel sur les canaux sodigues-voltages dépendants (Uemura, 2015)

Les VGSC sont des protéines transmembranaires largement répandues dans les membranes des
cellules excitables, permettant un flux ionique de sodium vers I'espace intracellulaire. Ces canaux
jouent un réle majeur dans la physiologie neuronale, en permettant l'initiation de la dépolarisation
membranaire a I'origine de potentiels d’actions. Ils possédent trois caractéristigues majeures : une
activation voltage-dépendante, une inactivation rapide et une sélectivité vis-a-vis des ions sodium.

e Structure
Les VGSC sont constitués d’'une sous-unité alpha fortement glycosylée d’environ 240 a 260 kDa,
associée a une ou plusieurs (jusqu’a quatre) sous-unités béta auxiliaires (30-45 kDa) ; cette structure
est présentée sur la figure 6. A ce jour, dix sous-types de canaux ont été identifiés sur la base de
différences au sein de la sous-unité alpha. Chaque sous-type présente un fonctionnement
électrophysiologique, une distribution tissulaire et un gene codant relativement spécifiques.

Figure 6 : Structure protéique transmembranaire des VGSC (Nicholson et Lewis, 2006)

B2 p1

Y ‘K./‘/NHZ Sous-unité a NH, \ > g
‘W \,\‘?J!
s 7 I I v '\%)}

Extracellulaire L.’:/ i

AT %

P\

RS KL

1 1

§ Lcootc Membrane
{

COOOOE KOOOO

Intracellulaire /)

COOH

| Pore Segment
d’inactivation

COOH

Segment
sensible au
potentiel de
membrane

La sous-unité alpha est elle-méme composée de quatre domaines transmembranaires
homologues, formés chacun de six hélices alpha hydrophobes, connectées par des boucles
polypeptidiques intra et extracellulaires. L’hélice S4 contient cing a six résidus arginine chargés
positivement, sensibles au changement du potentiel de membrane. Les hélices S5 et S6 forment le
pore ionique.
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Les sous-unités béta comportent un domaine transmembranaire, une petite partie C-
terminale intracellulaire et un vaste domaine extracellulaire N-terminal. Elles ne sont pas directement
impliquées dans la conductance ionique, mais jouent un réle important dans la régulation de la
cinétique d’activation du canal, dans I'expression des VGSC a la surface des membranes cellulaires
et dans l'interaction intercellulaire.

e Fonctionnement

Les VGSC existent sous trois conformations distinctes selon le potentiel de membrane de la cellule,
représentées sur la figure 7 :

o fermée : lorsque la membrane est au potentiel de repos, le canal est fermé, ne permettant
aucun flux ionique ;

e ouverte : lorsque le potentiel de membrane dépasse une valeur seuil (environ -55 mV), cela
provoque I'ouverture du canal. Le flux entrant d’ions Na* est alors responsable de la premiére
phase de dépolarisation membranaire du potentiel d’action ;

e inactivée : aprées une courte période d’ouverture, un segment d’'inactivation vient obstruer le
canal ionique au niveau intracellulaire. Aucun flux ionique ne peut avoir lieu.

Le passage de la forme inactivée a la forme fermée nécessite un retour du potentiel de
membrane a une valeur inférieure a -55 mV. Lorsque le canal est inactivé, aucun nouveau potentiel
d’action ne peut naitre ; il s’agit de la période réfractaire. Cette inactivation empéche qu’'un nouveau
potentiel d’action ait lieu avant la fin du précédent.

Figure 7 : Trois conformations des VGSC selon le potentiel de membrane

Conductance Activation voltage-  |nactivation
ionique sélective dépendante rapide
Pore ionique sélectif Filtre sélectif Na* Segment d'inactivation
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d'inactivation . I
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Sous-unité alpha des VGSC, formée de 4 domaines transmembranaires constituant un pore ionique sélectif
pour le sodium. A ['état fermé, le coté intracellulaire de la membrane est chargé négativement. Les résidus
chargés positivement au sein de I’hélice alpha S4 sont indiqués par les signes + (Beutler et al., 2018).
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b. Action des brévétoxines sur les VGSC

La liaison des toxines PbTx aux canaux a plusieurs conséquences (Zhang et al., 2013) :

une modification du seuil d’activation des VGSC vers un potentiel de membrane plus bas, de
telle sorte qu’en présence de la toxine, des canaux s’ouvrent alors qu’ils seraient fermés en
conditions physiologiques ;

une inhibition de I'inactivation des canaux, qui restent donc dans un état activé ;

e une augmentation du temps moyen d’ouverture ;

de multiples états de sous-conductance, caractérisés par des flux transmembranaires de
sodium anormaux.

Les PbTx se lient aux VGSC dans les cellules excitables sur un site spécifiqgue nommé
neurotoxin receptor site 5, situé sur la sous-unité alpha des récepteurs comme indiqué sur la figure 8
(Poli et al., 1986), avec une orientation « inversée »: le cycle A est orienté vers I'ouverture
intracellulaire et le cycle J ou K vers la surface extracellulaire du canal. La capacité de liaison
maximale a lieu lorsque les PbTx-3 et les VGSC sont en proportions stcechiométriques (ratio 1 : 1).

Figure 8 : Sites de fixation de différentes toxines sur les VGSC (Zhang et al., 2013)
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Les brévétoxines de types A et B présentent des différences dans I'enchainement interne des
cycles, mais partagent une lactone sur le cycle A et une structure identique sur le dernier cycle. Ainsi

il a été supposé que ces éléments communs jouent un réle important dans linteraction avec les
récepteurs.

Différentes études (Bottein Dechraoui et al., 2007 ; Ramsdell, 2008) suggérent qu’un cycle A
intact et une longueur de chaine la plus longue possible sont nécessaires a I'activité biologique de
ces toxines. De plus, la conformation du cycle carboné avec le groupe carbonyle sur le cycle A d’'une

part, la taille et la polarité du cycle K d’autre part sont également déterminants pour la liaison au
récepteur et 'occurrence des effets biologiques de la toxine.
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D. Toxicité
a. Toxicité expérimentale

¢ Toxicité in vivo apres administration unique

Différentes études ont permis de déterminer la dose |étale 50 (LDso) des brévétoxines isolées de K.
brevis chez des souris, indiquées dans le tableau 1.

Tableau 1 : LDso de deux types de PbTx chez la souris grise (Mus musculus), selon la voie
d’administration

PbTx-2 (Baden et PbTx-3 (Kirkpatrick et al.,
Mende, 1982) 2004)
LDso suite a une administration 200 170
intrapéritonéale (ug/kg)
LDso suite a une administration 200 94
intraveineuse (ug/kg)
LDso suite a une administration orale (ug/kg) 6600 520

Les souris exposées par voie intrapéritonéale présentaient aprés 30 minutes un syndrome
cholinergigue avec hypersalivation, larmoiement, miction excessive et défécation. Cing heures aprés
ingestion, PbTx-3 causait des tremblements puis des spasmes musculaires sévéres, une rigidité
caudale, une détresse respiratoire et finalement la mort. Les effets étaient immédiats aprés
administration intraveineuse (Van Apeldorn et al., 2001). Dans cette méme étude, des chats (Felis
silvestris catus) anesthésiés ont été exposés a PbTx-3 par voie intraveineuse, et ont alors présenté
bradycardie, hypotension et bradypnée, résolues par administration d’atropine.

La toxicité aigué des métabolites dérivés des brévétoxines, isolés a partir de crustacés, a
aussi été explorée lors d’injection intrapéritonéale chez des souris (Plakas et Dickey, 2010). Les
doses létales minimales (LD.,) des conjugués taurine/BTX-B1 et cystéine/BTX-B2 étaient
respectivement de 50 pg/kg et 306 pg/kg. L’'administration de BTX-B1 provoquait paralysie
postérieure, dyspnée, ptyalisme, larmoiement, miction et défécation, aboutissant in fine a la mort par
paralysie respiratoire. BTX-B2 causait paralysie postérieure, diarrhée, dyspnée et convulsions.

e Toxicité in vivo apres administration répétée
Peu d’études ont exploré la toxicité des brévétoxines suite a une exposition répétée. Deux
publications ont porté sur les effets de PbTx-3 chez des rats, lors d’administration par voie
respiratoire.

Des rats ont été exposés a PbTx-3 par inhalation pendant 30 min ou deux heures par jour,
pendant cing jours consécutifs (Benson et al., 2004). Les doses inhalées calculées étaient
respectivement de 8,3 et 33 pg/kg/jour. Au bout des cing jours, seuls les rats exposés a la plus forte
dose ont présenté une perte de poids. Les tissus examinés n’ont pas révélé de lésions
macroscopique ou microscopique ni de signes de cytotoxicité. Des lavages broncho-alvéolaires
n‘ont pas révélé dinflammation des voies respiratoires, mais les macrophages alvéolaires
montraient des signes d’activation. L'immunité a médiation humorale était diminuée, avec une
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réduction de plus de 70 % des cellules spléniques précurseurs des lignées myéloides. Ces résultats
suggérent qu’une exposition respiratoire aux brévétoxines pourrait induire un dysfonctionnement du
systeme immunitaire.

Une autre expérience a prolongé la durée d’exposition a 22 jours, avec des doses de toxines
de 0,9 ou 5,8 pg/kg/jour (Benson et al., 2005). Des résultats similaires ont été obtenus : aucun signe
cliniqgue de toxicité observé, pas de Iésions histopathologiques au niveau du nez, du cerveau, du
foie et de la moelle osseuse, mais une perte de poids dans les deux groupes et une réduction de
limmunité a médiation humorale, ainsi qu’'une augmentation des réticulocytes sanguins.

Récemment, les effets de l'inhalation répétée d’aérosols de brévétoxines chez le mouton
(Ovis aries) ont été évalués afin de déterminer les mécanismes conduisant a un dysfonctionnement
pulmonaire (Zaias et al., 2011). Deux groupes de moutons, allergiques ou non, ont été exposeés a
20 respirations d’aérosols contenant des concentrations croissantes de PbTx-3 (30-300 pg/ml)
pendant quatre jours conseécutifs. Les deux groupes ont développé une hypersensibilité des voies
respiratoires aprés un jour d’exposition, avec une sévérité dépendant de la concentration et
particulierement marquée dans le groupe de moutons allergiques. Les sujets ont développé une
réponse inflammatoire aprés exposition a la dose la plus élevée, avec une neutrophilie pulmonaire
persistant pendant sept jours aprés exposition.

b. Toxicité chez la faune sauvage marine

Durant les épisodes de prolifération intense de K. brevis, les brévétoxines représentent un risque
pour un grand nombre d’especes. Ce sont de puissantes ichtyotoxines : les poissons sont tués suite
a l'absorption des toxines par les branchies, l'ingestion de K. brevis ou de toxines présentes dans
'eau, ou encore l'ingestion d’autres espéces qui agissent alors comme contaminateurs au sein de
la chaine alimentaire (Landsberg et al., 2009).

Les poissons affectés présentent de nombreux symptémes : régurgitations, diarrhée, nage
en spirale, paralysie des nageoires pectorales, perte d’équilibre, vasodilatation, convulsions et mort
par détresse respiratoire aigué. Les poissons exposés de fagcon chronique montrent peu de signes
cliniques, hormis une légere hémolyse mise en évidence par une anémie, une cyanose, une
hyperviscosité sanguine, une splénomégalie, une hémosidérose hépatique et une déshydratation
(Landsberg, 2002).

Chez les mammiféres marins, I'exposition a lieu trés probablement par ingestion. Cependant
dans certains cas l'inhalation d’aérosols de toxines a été rapportée. Les lamantins (Trichecus
manatus latriostris) ainsi exposés présentent une congestion sévere du nasopharynx, des poumons,
du foie, des reins et du cerveau, ainsi que des signes de rhinite, d’hémorragie et d’cedéme
pulmonaire. Une hémosidérose multiorganique et une leptoméningite non suppurative ont aussi été
rapportées (Bossart et al., 1998).

c. Effets mutagenes et génotoxiques

Murrell et Gibson (2009) ont mis en évidence que les brévétoxines PbTx-2, -3 et -6 induisent des
dommages a 'ADN de cellules humaines en culture (lignée lymphocyte T Jurkat E6-1), par des
cassures simple et double brins de la molécule. Dans des monocytes humains, PbTx-2 provoquait
une déplétion en glutathion, suggérant un stress oxydatif. PbTx-2 étant largement métabolisé dans
'organisme, la génotoxicité pourrait provenir de la formation d’intermédiaires nucléophiles par le
cytochrome P450, qui seraient capables de former des liaisons covalentes avec 'ADN.
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4. Revue des cas rapportés dans la littérature de mortalité
animale due a Karenia brevis

Depuis leur premiere description dans le golfe du Mexique en 1648 (Magafia et al., 2003), les
«marées rouges » liées a K. brevis ont été incriminées dans la mortalité de centaines d’animaux de
niveaux trophiques divers, tels des oiseaux, poissons, tortues et mammiferes marins (Gunter et al.,
1948 ; Forrester et al., 1977 ; Kreuder et al., 2002 ; Landsberg, 2002). Malgré la corrélation spatio-
temporelle entre les efflorescences algales et la mortalité animale observée, il est difficile de prouver
que les brévétoxines peuvent effectivement tuer cette diversité d’organismes aquatiques et
d’especes terrestres.

Les brévétoxines ont été proposées comme agent causal primaire de la mort de plus de
740 grands dauphins (Tursiops truncatus) entre juin 1987 et février 1988 au sud-est des Etats-Unis
d’Amérique (Geraci, 1989). Cet événement a coincidé partiellement avec une efflorescence de K.
brevis qui se déplaca de Floride en Caroline du Nord en 1987, correspondant a un phénomeéne
exceptionnel. Le rdle des brévétoxines est cependant resté équivoque, car les méthodes analytiques
utilisées a I'époque ne permettaient pas de confirmer leur présence. D’autres étiologies, en
particulier d’origine virale, ont été considérées comme facteurs primaires de cette mortalité
(Van Dolah et al., 2002).

Il convient encore de déterminer par des expériences contrblées le niveau de toxine létal
pour chaque espéce. La capacité a déterminer la concentration en toxine dans les tissus, fluides et
contenus digestifs des carcasses trouvées lors de mortalité associée aux marées rouges a
considérablement progressé. Ces concentrations, supposées létales, peuvent étre comparées aux
concentrations tissulaires chez des animaux « témoins », morts d’autres étiologies.

Au cours des derniéres années, plusieurs événements de mortalité chez des vertébrés ont
fourni davantage de données épidémiologiques de terrain. Des efforts ont été faits pour obtenir des
tissus frais, définir précisément la localisation géographigue des carcasses, comparer la distribution
spatiale et temporelle de K. brevis avec les niveaux de brévétoxines dans I'eau et les tissus, et
identifier les vecteurs de toxines au sein des chaines trophiques.

En Floride, des mortalités massives probablement causées par la prolifération de K. brevis
sont survenues chez les lamantins en 1996, 2002, 2003 et 2005 ; et chez les grands dauphins en
1999-2000, 2004 et 2005-2006 (Landsberg et al., 2009). Dans certains cas, la mort des mammiféres
avait lieu en méme temps qu’une efflorescence algale, mais parfois I'exposition aux toxines était
retardée.
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A. Cheminement des toxines au sein de la chaine trophique

La transmission des brévétoxines depuis les cellules de K. brevis jusqu’aux animaux et humains
affectés est aujourd’hui assez bien comprise grace aux nombreuses études réalisées. K. brevis
produit principalement PbTx-1 et PbTx-2, qui subissent ensuite diverses modifications au sein des
écosystemes : ces toxines sont notamment métabolisées grace au cytochrome P450 chez de
nombreux organismes aquatiques (Fleming et al., 2011).

a. Libération de toxines dissoutes «libres »

En présence de fortes turbulences dans 'eau, en surface et le long du littoral, les cellules de Karenia
peuvent étre lysées et ainsi libérer les brévétoxines dans I'eau ; ces dernieres sont particulierement
toxiques pour les poissons du milieu. Des études menées en laboratoire ont démontré que les
poissons exposés a des cellules intactes de K. brevis étaient bien moins affectés que ceux exposés
a des cellules endommagées (Ramsdell, 2008). Le pouvoir allélopathique de K. brevis ne s’exerce
donc que faiblement sur les poissons, et la concentration en toxines libres dans I'eau détermine
alors l'intensité de I'impact des efflorescences a K. brevis sur la faune maritime.

Par ailleurs, Myers et al. (2008) ont démontré que la présence d’espéces compétitrices de
phytoplanctons est susceptible de moduler les conséquences écosystémiques d’une efflorescence.
En effet, plusieurs espéces de diatomées et cryptophytes (classe d’organismes unicellulaires
photosynthétiques aquatiques comprenant 200 espéces) sont capables de métaboliser les
brévétoxines dissoutes dans leur environnement, conduisant a une décroissance de leur
concentration au cours du temps.

Une fraction des toxines se concentre fortement dans la microcouche de surface de 'océan,
correspondant au premier millimétre de la colonne d’eau. Cette couche superficielle est le lieu
d’échanges importants entre 'océan et 'atmosphére ; les toxines peuvent alors former des particules
d’aérosols (Rumbold et Snedaker, 1999). Ces derniéres sont transportées par le vent sur des
distances importantes : on en retrouve jusqu’a 1,6 km a I'intérieur des terres (Kirkpatrick et al., 2010).
On comprend alors que des animaux, méme non aquatiques, puissent développer des signes
cliniques suite a l'inhalation des toxines. Les brévétoxines subissent dans I'air une photodégradation
et d’autres processus physicochimiques ; les aérosols contiennent donc divers métabolites dérivés
de brévétoxines (Hardman et al., 2004).

b. Ingestion de K. brevis et transmission vectorielle des toxines

Les cellules intactes de K. brevis sont captées par divers animaux filtreurs, lesquels sont ensuite
ingérés par des poissons, rendant possible une transmission « vectorielle » des brévétoxines. Celle-
ci a été mise en évidence par Tester et al. (2000) : des poissons juvéniles (Eucinostomus argenteus
et Fundulus majalis) ont été nourris avec des copépodes (Temora turbinata) qui avaient
préalablement ingéré K. brevis. Ces toxines étaient alors retrouvées dans les tissus musculaires des
poissons entre 6 et 24 h aprés l'ingestion. Comme évoqué précédemment, certaines espéces de
copépodes ne sont pas affectées par les brévétoxines et peuvent donc les accumuler en grande
quantité dans leur organisme, représentant alors une source majeure d’intoxication pour leurs
prédateurs.

Plus en amont dans la chaine alimentaire, de nombreux poissons accumulent également les
toxines, principalement dans leur tissu adipeux et secondairement dans les muscles. Longtemps
apres une efflorescence algale, des concentrations allant jusqu’a 1500 ppb (partie par milliard) de
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brévétoxines ont été mesurées dans les muscles et 2700 ppb dans les organes internes de poissons
(Naar et al., 2007). Des animaux tels les dauphins, dont le régime contient une large proportion de
poissons, peuvent par conséquent ingérer de grandes quantités de toxines, qui s’accumulent dans
leurs tissus jusqu’a devenir létales (Flewelling et al., 2005). De méme, de faibles concentrations
toxiniques ont été mises en évidence chez des grands dauphins de la baie de Sarasota en I'absence
d’efflorescence récente (Fire et al., 2007).

c. Persistance de brévétoxines dans I’écosystéme

Une densité tres importante de K. brevis tend a tuer rapidement la faune marine ; les toxines gagnent
alors le réseau trophique détritique et peuvent étre retrouvées dans les sédiments (Mendoza et al.,
2008). En concentration plus faible, en revanche, ces toxines n'ont pas un effet |étal immédiat. Par
un phénomeéne d’accumulation tissulaire, elles se propagent au sein de la chaine alimentaire jusqu’a
atteindre chez les carnivores prédateurs des concentrations létales. En conséquence, les marées
rouges séveres tuent plutdt les animaux en bas de la chaine trophique, puis indirectement par le
biais de la bioaccumulation affectent le haut de cette chaine. Il en résulte un possible décalage
spatial et temporel entre I'efflorescence observée et la mortalité animale occasionnée (Flewelling et
al., 2005).

Les mollusques benthiques tels les moules (Mercenaria sp.), huitres (Crassostrea gigas) et
palourdes stockent aussi de fortes concentrations de brévétoxines dans leurs tissus adipeux suite a
l'ingestion de K. brevis. Le métabolisme et I'élimination compléte des toxines s’étalent en général
sur deux a huit semaines chez les mollusques (Landsberg et al., 2009). Les mollusques se
nourrissant par filtration sont capables de capter énormément de cellules phytoplanctoniques ; on
comprend alors que I'accumulation de toxines en grande quantité n’exige pas nécessairement une
densité élevée de K. brevis. Ces mollusques sont donc considérés comme potentiellement toxiques
en présence de 5000 cellules/L.

Les lamantins, herbivores se nourrissant d’herbiers et macroalgues, sont aussi affectés par K.
brevis, mais une période de latence peut apparaitre entre les marées rouges et la mortalité des
siréniens. Flewelling et al. (2005) rapportent ainsi le cas de 34 lamantins morts en Floride au
printemps 2002, alors méme que la concentration cellulaire en K. brevis dans I'eau était faible a
cette période. Le contenu stomacal des animaux a été analysé : il contenait presque exclusivement
des herbes marines (Thalassia testudinum), et des brévétoxines ont été mises en évidence en
grande quantité dans le fluide gastrique. Or, des échantillons d’herbiers de cette espéce prélevés
dans des zones affectées par K. brevis contenaient également de fortes concentrations en
brévétoxines, en particulier dans leur fraction épiphytique. Les herbiers constituent donc un réservoir
de toxines dans I'écosystéme marin, susceptible de provoquer une intoxication aux brévétoxines
chez des vertébrés décalée dans le temps par rapport a la survenue des marées rouges. L’ensemble
des modes de transfert de K. brevis et des brévétoxines est illustré par la figure 9.
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Figure 9 : schéma des voies de transfert et de I'impact des brévétoxines dans

I’environnement marin (Landsberg et al., 2009)
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B. Impact sur I’écosystéme benthique

Malgré la récurrence des « marées rouges » chaque année, les efflorescences algales prolongées,
persistant pendant des mois, et leur impact sur I'écosystéeme sont moins documentés. La premiére
description d’une mortalité de masse impliquant a la fois poissons et invertébrés de la communauté
benthique a eu lieu en 1971, aprés qu’une efflorescence a persisté au sud-est de la Floride d’avril &
ao(t ( Simon et Dauer, 1972 ; Steidinger et Ingle, 1972 ; Steidinger et al., 1973). La faune des récifs
cotiers entre Charlotte Harbour et Tampa Bay était touchée sur plus de 1500 km2. Au niveau des
récifs cétiers, situés entre 12 et 18 m de profondeur, de 45 a 58 especes de poissons endémiques
présentaient une densité de population fortement réduite. La persistance de I'efflorescence a causé,
directement ou indirectement, la disparition presque compléte du biote récifal : poissons, coraux,
mollusques, crustacés décapodes, tuniciers, échinodermes et algues benthigues.

Si cette mortalité a été attribuée en partie a la toxicité directe de K. brevis, la prolifération

intense du dinoflagellé a aussi eu des conséquences indirectes sur I'écosystéme telles que I'hypoxie,
'exceés de sulfure d’hydrogéne et une diminution de la transparence de l'eau inhibant la

photosynthése des coraux et algues benthiques. De nombreuses espéeces de poissons de toutes

tailles ont été touchées; leur décomposition a ensuite contribué a I'épuisement du dioxygene
dissous.
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Un épisode similaire a été décrit en 2005 dans la baie de Tampa (Landsberg et al., 2009) :
une « marée rouge » a persisté neuf mois, s’étendant sur plus de 5600 km2 et causant la mort de
nombreux poissons, crustacés, coraux, échinodermes et tortues marines (Caretta caretta, Chelonia
mydas, Lepidoche kempii). Les mémes mécanismes ont été évoqués, ainsi qu’'une augmentation de
la température de I'eau, allant jusqu’a 33°C.

On constate ainsi que les efflorescences de K. brevis ont un impact immédiat sur la faune
marine par la libération de brévétoxines, mais également des conséquences plus différées et
indirectes par les modifications des conditions d’oxygénation, de luminosité et de température du
milieu.

C. Chezles mammiféres marins

a. Brévétoxicose chez les lamantins (Trichechus manatus)

Les lamantins comptent parmi les mammiferes marins les plus menaceés et figurent sur la liste rouge
au statut « vulnérable » de I'Union internationale pour la conservation de la nature (IUCN). Le taux
de renouvellement des populations est limité, avec la production d’'un jeune tous les 2 a 2,5 ans.
Tout événement causant une mortalité massive de lamantins adultes notamment a donc un impact
majeur sur la population totale. La Florida Fish and Wilfdlife Conservation Commission (FFWCC)
édite un rapport annuel de la mortalité des lamantins en Floride, notamment liée a K. brevis; les
résultats sont présentés dans la figure 10. Comme évoqué précédemment, les lamantins cumulent
deux voies d’exposition aux brévétoxines les rendant particulierement vulnérables : digestive et
respiratoire. L'importance relative de ces deux voies est toutefois difficile a déterminer.

Figure 10 : évolution de la mortalité liée a K. brevis de 1996 a 2019 chez Trichechus
manatus en Floride
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¢ Description des lésions associées a la brévétoxicose (Bossart et al., 1998)

En 1996, 149 lamantins ont été trouvés morts le long de la cbte occidentale floridienne,
majoritairement autour de I'estuaire du fleuve Caloosahatchee, alors méme qu’une efflorescence de
K. brevis sévissait dans la région. Soixante-quatorze animaux ont été autopsiés afin de caractériser
les Iésions macro et microscopiques présentes, ainsi que pour confirmer I'étiologie de cette mortalité.
La présence de brévétoxines a été démontrée par immunohistochimie dans les macrophages et
lymphocytes de multiples tissus chez tous les animaux, en particulier dans les méninges, la rate
ainsi qu’au niveau du tractus respiratoire.

Macroscopiqguement, les lamantins présentaient des Iésions de congestion sévere affectant
de nombreux organes : tissus naso-pharyngés, poumons, foie, reins, méninges et plexus choroides.
La totalité des animaux autopsiés avait une inflammation catarrhale active du tractus respiratoire,
avec une infiltration lymphocytaire et plasmocytaire de la sous-muqueuse. Quatre-vingt-quatre pour
cent des lamantins souffraient d’'une hémosidérose multiorganique, suggérant un processus
hémolytique. Une leptoméningite multifocale non suppurée, affectant souvent le cervelet et pouvant
expliquer les signes neurologiques décrits lors de brévétoxicose, était observée chez 48 % d’entre
eux.

Les lésions séveres des voies aériennes supérieures, en I'absence d’autre agent causal
infectieux ou toxique isolé, indiquent qu’'une voie possible d’exposition aux brévétoxines est
respiratoire, par inhalation des particules d’aérosols.

Malgré tous ces éléments, il convient de nuancer 'imputabilité de cette mortalité a une marée
rouge. En effet, en raison de la récurrence de ce phénomeéne, les lamantins sont exposés aux
brévétoxines tout au long de leur vie, et la concentration tissulaire résultant de cette exposition
chronique, ainsi que la dose toxique chez cette espéce, ne sont pas connus.

o Effets d’une exposition sublétale sur le systéeme immunitaire

Les animaux exposés a des doses sublétales de brévétoxines peuvent survivre s'ils sont soustraits
a cette exposition et traités. Les brévétoxines ayant été isolées dans les cellules immunitaires chez
différentes espéces, Walsh et al. (2015) se sont intéressés a I'impact d’'une exposition chronique sur
le systéme immunitaire des lamantins.

Des échantillons ont été prélevés sur 12 lamantins traités pour brévétoxicose au Lowry Park
Zoo, sur dix autres siréniens au moment de leur relacher aprés leur traitement dans le méme centre
et sur 11 individus non exposés évalués cliniguement a Crystal River, en Floride. Dans cette étude,
tous les lamantins exprimant des signes cliniques de brévétoxicose avaient des niveaux détectables
de toxines dans le plasma, sans corrélation établie entre la concentration en toxine et la sévérité des
signes cliniques.

Les lamantins atteints de brévétoxicose présentaient une prolifération lymphocytaire
significativement réduite par rapport aux individus supposés sains, corrélée positivement a la
concentration plasmatique en toxine. L’activité lysosomale ne montrait en revanche pas de
différence significative entre les deux groupes.

Les lamantins exposés manifestaient également une augmentation du stress oxydatif,
quantifié par la mesure de l'activité plasmatique de la superoxyde dismutase et de la production
d’especes réactives du dioxygéne et de I'azote. La biotransformation des brévétoxines implique des
conjugaisons avec le glutathion ; des dérivés réactifs du dioxygene pourraient se former durant ce
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processus. Le stress oxydatif peut cependant se développer dans d’autres circonstances (stress
thermique, pollution, hypoxie...) et n’est donc pas spécifique d’une brévétoxicose.

Cette étude a donc mis en évidence une altération de la réponse immunitaire a médiation
cellulaire chez les lamantins exposés aux brévétoxines, par une diminution de la prolifération des
lymphocytes T. Or, leur réponse immunitaire repose majoritairement sur ces cellules. Les
brévétoxines pourraient donc prédisposer les lamantins a dautres affections par
'immunosuppression induite. Le stress oxydatif également mis en évidence peut provoquer de
nombreux dommages a l'organisme : production de radicaux libres, inflammation, altération de
I’ADN.

b. Brévétoxicose chez les dauphins

Les grands dauphins constituent, de par leur réle de prédateurs opportunistes, une espece
« sentinelle » au sein des écosystémes marins. lls se nourrissent en effet de diverses espéces de
poissons (hotamment Lagodon rhomboides, Orthopristis chrysoptera, Mugil cephalus, Leiostomus
xanthurus), de crustacés et d’herbiers marins, et sont relativement sédentaires tout au long de
'année au sein d’un réseau de baies coétiéres. Ainsi, 'évolution de leur état de santé constitue un
bon indicateur de celui des autres espéces de I'écosystéme, situées plus en aval de la chaine
trophique.

En 2007, 12 dauphins se sont échoués en quatre jours sur les plages situées entre Palm Bay
et New Smyrna (soit une étendue d’environ 120 km), sur la cdte est de la Floride, alors que sévissait
dans cette région une marée rouge due a K. brevis (Fire et al., 2015). La concentration en K. brevis
dépassait 10° cellules/L d’eau de mer. Des prélevements tissulaires ont été effectués sur les
dauphins (contenu gastrique, foie, poumons, sang, muscles, rate, reins) et ont révélé que 92 %
d’entre eux contenaient des brévétoxines. La concentration maximale se trouvait dans le contenu
digestif (626 ng/g), suggérant la encore une contamination par voie digestive. La co-occurrence de
I'efflorescence algale et de la mortalité des dauphins, ainsi que la présence de toxine dans leurs
tissus, confirmait avec quasi-certitude le lien de causalité entre ces deux phénoménes.

Trois événements similaires se sont produits au nord de la Floride en 1999, 2004, et en 2005-
2006 (Twiner et al., 2012), comme indiqué sur la figure 11. En 1999, 152 dauphins ont été trouvés
morts suite a une efflorescence algale importante, ou la concentration en K. brevis a atteint 1,6.10°
cellules/L. La brévétoxine PbTx-3 a été détectée chez 52 % des dauphins testés, avec une
concentration atteignant 500 ng/g dans le contenu digestif. De méme, 100 % et 93 % des dauphins
testés étaient positifs lors des épisodes de 2004 et 2005, respectivement. Par ailleurs, des poissons
presque intacts étaient présents dans I'estomac de 19 dauphins, et ont donc pu étre prélevés pour
rechercher la présence de brévétoxines. Tous contenaient PbTx-3 en grande concentration, en
particulier le menhaden de I'Atlantique (Brevoortia tyrannus), dont la teneur en toxine dans les
visceres dépassait 23.000 ng/g.

L’ensemble de ces données confirme que les dauphins sont également affectés par la
prolifération de K. brevis, principalement par voie digestive, par I'ingestion de poissons contenant
de grandes concentrations de brévétoxines.
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Figure 11 : répartition géographique des dauphins échoués lors des marées rouges de
1999, 2004 et 2005-2006
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Sites d’échouages (strandings) des grands dauphins (Bottlenose dolphins) : confirmés positifs pour
la présence de brévétoxines (brevetoxins) tissulaires (confirmed positive), négatifs (not detected) ou non
testés (not tested).

D. Chezles oiseaux maritimes

Peu de données ont été publiées sur les effets des brévétoxines sur les oiseaux maritimes.
Cependant, de nombreuses espéces se nourrissent de petites proies invertébrées sur les plages de
Floride, tels les bécasseaux sanderling (Calidris alba), les tournepierres a colliers (Arenaria
interpres) ou encore les pluviers argentés (Pluvialis squatarola). Ces oiseaux sont opportunistes et
sont susceptibles de consommer les poissons échoués suite a une efflorescence algale. Ainsi Van
Deventer et al. (2012) ont étudié leur comportement alimentaire au cours d’'une marée rouge en
2005 ; ils ont pu observer 19 espéces d’oiseaux se nourrir de poissons échoués, dont des analyses
ont mis en évidence la présence de brévétoxines dans tous les tissus prélevés (yeux, branchies,
muscles). Par ailleurs, des carcasses d’oiseaux collectées a la méme période dans des centres de
réhabilitation ont également révélé la présence de brévétoxines, a des concentrations variables,
dans leur tube digestif. Bien que les doses létales ne soient pas connues pour les oiseaux sauvages,
les concentrations tissulaires retrouvées chez les poissons préleveés ici étaient probablement létales

pour un oiseau de petite taille (<100 g).
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a. Présentation clinique, métabolisme et clairance des brévétoxines

Une étude menée par Fauquier et al. (2013) s’est intéressée au métabolisme et a la clairance des
brévétoxines chez les oiseaux maritimes. Entre février 2005 et novembre 2006, 95 oiseaux recueillis
dans un centre de réhabilitation du comté de Sarasota (Floride) ont été testés, par des prélévements
fécaux et sanguins, alors que la concentration en K. brevis dans la baie dépassait 10° cellules/L. Il
s’agissait principalement de cormorans a aigrettes (Phalacrocorax auritus) et de pélicans bruns
(Pelecanus occidentalis). Les signes cliniques rapportés incluaient une perte de réflexe palpébral et
de tonus du sphincter cloacal, une désorientation, une ataxie voire une incapacité a tenir debout.
Les cormorans semblaient présenter une atteinte plus sévere, confirmant les résultats obtenus par
Kreuder et al.(2002).

Sur 36 échantillons fécaux, 86 % contenaient des brévétoxines, avec une concentration
moyenne de 207 ng de PbTx-3/g. La concentration en toxine a diminué de 50 % en 1 a 4 jours, et
une élimination compléte a été mise en évidence en 7 jours maximum. Concernant les dosages
sanguins, 45 % des oiseaux testés étaient positifs ; la concentration moyenne en brévétoxine était
de 2,6 ng/mL. Une clairance compléte a été constatée en I'espace de 10 jours.

Enfin, la concentration en brévétoxine a également été mesurée dans les tissus et fluides de
39 oiseaux morts ou euthanasiés (cerveau, rein, foie, poumon, contenu gastrique, bile). Un résultat
positif a été obtenu dans au moins un tissu chez 92 % des volatiles, et dans au moins 3 tissus chez
72 % d’entre eux. Les brévétoxines étaient retrouvées le plus fréquemment dans la bile, le contenu
gastrique et le foie. Cependant, aucune lésion histologique caractéristique n’a été mise en évidence.

b. Conclusion sur la brévétoxicose chez les oiseaux maritimes

L’ensemble de ces publications démontre I'existence d’'une contamination des oiseaux de rivage par
les brévétoxines lors d’efflorescence algale, essentiellement par voie digestive aprés l'ingestion
d’'invertébrés ou de poissons contaminés. Les signes cliniques rapportés sont essentiellement
neurologiques et semblent affecter les différentes espéces avec une sévérité variable.

Si les brévétoxines font I'objet d’'une excrétion hépatique, une étude suggére I'existence d’'un
cycle entéro-hépatique, conduisant a la persistance de faibles niveaux de toxine dans les tissus
pendant des durées prolongées (Woofter et al., 2005). Des concentrations plus élevées ont été
mesurées dans les féces que dans le sang ; ainsi les prélévements fécaux pourraient constituer un
meilleur substrat a visée diagnostique pour les centres de réhabilitation grace a une sensibilité plus
élevée et une facilité de prélévement accrue.
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E. Chezles tortues

Plusieurs espéces de tortues marines fréquentent le golfe du Mexique, dont les principales sont les
caouannes (Caretta caretta), les tortues de Kemp (Lepidochelys kempii) et les tortues vertes
(Chelonia mydas), toutes trois considérées comme des especes menacées selon la loi américaine
sur les especes en voie de disparition (US Endangered Species Act). Plus de 90 % des caouannes
des Etats-Unis d’Amérique pondent ainsi sur les plages de Floride. Ces tortues marines sont
exposées a de nombreux dangers dans leur environnement: destruction d’habitat par
'anthropisation des cétes, désorientation des nouveau-nés par I'éclairage artificiel, prédation,
pollution marine, etc. A ces dangers s’ajoutent les marées rouges sévissant dans cette région, dont

'impact sur les populations de tortues a été démontré par plusieurs études.

a. Présentation clinique et corrélation temporelle avec les marées rouges

Lors de deux épisodes de marée rouge en 2005-2006, caractérisés par une densité algale
supérieure a 10° cellules/L, 318 tortues marines se sont échouées dans la baie de Sarasota
(Floride), alors que la moyenne sur 12 ans était de 43 échouages pour une méme période (Fauquier
et al., 2013a). Ces résultats sont présentés sur la figure 12.

Figure 12 : Evolution mensuelle du nombre de tortues marines échouées lors d’'une marée
rouge entre janvier 2005 et novembre 2006 (Fauquier et al., 2013)
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Evolution du nombre de tortues marines échouées entre janvier 2005 et novembre 2006 (marqueurs
carrés), en comparaison au nombre moyen (entre 1992 et 2004) de tortues marines échouées durant ces
mémes mois (marqueurs triangulaires). L’histogramme représente la moyenne mensuelle des comptages
cellulaires de K. brevis (en cellules/L).

Soixante et une tortues échouées ont été admises en centre de réhabilitation; elles
présentaient toutes des signes neurologiques : hypovigilance, parésie, marche en cercle. Des
brévétoxines ont été isolées dans au moins un tissu chez 98 % des tortues mortes (n=255) et 93 %
des tortues vivantes, avec une concentration plasmatique médiane de 31 ng de PbTx-3 eg/mL
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(reflete la concentration globale en brévétoxines ou dérivés dans I'échantillon). Une brévétoxicose
aigué a donc été considérée comme la cause de la mort chez ces tortues débilitées présentées
durant une période de marée rouge, sans autre anomalie clinique spécifique détectable que les
troubles neurologiques cités précédemment.

Par ailleurs, I'étude de données colligées sur les tortues marines mortes ou échouées entre
1986 et 2013 sur la cote ouest-floridienne a mis en évidence que la survenue d’une marée rouge
était associée a une augmentation significative du nombre de tortues échouées concomitamment,
mais aussi un a deux mois apres (Foley et al., 2019). L’incidence des échouages et la concentration
tissulaire en brévétoxine étaient significativement plus élevées chez les caouannes et tortues de
Kemp que chez les tortues vertes. Cela pourrait s’expliquer par une moindre exposition de ces
derniéres, dont I'alimentation est principalement constituée d’herbiers, tandis que les deux autres
espéces se nourrissent d’'invertébrés benthiques.

b. Effet des brévétoxines sur le systeme immunitaire

A linstar des lamantins, I'exposition des tortues marines aux brévétoxines est associée a une
modification du fonctionnement de leur systéme immunitaire. Cela se traduit, chez les tortues
exposées aux marées rouges, par une augmentation de I'activité lysosomale plasmatique et une
modification de I'expression de génes impliqués dans le stress oxydatif, la signalisation cellulaire et
le métabolisme des xénobiotiques (Perrault et al., 2017). Ainsi, des PCR (réaction en chaine par
polymérase) quantitatives en temps réel ont démontré une multiplication par 2 de I'expression
génétique de la superoxyde dismutase, et par 10 de la thiopurine S-méthyltransférase, dans des
leucocytes de tortues exposés in vitro a 500 ng/mL de PbTx-2 pendant 18 h (Walsh et al., 2010). Ce
stress oxydatif est susceptible d’affecter de nombreuses fonctions cellulaires et a donc un impact
important sur I'état de santé des tortues.

c. Transfert maternel des toxines

Le transfert maternel de molécules liposolubles est bien documenté chez les tortues marines. En
effet, elles accumulent des réserves lipidiques importantes avant la saison de ponte, et se
nourrissent ensuite trés peu. Des toxines préalablement ingérées, et stockées dans divers tissus
(graisse, foie) peuvent alors étre libérées lors de la lipolyse, et transmises aux descendants.

Cela a été démontré dans le cas des brévétoxines par une étude de Perrault et al. (2016),
réalisée sur 34 tortues marines a Casey Key (Floride), un an apres la derniére marée rouge survenue
dans cette zone. Des prélevements sanguins ont montré que 100 % des tortues présentaient une
brévétoxinémie significative (moyenne : 9,1 ng de PbTx-3 eq/mL). Des ceufs non éclos, des
nouveau-nés morts et les sacs vitellins issus de ces femelles ont ensuite été prélevés, et ont révélé
la présence de brévétoxine dans 100 % des foies des nouveau-nés et des sacs vitellins, et 70 %
des ceufs.

Or, la vitellogenése débute huit & dix mois avant la ponte. Ainsi, la densité algale en K. brevis
et la concentration en brévétoxine a cette période influencent probablement fortement la charge en
toxine dans les follicules. Les variations de concentration en brévétoxines dans les ceufs seraient
alors liées a I'exposition des méres sur leur zone d’alimentation lors de la vitellogenéese, et pendant
leur migration vers les sites de nidification.
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Au-dela de la mortalité directe induite par la brévétoxicose aigué chez les tortues marines,
plusieurs études suggérent ainsi des effets a long terme de I'exposition aux brévétoxines, impactant
le systéme immunitaire, la reproduction et la survie globale des individus comme de leur
descendance.

F. Chezles poissons

a. Données quantitatives sur les communautés estuariennes

De nombreuses publications, déja évoquées, ont démontré la présence de brévétoxines dans divers
tissus chez les poissons lors d’efflorescences algales en Floride. Ainsi, d’aprés la base de données
de la FFWCC, 96 % de la mortalité rapportée chez les poissons est observée en période de marée
rouge (densité de K. brevis supérieure a 10° cellules/L d’eau de mer).

Une étude observationnelle menée par Gannon et al. (2009) dans la baie de Sarasota
(Floride) entre 2003 et 2007 a démontré que la mortalité liée aux efflorescences de K. brevis modifie
significativement la structure des communautés ichtyennes (abondance et diversité d’espéces).
Parmi toutes les variables environnementales considérées (salinité, température, quantité de
dioxygéne dissous), la densité en K. brevis était la seule associée significativement avec
I'abondance et la diversité des poissons dans la zone étudiée, suggérant que cette mortalité était
reliée directement a la densité algale plutét que secondaire a un phénoméne d’hypoxie. Gannon et
al. (2009) rapportent une diminution de densité des populations globales de 37 % en période de
marée rouge, avec une variation de 10 a 60 %, en zone d’herbiers marins et de mangrove,
respectivement.

Une famille de poissons se distingue cependant dans cette étude : les clupéidés ne
semblaient pas affectés par les marées rouges (pas de diminution de densité de population). Le
mécanisme de cette « résistance » n’'est pas élucidé, et pourrait étre di a une moindre sensibilité
aux brévétoxines, une métabolisation différente de ces molécules ou a une capacité a détecter et
éviter les fortes densités d’algues. Compte tenu de la trés forte mortalité observée chez les autres
familles de poissons, les clupéidés sont donc susceptibles de constituer une proportion plus
importante du régime des piscivores (oiseaux, dauphins) durant les épisodes de marée rouge, et
d’agir comme vecteurs majeurs de brévétoxines pour les niveaux trophiques supérieurs. Durant la
marée rouge sévere de 2005, un changement de comportement alimentaire a ainsi été observé chez
les dauphins, avec une consommation plus importante de clupéidés.

La prolifération de K. brevis est donc a l'origine d’'une modification importante de
I'écosysteéme marin, par une diminution de la densité et de la diversité des communautés ichtyennes
qui impacte les niveaux trophiques supérieurs.

b. Mortalité inhabituelle et brévétoxicose chez les élasmobranches

Des événements de mortalité inhabituelle et massive sont également décrits chez les raies et les
requins exposés aux mareées rouges. En octobre 2000, entre 100 et 300 requins bordés
(Carcharhinus limbatus) se sont échoués dans la région de Panama City, au nord de la Floride, alors
gu’une marée rouge y sévissait depuis aolt 2000. Des tissus collectés sur quatre requins avaient
montré la présence de brévétoxine, et aucune autre étiologie n’avait permis d’expliquer cette
mortalité.
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Une corrélation positive forte est rapportée entre la fréquence des efflorescences algales de
K. brevis et la concentration tissulaire moyenne en brévétoxine mise en évidence chez les requins
et les raies (Flewelling et al., 2010). Dans cette étude portant sur 301 requins et 22 raies vivants,
collectés entre 2000 et 2008 en Floride, les muscles, le foie, les branchies et le contenu gastro-
intestinal ont fait 'objet d’'une recherche de brévétoxine par technique ELISA. La toxine a été
détectée dans 97 % des foies testés, avec des concentrations s’élevant jusqu’a 27.760 ng/g, et dans
87 % des branchies. La toxine peut donc s’accumuler jusqu’a des niveaux trés élevés sans causer
la mort des individus, en particulier dans le foie. Chez les requins, le foie est un organe majeur de
stockage de lipides et constitue donc un site d’accumulation privilégié pour cette toxine lipophile. La
bioaccumulation se produit probablement au cours du temps, suite a une exposition chronique. Les
concentrations en toxine étaient significativement plus élevées chez les animaux collectés pendant
une période de marée rouge, mais 19 % des muscles d’animaux collectés hors d’'une marée rouge
contenaient tout de méme des brévétoxines en faible concentration.

La comparaison des concentrations chez les différentes espéces de requins suggere que
I'accumulation pourrait varier selon l'espéce : elle était plus faible chez le requin-aiguille de
I'Atlantique (Rhizoprionodon terraenovae) que chez les requins marteaux (Sphyrna zygaena) ou les
requins bordés. Par ailleurs, les concentrations tissulaires mesurées chez les raies mortes de
brévétoxicose étaient bien plus élevées que chez les requins, potentiellement en lien avec leurs
différences de biotopes et d’alimentation.

c. Effets des brévétoxines sur les parametres neurochimiques

Si la neurotoxicité des brévétoxines par fixation sur les canaux sodiques est bien connue, elles
pourraient aussi provoquer une série d’effets neurochimiques plus complexes. Une association entre
la concentration en PbTx dans le cerveau et des madifications de marqueurs biochimiques
neuronaux a ainsi été mise en évidence chez le requin-citron (Negaprion brevirostris) lors
d’exposition naturelle a une efflorescence algale de K. brevis (Nam et al., 2010). Les brévétoxines
sont en effet capables de franchir la barriere hématoencéphalique et atteignent des concentrations
significatives dans le systéme nerveux central, a l'origine d’altérations du fonctionnement neuronal.

Nam et al. (2010) rapportent ainsi une diminution de I'activité enzymatique de I'acétylcholine
estérase et une augmentation de la densité de récepteurs muscariniques en lien avec la
concentration tissulaire cérébrale en PbTx. Ces modifications pourraient avoir des conséquences
délétéres a long terme, comme une neurogenése retardée et des modifications comportementales
au sein des populations sauvages de requins.

Le systeme dopaminergique est également affecté, par une diminution de l'activité de la
monoamine-oxydase, susceptible de provoquer une nette augmentation de la libération de
catécholamines circulantes. Parallelement, la densité des récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate)
était réduite de 74,2 % chez les requins exposés aux brévétoxines, suggérant I'existence d'un
mécanisme compensateur visant a limiter I'excitotoxicité induite par les PbTx.

L’ensemble de ces publications confirme ainsi que les poissons pélagiques et les
élasmobranches sont affectés par les brévétoxines lors de marée rouge. La distribution tissulaire et
les conséquences cliniques sont similaires a ce qui est rapporté chez d’autres espéces, comme les
mammiferes marins.
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Deuxieme partie : étude expérimentale

1. Introduction

Des « marées rouges », liées a la prolifération de 'algue dinoflagellé Karenia brevis, se produisent
annuellement dans le golfe du Mexique, affectant particulierement le sud-ouest de la Floride (Brand
et Compton, 2007). K. brevis produit plusieurs neurotoxines, appelées brévétoxines, agissant sur
les canaux sodiques voltage-dépendants (Landsberg, 2002 ; Naar et al., 2007 ; Steidinger et al.,
2008). L’exposition de la faune sauvage a ces toxines par ingestion, inhalation ou par contact direct
dans 'eau, cause des signes cliniques aigus (respiratoires, neurologiques et digestifs) ou chroniques
(troubles de la reproduction, altération du systeme immunitaire) pouvant conduire a la mort des
animaux. Ainsi, les efflorescences algales de K. brevis ont été incriminées dans plusieurs
événements de mortalité massive chez des lamantins (Bossart et al., 1998 ; Capper et al., 2013 ;
Walsh et al., 2015), dauphins (Geraci, 1989 ; Fire et al., 2007 ; Twiner et al., 2012), tortues marines
(Walsh et al., 2010 ; Fauquier et al., 2013a ; Foley et al., 2019), poissons (Gannon et al., 2009 ;
Flewelling et al., 2010 ; Nam et al., 2010) et oiseaux maritimes (Shumway et al., 2003 ; van Deventer
et al., 2012) tout le long de la cbte occidentale de Floride.

L’effet des brévétoxines sur les oiseaux piscivores est assez peu connu, bien que quelques
études aient mis en évidence une augmentation de l'incidence des troubles neurologiques chez les
cormorans a aigrettes et pélicans bruns lors de marées rouges (Kreuder et al., 2002 ; Fauquier et
al., 2013b). La présence de brévétoxines dans divers tissus a été déemontrée chez des oiseaux morts
durant une marée rouge; cependant peu de données sont disponibles sur leur concentration
sanguine chez des oiseaux vivants et sur la présentation clinique associée. Par ailleurs, I'ingestion
de poissons contaminés, agissant comme vecteurs de brévétoxines, est envisagée comme voie
d’exposition principale (Tester et al., 2000). Ce phénoméne de bioaccumulation suggére que
'apparition de signes cliniques compatibles avec une brévétoxicose pourrait survenir chez les
oiseaux piscivores aprés une marée rouge, et non pas simultanément a celle-ci.

Un nombre important de cormorans a aigrettes est présenté chaque année avec un
historique de troubles neurologiques a la Clinique pour la réhabilitation de la faune sauvage (CROW)
de I'lle de Sanibel (Floride), région particulierement affectée par les marées rouges. Nous avons
donc mis en ceuvre cette étude afin de mieux caractériser la brévétoxicose chez cette espéce.
L’objectif était de décrire les anomalies cliniques et paracliniques des animaux atteints, mais aussi
le succes de leur prise en charge dans un centre de réhabilitation. Nous nous sommes également
intéressés a la répartition géographique des cas, en comparaison aux zones de prolifération de K.
brevis. Enfin, nous avons étudié la corrélation temporelle entre la survenue des marées rouges et le
nombre de cormorans atteints de brévétoxicose admis a la CROW, afin de proposer un délai moyen
de survenue des manifestations cliniques pouvant résulter de la transmission alimentaire des toxines
a l'avifaune ciblée.
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2. Matériels et méthodes

A. Lieu de I’étude

La présente étude s’appuie sur les données issues de la clinique pour la réhabilitation de la faune
sauvage (CROW), située sur I'lle de Sanibel, en Floride (Etats-Unis d’Amérique), comme le présente
la figure 13.

Figure 13 : Carte de situation de la CROW (Google Maps, 2020)
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La CROW est un hépital uniguement dédié a la faune sauvage endémique, fondé en 1968.
Il recoit chaque année un nombre croissant de patients, ayant évolué d’environ 3000 en 2000 a plus
de 5300 en 2019. Les patients admis a la CROW sont des animaux trouvés par des particuliers ou
des bénévoles de I'association, dans un rayon d’environ 40 km autour de Fort Myers (Figure 14).

Figure 14 : Rayon d’action de la CROW (Maps & Directions, 2020)
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La CROW est en capacité de recevoir des animaux appartenant a des taxons variés : en
2019 les oiseaux représentaient 54 % des patients, les mammiféeres 36 %, les reptiles 8 % et les
amphibiens 2 % (Barron et al., 2020). Les causes d’admissions les plus fréquentes sont présentées
en annexe 1.

L’hopital emploie deux vétérinaires a plein temps, dont une dipldmée du college américain
de médecine aviaire, deux internes et de nombreux étudiants vétérinaires stagiaires chargés de la
réalisation des soins aux patients hospitalisés. Ce centre dispose également d’infrastructures de
réhabilitation lorsque les animaux ne nécessitent plus de soins médicaux avancés en hospitalisation,
afin de permettre leur réintroduction ultérieure dans leur milieu naturel.

Les dossiers médicaux des cormorans présentés a la CROW entre janvier 2015 et décembre
2019, pour lesquels un diagnostic de brévétoxicose a été établi, ont fait I'objet d’'une étude
rétrospective.

B. Données collectées

L’étude menée ici portait sur une unique espece de l'avifaune locale : les cormorans a aigrettes,
Phalacrocorax auritus. Des éléments de physiologie et d’écologie relatifs a cette espéce sont
détaillés en annexe 2. Les données que nous avons extraites des dossiers numeériques
incluaient 'ensemble des paramétres d’admission des patients : 'examen clinique complet (dont un
examen neurologique) réalisé par un interne ou un vétérinaire senior, le poids, I'age de I'animal
(classé en « adulte » ou « juvénile » selon leur plumage et la couleur de leurs yeux), 'hématocrite
et le taux de protéines totales sanguines, des radiographies du corps entier, ainsi que la localisation
géographigue du lieu de collecte de lanimal. Les traitements administrés au cours de
I'hospitalisation et I'évolution clinique des cormorans étaient également connus.

Ma présence a la CROW durant un mois, en juillet 2018, m’a permis de participer a
'ensemble des étapes de prise en charge des animaux : examen cliniqgue d’admission, examens
complémentaires, soins en hospitalisation et relacher a I'issue de la réhabilitation. J’ai ainsi contribué
a récolter une partie des données que nous exploitons par la suite dans cette étude.

C. Criteres diagnostiques utilisés

Le diagnostic de brévétoxicose chez les cormorans était basé sur les critéres d’inclusion suivants :
présence d’'une ataxie cérébelleuse (mouvements hypermétriques, tremblements intentionnels,
pertes d’équilibre, nystagmus, port de téte altéré), non imputable a une autre cause évidente,
associée ou non a la mise en évidence d'une brévétoxinémie (PbTx-3) a 'admission. Ce diagnostic
était donc envisagé si les cormorans présentaient des troubles neurologiques caractéristiques, sans
autre anomalie a I'examen clinique (en particulier, pas de signes de trauma ou de maladie
infectieuse systémique).

Les cormorans atteints d’'une affection concomitante mise en évidence a 'examen clinique
(signes d’atteinte cardiorespiratoire ou orthopédique, maladie infectieuse, parasitisme), ou
présentant des anomalies radiographiques a I'admission ont été exclus de I'étude. Les animaux
morts a 'admission ou au cours de leur examen initial en raison d’un état trop critique ont également
été exclus.
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D. Examens paracliniques

A 'admission, du sang était prélevé par une ponction veineuse jugulaire ou basilique (au niveau de
l'aile) a laide d’'une aiguille de 25 gauges (25G), immédiatement transféré dans des tubes a
microhématocrite, puis centrifugé pendant 3 min a 10.000 tours par minute (centrifugeuse Leading
Edge® RHINO). L’hématocrite était ensuite mesuré avec une grille de lecture adéquate et le taux de
protéines totales plasmatiques était déterminé par réfractométrie (réfractomeétre Reichert® VET).

Afin de déterminer la concentration sanguine en brévétoxine chez les cormorans, une ponction
veineuse jugulaire (2 mL) était réalisée avec une aiguille de 25G, puis le sang était transféré dans
un tube sec et stocké a 4°C jusqu’a analyse par le laboratoire de I'Institut de recherche sur les
poissons et la faune sauvage (FWRI : Fish and Wildlife Research Institute). Aprés centrifugation
pendant 15 min a 3000 tpm, une analyse par techniqgue ELISA compétitive sur sérum était réalisée,
selon les étapes décrites par Naar et al. (2002). Le résultat est indiqué en équivalent PbTx-3/mL,
qui reflete la concentration globale en brévétoxines ou dérivés dans I'échantillon. La limite de
détection pour ce test était de 1,0 ng/mL.

E. Concentration en Karenia brevis

Les données sur la densité marine de Karenia brevis autour de I'ile de Sanibel, du 1° janvier 2015
au 31 décembre 2019, ont été fournies par la FFWCC (Florida Fish and Wildlife Conservation
Commission, 2020). La concentration en cellules par litre d’eau de mer était déterminée par un
comptage microscopique, conformément aux méthodes décrites par Sellner et al.(2003). La date du
prélevement, la localisation géographique (latitude et longitude) ainsi que la profondeur
d’échantillonnage étaient connues pour chaque concentration fournie. La limite de détection était de
333 cellules/L.

Seuls les prélévements effectués a moins de 8 m de profondeur ont été conservés pour la
suite des analyses. Cela correspond en effet a la profondeur maximale a laquelle 90 % des
cormorans plongent pour se nourrir (Coleman et al., 2005 ; Neuman et al., 2011).

F. Répartition géographique des cas et des marées rouges

A partir de la localisation précise du lieu ol chacun des cormorans atteints a été récupéré, les
coordonnées GPS du site ont été déterminées afin de pouvoir les représenter cartographiquement,
a l'aide du logiciel R. Pour chaque localisation, le nombre total de cormorans trouvés chaque mois
a été déterminé.

Par ailleurs, la concentration maximale de K. brevis (en cellules/L) obtenue au cours de
chaque mois de la période d’étude, pour chaque site de prélévement par la FFWCC, a aussi été
déterminée. Une marée rouge a été définie par I'obtention d’'une concentration supérieure a
10° cellules/L sur un ou plusieurs prélévements dans la zone d’étude au cours d’'un mois. Les
concentrations ont également été classées selon cing catégories classiquement utilisées dans le
cadre de la surveillance des marées rouges par la FWCC, présentées dans le tableau 2.
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Tableau 2 : catégories d’exposition a K. brevis selon la concentration marine (FWCC)

Catégorie d’exposition | Concentration de K. brevis (cellules/L)

Basale <1000
Faible 1 000 a 10 000
Modérée 10 000 a 100 000
Elevée 100 000 & 1 000 000
Trés éleveée > 1 000 000

G. Analyse de séries temporelles

Afin d’étudier la corrélation entre la concentration en K. brevis et le nombre de cormorans admis a
la CROW pour des signes de brévétoxicose, une analyse de séries temporelles a été effectuée.

Les efflorescences algales étant trés inégales dans le temps et I'espace, un index algal
hebdomadaire a été calculé afin de quantifier 'exposition des cormorans, avec la formule suivante :

Index algal = log,¢(1 + concentration moyenne en K. brevis sur l'ensemble de la zone d'étude)

Une concentration moyenne a été calculée, car le site de contamination exact des cormorans
au sein de la région ne pouvait étre connu. Par ailleurs, le nombre total de cormorans admis chaque
semaine pour brévétoxicose a également été calculé pour toute la période d’étude. Ainsi deux séries
temporelles ont été obtenues : I'index algal (hnommé x: dans les formules ci-apres) et le nombre de
cormorans (yy). Leur analyse a ensuite reposé sur le calcul de coefficients de corrélation croisée
avec le logiciel R, utilisant la fonction de corrélation croisée (CCF) définie par 'expression suivante :

%
/D, X SD,,

Ou k est le retard entre les series x: et y, SD, et SD,, les ecarts-types respectifs des deux

CCF” =

séries temporelles, et g,fy la fonction de covariance croisée correspondante. Cette fonction est
définie par I'expression suivante :

1 n—k
5 =2 0= D) ea = D)
t=1

Ou n est le nombre d’échantillons communs aux deux séries temporelles, y et x les
moyennes respectives de y; et x;.

Le calcul d’'un coefficient de corrélation croisée permet de rendre compte du degré
d’association entre deux séries temporelles, en prenant en compte les couples successifs de valeurs
synchrones (y; et x;) dans les deux séries. Ce coefficient peut aussi étre calculé en introduisant un
décalage temporel k constant entre les séries ; on obtient alors la fonction de corrélation croisée en
réalisant ce calcul pour un ensemble de décalages, positifs et négatifs.

Page 51



Nous avons ainsi étudié la corrélation entre I'index algal et le nombre de cormorans admis au
cours d’'une semaine pour différentes valeurs de décalage temporel, afin de déterminer l'influence
de la prolifération des algues sur le nombre de cormorans atteints de brévétoxicose, et le délai selon
lequel s’exerce cette influence. Le délai correspondant a la corrélation maximale a été déterminé,
ainsi que tous les décalages temporels pour lesquels une corrélation positive significative a été
obtenue (définie par une p-value < 0,05).
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3. Résultats

A. Données démographiques et cliniques

La clinique a admis 1018 cormorans présentant des signes cliniques compatibles avec la
brévétoxicose, sur un total de 1250 cormorans regus entre janvier 2015 et décembre 2019. Parmi
ces animaux, 142 ont été exclus de I'étude, car ils présentaient une affection concomitante évidente,
et 16 sont morts au cours de leur examen d’admission, ne permettant pas d’établir le diagnostic. La
population d’étude finale comptait donc 860 cormorans.

Concernant I'age des cormorans, 363 étaient des individus juvéniles, 334 étaient des adultes,
tandis que I'dge n’a pas été renseigné pour 163 animaux.

Lors de leur examen clinique initial, tous ces cormorans présentaient une ataxie cérébelleuse
de sévérité variable, caractérisée par des mouvements hypermétriques et une augmentation du
polygone de sustentation, et allant jusqu’a un état non ambulatoire dans 22,4 % des cas (n=193).
Des tremblements de la téte étaient présents chez 49,7 % des animaux (n=427). Le réflexe palpébral
était absent ou incomplet chez 14,5 % des cormorans (n=125); un nystagmus horizontal a par
ailleurs été observé chez une petite proportion d’animaux (4,3 %). Enfin, 11,5 % (n=99) des
cormorans présentaient une bradycardie (fréquence cardiaque inférieure a 140 bpm) lors de leur
admission.

Des signes digestifs ont aussi été rapportés, avec du méléna et des régurgitations.
L’ensemble des signes cliniques observés sont rassemblés par ordre de fréquence décroissante
dans le tableau 3.

Tableau 3 : Présentation des signes cliniques a I’'admission des cormorans (CROW 2019)

Signes cliniques Pourcentage de cormorans
atteints
Ataxie 100 %
Déshydratation supérieure a 5 % 87,4 % (n=752)
Maigreur (définie par une note d’état corporel inférieure 81,9 % (n=704)
a 3/5)
Tremblements de la téte 49,7 % (n=427)
Méléna 30,5 % (n=262)
Etat non ambulatoire 22,4 % (n=193)
Régurgitations 16,9 % (n=145)
Réflexe palpébral absent ou incomplet 14,5 % (n=128)
Bradycardie 11,5 % (n=99)
Nystagmus horizontal 4,3% (n=37)
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B. Données biologiques

Une prise de sang a été réalisée a 'admission chez 699 cormorans; I’hématocrite et le taux de
protéines totales moyens étaient respectivement de 34,7 % et 26,9 g/L. Une anémie (définie ici par
un taux d’hématocrite inférieur a 20 %) était présente chez 16,0 % des cormorans (n=112), et 33,5 %
(n=234) présentaient une hypoprotéinémie totale, définie par un taux de protéines inférieur a 20 g/L.

Un dosage sanguin de brévétoxine a été réalisé chez 29 cormorans ; tous ont montré une
concentration sanguine en PbTx-3 supérieure a la limite de détection, allant de 1,01 ng/mL a
7,88 ng/mL. La concentration moyenne était de 3,82 ng/mL. L’ensemble de ces données est résumé
dans le tableau 4.

Tableau 4 : Résumé des données biologiques obtenues sur les prélévements sanguins chez
les cormorans (CROW 2019)

Hématocrite (%) Protéines totales (g/L) PbTx-3 eq (ng/mL)

Moyenne 34,7 (n=699) 26,9 (n=699) 3,82 (n=29)
Ecart-type 11,8 11,7 1,73
Minimum 4 2 1,01
Maximum 66 58 7,88

C. Traitement et succeées de la réhabilitation

a. Traitements mis en place au cours de I’hospitalisation

Le plan de traitement mis en place pour 'ensemble des cormorans atteints de brévétoxicose était le
suivant, a visée essentiellement symptomatique :
e Réhydratation sous-cutanée avec un cristalloide isotonique (NaCl 0,9 %), a raison de
50 mL/kg deux fois par jour pendant trois jours (traitement prolongé en cas de persistance
de la déshydratation) ;
e Prise en charge de possibles ulcérations du tube digestif proximal et du risque de
prolifération bactérienne associé, par I'administration des principes actifs suivants :

o Sucralfate, a la dose de 50 mg/kg trois fois par jour per 0s;

o Oméprazole, a la dose de 20 mg/kg une fois par jour per 0s;

o Famotidine, a la dose de 1 mg/kg une fois par jour per 0s;

o Métronidazole, a la dose de 25 mg/kg deux fois par jour per os.

e Plan de réalimentation visant a prévenir la survenue d’un syndrome de renutrition, présenté
dans le tableau 5. En cas de régurgitations, la durée de chaque étape pouvait étre prolongée.
Des poissons entiers n’étaient distribués qu’aprés résolution d’éventuels troubles digestifs

(méléna).
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Tableau 5 : Plan de réalimentation mis en place a I’admission des cormorans a la CROW

Jours Aliment distribué Nombre de Quantité par repas
repas
1 EmerAid Piscivore® 3 5 % du poids vif
2 Fish Analog ® 3 5 % du poids vif
3 Poissons entiers 3 5 % du poids vif
congelés de type
Apres 3 mulets 3 Augmentation progressive de la quantité

jours donnée, ajustée selon I'évolution du poids

En cas d’hypoprotéinémie et d’anémie a I'admission, un cathéter veineux jugulaire était posé
afin d’administrer un bolus de soluté colloidal (Hetastarch ®), a raison de 10 mL/kg sur 20 min, puis
une perfusion de cristalloide isotonique était mise en place pendant 48 h (40 mL/kg/jour), se
substituant & la réhydratation sous-cutanée. Les cormorans recevaient par ailleurs une injection
intramusculaire de vitamine B12 a 25 ug/kg et une complémentation en fer a 10 mg/kg par voie
intramusculaire également, en une seule administration.

Par ailleurs, dans le cadre d’une autre étude menée par I'équipe de la CROW, 19 cormorans
ont recu a I'admission une émulsion lipidique intraveineuse, administrée en un bolus initial de
2 mL/kg sur 15 min, puis en perfusion continue a 0,25 mL/kg/min pendant 60 min. Une réduction
des signes cliniques a en effet été démontrée chez les tortues marines atteintes de brévétoxicose
aprés administration d’émulsion lipidique intraveineuse (Cocilova et al., 2019), expliquée par le
caractére lipophile des brévétoxines.

b. Evolution des cas et taux de réhabilitation

Parmi les 860 cormorans admis avec des signes cliniques évocateurs de brévétoxicose, 457
ont été relachés. Le taux de létalité globale (cormorans morts et euthanasiés) était de 46,9 %, dont
47,9 % au cours des 24 h suivant 'admission a la CROW (cf. tableau 6). La durée médiane ([1¢
guartile ; 3em® quartile]) d’hospitalisation et de réhabilitation des cormorans relachés était de 10
[9;13] jours.

Tableau 6 : Taux de mortalité et de réhabilitation des cormorans admis pour brévétoxicose
ala CROW entre 2015 et 2019

Devenir des cormorans Pourcentage de cormorans
Euthanasiés dans les 24 h suivant ’'admission 5,6% (n= 48)
Euthanasiés aprés 24 h 5,9 % (n=51)

Morts dans les 24 h suivant ’'admission 16,9 % (n=145)

Morts aprés 24 h 18,5 % (n=159)
Relachés 53,1 % (n=457)
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D. Répartition géographique des cas et description des efflorescences
algales

Du 2 janvier 2015 au 31 décembre 2019, 6450 échantillons d’eau de mer ont été prélevés autour de
I'lle de Sanibel dans le cadre du programme de surveillance des efflorescences algales de K. brevis.
Cela représente 1010 sites de prélévements différents. D’autre part, les coordonnées
géographiques de collecte des cormorans ont pu étre obtenues pour 784 individus, parmi les 860
cormorans inclus dans I'étude.

D’apreés les critéres préalablement définis, quatre épisodes de marée rouge ont été mis en
évidence entre 2015 et 2019, dont la plus longue s’est étendue sur une année compléte, entre
novembre 2017 et novembre 2018. Les caractéristiques principales des marées rouges de plus
courte durée sont résumées dans le tableau 7, les cartes correspondantes sont présentées en
annexe 3.

Tableau 7 : Caractéristiques des marées rouges s’étant produites entre 2015 et 2019
(Florida Fish and Wildlife Conservation Commission, 2020)

Période de marée rouge Décembre 2015 = Octobre 2016 Octobre 2019 -
— février 2016 — février 2017 décembre 2019
Nombre de prélevements réalisés 312 540 404
Dont % de catégorie « Elevée » 8,3% 11,3 % 24,0 %
Dont % de catégorie «Trés 2,6 % 0,75 % 21,0 %
élevée »
Concentration maximale de K. 5,59.10° 5,94.108 38,52.10°
brevis atteinte (cellules/L d’eau de
mer)
Nombre de cormorans atteints de 48 170 112
brévétoxicose pendant cette
période
42 158 110

Dont géolocalisés

a. Description de la marée rouge ayant sévi de novembre 2017 a novembre 2018

Cet épisode fait I'objet d’'une description plus étayée, car il se distingue des autres par sa durée
exceptionnellement longue, d’'une année compléte. Ainsi, entre novembre 2017 et novembre 2018,
une concentration en K. brevis supérieure a 10° cellules/L a été obtenue sur plusieurs prélevements
chaque mois.

L’évolution quantitative mensuelle de cette marée rouge est présentée dans le tableau 8.
Des variations de concentrations trés importantes ont eu lieu durant cette année, a la fois
spatialement et temporellement. La concentration moyenne sur toute la zone d’étude était
supérieure au seuil de 10° cellules/L pendant six mois sur 12, dont trois mois consécutifs entre juillet
et septembre 2018. Durant ces trois mois, de 19,9 a 27,9 % des prélévements ont révelé une
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concentration supérieure a 10° cellules/L, et la concentration maximale atteinte était de
27,7.10° cellules/L. La concentration maximale sur toute la période de marée rouge a été atteinte en
novembre 2018, avec 50,2.10° cellules/L.

Tableau 8 : Evolution des concentrations algales entre novembre 2017 et novembre 2018
(Florida Fish and Wildlife Conservation Commission, 2020)

Mois Nb de % de % de Concentration Concentration
prélevements catégorie catégorie maximale de K. moyenne de K.
réalisés « Elevée » «Trés brevis (cellules/L) brevis (cellules/L)
élevée »
Nov-17 117 20,5 1,71 1,34.106 81143
Dec-17 123 16,3 3,25 2,56.10¢ 120 656
Jan-18 85 11,8 1,18 1,31.108 49 286
Fev-18 109 10,1 0 881 073 41 510
Mars-18 109 17,4 0,92 2,45.106 78 112
Avril-18 148 13,5 2,70 3,14.106 100 829
Mai-18 129 3,9 0 890 633 24735
Juin-18 155 12,3 3,23 1,81.106 97 352
Juillet- 156 19,9 8,3 20,1.106% 369 590
18

Ao(t-18 240 27,9 26,7 27,7.108 1,12.108
Sept-18 172 23,3 14,0 21,8.10¢ 706 392
Oct-18 147 8,2 0 829 920 29 335
Nov-18 142 16,9 8,45 50,2.108 1,28.10°

L’efflorescence algale s’est tout d’abord manifestée au nord de I'ile de Captiva en novembre
2017, puis s’est déplacée vers Cape Coral en janvier 2018. A partir de février, des concentrations
élevées ont été relevées en particulier aux environs de Fort Myers Beach. A I'été 2018, toute la zone
d’étude montrait des concentrations trés élevées de K. brevis. Enfin, en novembre 2018,
I'efflorescence algale semblait s’étre a nouveau déplacée vers le large de I'lle de Captiva. Cette
évolution spatiale, ainsi que les lieux ou des cormorans atteints de brévétoxicose ont été trouves,
est présentée sur les cartes suivantes (figure 15). On note que la grande majorité des cormorans
ont ainsi été trouvés sur les plages de Sanibel, Captiva et Fort Myers Beach, tout au long de cette
marée rouge.
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Figure 15 : Evolution spatio-temporelle de la marée rouge ayant sévi en 2017-2018 (RStudio,
2020 ; Fish and Wildlife Research Institute et Florida Fish and Wildlife Conservation
Commission, 2020)
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E. Analyse des séries temporelles

L’évolution de l'index algal et du nombre de cormorans admis chaque semaine a la CROW pour des
signes de brévétoxicose entre 2015 et 2019 est présentée sur la figure 16 (données chiffrées en
annexe 4). Les moyennes du nombre de cormorans admis et de 'index algal étaient respectivement
de 3,3 (écart-type : 4,8) et 2,3 (écart-type : 2,2).

L’analyse de séries temporelles réalisée avec le logiciel R (RStudio - 1.3.1056, 2020) a mis
en évidence une corrélation positive significative entre l'index algal d’une part, et le nombre de
cormorans admis a la CROW avec des décalages par rapport a l'efflorescence allant de 0 a 11
semaines plus tard d’autre part. La corrélation maximale a été obtenue pour un délai de deux
semaines (coefficient de corrélation = 0,46 ; p=1,83.10"%); nous avons donc réalisé un second
graphique (Figure 17) pour visualiser cette corrélation, en décalant de deux semaines les valeurs
du nombre de cormorans par rapport & I'index algal correspondant. L’ensemble des coefficients de
corrélation croisée obtenus est par ailleurs présenté dans le tableau 9.

Tableau 9 : Coefficients de corrélation et p-value obtenus pour des délaisde 0 a 11
semaines entre I'index algal et le nombre de cormorans (RStudio - 1.3.1056, 2020)

Décalage temporel Coefficient de corrélation P-value
(semaines) croisée
11 0,12 4,67.10°2
10 0,15 1,44.10°2
9 0,17 4,86.10%
8 0,22 3,05.10%
7 0,27 1,69.10%
6 0,28 5,50.10%
5 0,35 1,72.10°8
4 0,39 4,80.10%°
3 0,43 6,55.10*2
2 0,46 1,83.10%
1 0,45 3,19.10%3
0 0,42 1,20.10%
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Figure 16 : évolution de I'index algal et du nombre de cormorans admis pour brévétoxicose
ala CROW entre 2015 et 2019 (Florida Fish and Wildlife Conservation Commission, 2020)
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Figure 17 : évolution de I'index algal et du nombre de cormorans admis pour brévétoxicose
ala CROW entre 2015 et 2019, avec un décalage de 2 semaines
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4. Discussion

Cette étude, ayant pour objectif d’évaluer la prolifération de Karenia brevis et ses effets sur les
cormorans en Floride, s’est attachée a développer trois axes majeurs : (1) réaliser une description
clinique et épidémiologique de la brévétoxicose chez les cormorans admis en centre de réhabilitation
(2) étudier la répartition spatio-temporelle des marées rouges et des cormorans atteints de
brévétoxicose, et (3) mettre en évidence une corrélation temporelle entre la prolifération de K. brevis
et le nombre de cas de brévétoxicose chez les cormorans.

A. Protocole

a. Choix des cormorans comme sujet d’étude

Le choix des cormorans a aigrette comme sujet d’étude a été motivé par des arguments pratiques
et écologiques. Cette espece, sensible aux effets de la toxine, est en effet la plus représentée parmi
les oiseaux maritimes admis a la CROW, avec 1250 individus admis entre 2015 et 2019, contre 565
pélicans bruns et 362 mouettes atricilles Leucophaeus atricilla (WRMD, 2020) ; elle constituait ainsi
une population d’étude de grande taille. La conduite d’'une autre étude par les vétérinaires de la
CROW a par ailleurs permis d’obtenir des examens sanguins et des dosages de brévétoxines non
réalisés en routine sur d’autres espéces. Bien que stressés en hospitalisation, les cormorans
demeurent une espéce sauvage assez facile a médicaliser, permettant ainsi le suivi fréquent (a
minima quotidien) de parameétres cliniques et biologiques.

D’autre part, les cormorans sont des prédateurs opportunistes, qui se concentrent sur les
proies les plus facilement accessibles (cf. annexe 2). lls sont alors susceptibles de consommer des
poissons morts ou malades de brévétoxicose en période de marée rouge ; leur risque d’exposition
aux brévétoxines par voie digestive en est majoré. Les publications concernant la brévétoxicose
chez les oiseaux maritimes ont de plus mis en évidence une plus grande morbidité chez cette espéce
(Atwood, 2008 ; Fauquier et al., 2013b).

b. Critéres d’inclusions dans I’étude

Entre 2015 et 2019, 860 cormorans ont été admis a la CROW avec des signes cliniqgues compatibles
avec la brévétoxicose, et ont donc été inclus dans cette étude. Les critéres d’inclusions utilisés ici
étaient essentiellement cliniques, par la mise en évidence d’une ataxie cérébelleuse a 'admission
des animaux, et I'exclusion d’autres causes évidentes pouvant expliquer les troubles neurologiques
observés. Cela reposait sur la réalisation d’'un examen clinique complet ne mettant pas en évidence
d’autres signes cliniques, et de radiographies du corps entier visant a exclure I'hnypothése d’une
origine traumatique. Cependant, la décision d’inclusion versus exclusion des animaux a été
compliquée par un degré de précision variable de la description clinique dans les dossiers médicaux.
Ainsi, de nombreux cormorans diagnostiqués par la CROW comme atteints de brévétoxicose ont
été exclus par manque d’information sur les signes neurologiques présents a I'admission.

Ces troubles neurologiques ont été décrits par plusieurs auteurs s’étant intéressés a la
brévétoxicose chez les cormorans. Ainsi, Kreuder et al. décrivaient en 2002 une ataxie sévere,
caractérisée par une augmentation du polygone de sustentation, une incoordination tronculaire, une
démarche hypermétrique, des tremblements intentionnels de la téte, ainsi qu’'un nystagmus vertical
chez 50 % des cormorans atteints. La résolution spontanée des signes cliniqgues apres quelques
jours en hospitalisation, ainsi que I'absence de lésions histologiques chez des animaux autopsiés,
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suggérait fortement une neurotoxicité due aux brévétoxines. Fauquier et al. (2013) a également mis
en évidence ces signes neurologiques chez d’autres espéces d'oiseaux (pélicans bruns
notamment), avec une atteinte plus séveére des cormorans.

Dans un contexte d’exposition probable aux brévétoxines, la survenue de ces signes cliniques
chez de nombreux cormorans place la brévétoxicose en téte du diagnostic différentiel. Il existe
cependant d’autres hypothéses, bien que moins probables, qui n‘ont pas été explorées et
formellement exclues ici (cf. tableau 10). On envisage en patrticulier un possible traumatisme sans
lésion radiographiquement visible, ou une origine toxique autre que les brévétoxines. En outre, les
vétérinaires peuvent étre plus enclins a attribuer les troubles neurologiques a la brévétoxicose s'ils
ont connaissance d’'une récente augmentation de la concentration de K. brevis dans la zone
concernée par leur activité, commettant alors un biais de classement différentiel. Il ne s’agit donc
pas d'un diagnostic de certitude, mais d’'une forte présomption grace aux arguments préalablement
énonces.

Tableau 10 : Diagnostic différentiel de I’ataxie cérébelleuse chez les oiseaux (Sanchez-
Migallon Guzman et Cooper, 2016)

Origine possible Hypotheéses diagnostiques
d’une ataxie
cérébelleuse

Dégénérative o Maladie de stockage lysosomal
e Dégénérescence cérébelleuse idiopathique
Anomalie congénitale | ¢ Hydrocéphalie

Métabolique e Troubles de la natrémie a 'origine d’une encéphalopathie
e Hypocalcémie ionisée, hypomagnésémie

Néoplasique e Primaire : astrocytome, méningiome, oligodendrocytome, etc.
e Métastatique

Nutritionnelle e Déficit en thiamine (B1)

e Hypovitaminose B6
e Hypovitaminose E

Infectieux e Encéphalite bactérienne : Salmonella spp *, Klebsiella spp, Mycobacterium
Spp
e Granulome fongique : Aspergillus spp, Cryptococcus spp
e Encéphalite parasitaire : Baylascaris procyonis, Toxoplasma gondii
¢ Infection virale : maladie de Newcastle (forme neurotrope) *, virus West-Nile,
encéphalomyélite aviaire, virus de I'encéphalite équine de I'Est *

Traumatique e Lésions cérébrales avec ou sans fractures du crane *

Toxique e Brévétoxines *
¢  Métaux lourds (plomb, zinc)
e Organophosphorés
e Acide domoique *
e Saxitoxines *

Vasculaire e Embolie lipidique
e Accident ischémique

* : affections décrites chez les cormorans Phalacrocorax spp. (Work et al., 1993 ; Clavijo et al., 2001 ;
White et al., 2015 ; Brovedani et al., 2016 ; Pedersen et al., 2016)

Page 62



Une faible proportion de ces affections a été décrite chez les cormorans ; il s’agit en particulier
des maladies infectieuses et intoxications. La maladie de Newcastle est assez bien caractérisée
chez ces oiseaux, et plusieurs épizooties remarquables ont eu lieu aux Etats-Unis d’Amérique
depuis les années 1990 (White et al., 2015), généralement dans les états du Midwest. Ce
paramyxovirus affecte cependant majoritairement les jeunes de 4 a 6 semaines, et se manifeste par
un torticolis, des tremblements, une ataxie, une parésie des pattes ou des ailes, parfois unilatérale.
La mortalité peut atteindre 90 % au sein d’une colonie (Meteyer et al., 1997). D’autre part, une étude
menée sur 'avifaune sauvage de 44 états des Etats-Unis d’Amérique a révélé une séroprévalence
de 2,5 % pour I'encéphalite équine de I'Est et de 31,7 % pour le virus West-Nile chez les cormorans
(Pedersen et al., 2016). Enfin, 'acide domoique, produit par I'algue rouge Chondria armatausep et
les diatomées du genre Pseudo-nitzschia, est plutét retrouvé lors d’efflorescences algales sur la
cote occidentale des Etats-Unis d’Amérique. |l est a l'origine d’une léthargie sans troubles
neurologiques manifestes chez les cormorans (Work et al., 1993).

c. Dosage des brévétoxines

Un dosage sérique des brévétoxines a été obtenu chez seulement 29 cormorans, au cours de
'année 2018, dans le cadre d’'une autre étude menée par la CROW. La technique ELISA,
développée par (Naar et al. (2002), demeure aujourd’hui la plus largement utilisée dans le cadre
d’études consacrées a la brévétoxicose chez la faune sauvage. Cependant, elle ne permet pas de
différencier les différents types de toxines en jeu et ne reconnait que les brévétoxines ayant une
structure de type B (qui représentent 80 % des toxines produites par K. brevis).

Il est par ailleurs important de noter que le sang (sang total ou sérum) constitue un
prélévement donnant davantage de résultats faux négatifs pour la détection des brévétoxines. En
effet, dans I'étude de Fauquier et al. (2013), 62 % des cormorans testés étaient positifs aux
brévétoxines sur prélevement sanguin, versus 70 % a partir du cerveau et 86 % apres analyse des
féces. Les concentrations mesurées étaient également plus élevées dans les féces, avec une
médiane de 207 ng de PbTx-3 eq./g. Les brévétoxines sont plus fréquemment isolées dans la bile,
le foie et le contenu digestif, avec des concentrations trés élevées pouvant atteindre plus de 9000 ng
de PbTx-3 eq./g (Atwood, 2008 ; Fauquier et al., 2013b). Cette répartition tissulaire des brévétoxines
a déja été observée chez d’autres espéces affectées par les marées rouges, tels les dauphins et les
lamantins (Bossart et al., 1998; Capper et al., 2013; Fire et al., 2015), et est attribuée au
métabolisme des molécules concernées, principalement hépatique et suivi d’'une excrétion fécale.

Ainsi, les prélévements fécaux pourraient constituer un meilleur support de diagnostic et de
suivi en centre de réhabilitation. Il faut pour cela obtenir un échantillon homogénéisé de 2,5 g, dont
les brévétoxines sont ensuite extraites en utilisant de 'acétone (4 mL/g), par centrifugation (10 min
a 3200 g) puis récupération du surnageant, opération répétée 2 fois. Le surnageant est ensuite
évaporé a sec, puis redissous dans du méthanol aqueux a 80 % et de I'hexane. La fraction de
méthanol est a nouveau évaporée, puis le résidu est dissous dans du méthanol & 100 % (Naar et
al., 2002). L'ensemble de ces étapes pré-analytiques est nécessaire avant de pouvoir réaliser le
dosage ELISA. La stabilité des brévétoxines dans les matrices biologiques n’est pas connue,
cependant de précédentes études ont révélé de fortes concentrations de toxines dans des
échantillons conservés plusieurs années a -20°C (Flewelling et al., 2005).

Il aurait aussi été intéressant de réaliser des prélevements tissulaires (foie, bile et contenu
digestif en priorité) sur les animaux décédés en hospitalisation, afin de déterminer leur niveau de
contamination de maniéere plus pertinente (Atwood, 2008).
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d. Analyse de séries temporelles

L’analyse de séries temporelles grace a la fonction de corrélation croisée est un outil mathématique
qui vise a prédire I'évolution d’'une série en fonction des valeurs de la seconde. C’est un modéle
simple ou I'on suppose une corrélation linéaire entre les deux séries. Dans le cas présent, il s’agissait
de prédire le nombre de cas de brévétoxicose parmi les cormorans admis a la CROW, en fonction
des valeurs passées de I'index algal. On peut cependant imaginer que la force de cette influence
varie au cours du temps, en fonction d’autres paramétres environnementaux (type de proies
consommeées, période de reproduction, etc.) ; la corrélation serait alors non linéaire. Un tel modéle
n’a pas été testé ici.

Enfin, si cela permet de mettre en évidence des corrélations mathématiquement significatives, cette
analyse ne conclut pas a un lien de causalité entre les deux séries et les résultats doivent
s’interpréter a la lumiére de leur pertinence biologique et physiopathologique.

B. Résultats

a. Anomalies cliniques et paracliniques chez les cormorans atteints

Au-dela des troubles neurologiques sévéres précédemment décrits, les signes cliniques les plus
fréquemment observés chez les cormorans atteints étaient des signes non spécifiques, tels que la
déshydratation (87,4 %) et la maigreur (81,9 %). L’amaigrissement, voire la cachexie, sont souvent
les seuls signes cliniques et Iésionnels présents chez les animaux atteints de brévétoxicose ayant
fait I'objet d’'une autopsie. Cela a été bien décrit chez les mammiféres marins (Fire et al., 2015), les
tortues (Fauquier et al., 2013a) et les oiseaux marins (Fauquier et al., 2013b). Cet amaigrissement
résulterait d’'une incapacité a chasser ou plonger pour se nourrir, due a une faiblesse généralisée
ou a d'autres troubles neurologiques liés aux brévétoxines, ou bien d’'une diminution de 'abondance
des proies liée a l'ichtyotoxicité majeure des brévétoxines.

e Bradycardie

Une bradycardie a été notée a 'admission chez 11,5 % des cormorans. Cela n’avait pas été
rapporté précédemment chez des oiseaux atteints de brévétoxicose, et plus généralement dans la
faune sauvage. La bradycardie est cependant un symptéme connu, bien que rare, lors d’intoxication
chez 'lhomme par des crustacés contaminés (Brovedani et al., 2016).

Les canaux sodiques voltage-dépendants sont responsables de la dépolarisation des
cellules excitables, comme les neurones et les cardiomyocytes. Les brévétoxines, en se fixant sur
la sous-unité alpha, entrainent I'activation des VGSC au potentiel de membrane normal et inhibent
leur inactivation, augmentant par conséquent la perméabilité cellulaire au sodium. Au niveau
cardiaque, les VGSC jouent un rble essentiel dans le couplage excitation-contraction des
cardiomyocytes, et dans la propagation de la dépolarisation au sein du tissu de conduction.
Différentes expériences ont démontré que les brévétoxines peuvent se fixer sur les canaux sodiques
du myocarde et altérer la fonction cardiaque. Ainsi, Wang et al. (2015) ont observé une réduction
significative de la contraction des cardiomyocytes exposés in vitro a 25 nmol/L de PbTx-2. L’affinité
des brévétoxines pour les canaux semble dépendre du type tissulaire, mais aussi de I'espéce
concernée : PbTx-3 se lie au tissu cardiaque avec une moindre affinité qu’au tissu cérébral ou
musculaire chez les mammiféres, tandis que I'affinité est la méme pour les trois tissus chez les
poissons (Bottein Dechraoui et al., 2006). En outre, les effets cardiovasculaires sont également
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variables selon le type de toxine en jeu : lors d’'une expérience menée sur des embryons de médaka
(Oryzias latipes), I'exposition a PbTx-3 induisait une tachycardie tandis que PbTx-1 générait une
bradycardie (Colman et Ramsdell, 2003).

Plusieurs mécanismes d’action sont proposés pour expliquer les effets cardiaques des
brévétoxines : une action directe sur les canaux sodigues voltage-dépendants d’une part, et un effet
chronotrope médié par le systéeme nerveux sympathique d’autre part, qui serait prédominant chez
les mammiferes. Ainsi, lors d’administration intraveineuse de brévétoxines a des chiens (Canis lupus
familiaris) anesthésiés, Johnson et al. (1985) ont observé une bradycardie, une hypotension et une
hypopnée caractéristiques du réflexe de Bezold-Jarish. Ce dernier implique une augmentation du
tonus vagal en réponse a des stimuli nocifs détectés par les ventricules. La bradycardie observée
ici chez les cormorans (fréquence cardiaque de 100 a 120 bpm) pourrait donc s’expliquer par I'action
directe ou indirecte des brévétoxines sur la contraction cardiaque. Ce parameétre n’a pas fait I'objet
d’un suivi régulier, mais il serait intéressant de déterminer son évolution, en lien avec celle des autres
symptémes observés.

¢ Signes digestifs

Les troubles digestifs observés ici, avec du méléna et des régurgitations, constatés respectivement
chez 30,5 % et 16,9 % des cormorans, constituent également des signes cliniques non rapportés
précédemment chez les oiseaux maritimes. Ces signes digestifs se résolvaient généralement par
guelques jours de traitement symptomatique et une réalimentation progressive.

Le contenu du tube digestif, le foie et la vésicule biliaire contiennent le plus souvent les
concentrations les plus élevées en brévétoxines, aussi bien chez les oiseaux que chez les
mammiféres marins, poissons et tortues (Flewelling et al., 2010 ; Capper et al., 2013 ; Fauquier et
al., 2013a; Fauquier et al., 2013b). Cependant, par manque d’études pre-mortem, les conséquences
cliniques sur le systéme digestif ne sont pas connues. Les signes de gastro-entérite (douleur
abdominale, vomissements, diarrhée) constituent des symptémes majeurs lors d’intoxication par des
crustacés ou du poisson contaminés chez 'lhomme. On peut envisager que des mécanismes
similaires soient mis en jeu lors de brévétoxicose chez les cormorans.

Cependant, des examens complémentaires supplémentaires devraient étre réalisés avant
de conclure a un effet direct des brévétoxines sur le tractus digestif des cormorans. En effet, méléna
et régurgitations peuvent également étre la conséquence d’infections provoquées par des
entérobactéries (Pseudomonas spp.), d’infections virales (maladie de Newcastle) ou de parasitisme
(coccidies, Capillaria spp). La recherche de parasites dans les féces devrait donc étre associée
systématiquement a la prise en charge des cormorans présentant ces troubles digestifs, ce qui n’a
pas été réalisé dans le cadre de cette étude.

¢ Anémie et hypoprotéinémie
Parmi les 699 cormorans ayant subi une prise de sang lors de leur admission, 16,0 % présentaient
une anémie et 33,5 % présentaient une hypoprotéinémie totale. Ces proportions sont plus faibles
que celles rapportées dans I'étude de Fauquier et al. (2013), ou 42,4 % et 60,6 % des animaux
présentaient respectivement une anémie et une hypoprotéinémie.

Plusieurs hypothéses sont envisagées pour expliquer ces anomalies biologiques. L’anémie
pourrait ainsi étre secondaire aux saignements digestifs chroniques observés (méléna). Cependant,
une hémosidérose multiorganique a été mise en évidence chez des cormorans, lamantins et
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poissons exposés aux brévétoxines (Bossart et al., 1998 ; Kreuder et al., 2002), suggérant une
composante hémolytique lors d’exposition chronique. D’autre part, I'hypoprotéinémie pourrait
résulter de pertes digestives, d’'un défaut d’apport consécutif a I'anorexie prolongée, d'une
hépatotoxicité des brévétoxines ou bien d’'une affection concomitante (parasitisme, néphropathie,
hépatopathie, etc.). Ainsi, la réalisation d’'un hémogramme complet associé a un frottis sanguin, et
d’un bilan biochimique, permettrait de mieux statuer sur I'origine de ces anomalies.

b. Dosage des brévétoxines

Les 29 cormorans testés en 2018 ont tous présenté une concentration détectable de PbTx, variant
entre 1,01 et 7,88 ng PbTx-3 eq/mL. Si ces résultats confirment I'exposition des cormorans aux
brévétoxines, l'interprétation des concentrations demeure délicate. En effet, les doses toxiques
minimale et létale ne sont pas connues chez les cormorans. De plus, la clairance sanguine des
brévétoxines est rapide : une diminution de 50 % a été observée en deux a quatre jours chez des
cormorans naturellement exposés aux brévétoxines lors d’'une marée rouge (Fauquier et al., 2013b).
Enfin, un effet cumulatif des brévétoxines lors d’exposition chronique est également suspecté. Il est
donc difficile de relier les valeurs mesurées a la symptomatologie observée chez les cormorans.

Les concentrations obtenues ici sont similaires a celles observées dans d’autres études, bien
que les données pre-mortem soient rares chez les cormorans. Ainsi, lors de I'efflorescence algale
dans la baie de Sarasota en 2005, la concentration sanguine de brévétoxine mesurée chez 42
cormorans admis en centre de réhabilitation variait de 0 & 15 ng PbTx-3 eq./mL (Fauquier et al.,
2013b). Une étude menée sur 101 cormorans entre 2002 et 2006 a fourni des concentrations
sériques post-mortem variant entre 0 et 12 ng/mL (Atwood, 2008).

c. Epidémiologie et succeés de la réhabilitation

Dans notre étude, juvéniles et adultes étaient atteints en proportion quasiment égale (52 % de
juvéniles), contrairement a ce qui avait été observé par Kreuder et al.(2002). Ces derniers avaient
en effet mis en évidence une surreprésentation des jeunes cormorans parmi les patients admis en
centre de réhabilitation pour brévétoxicose (78,7 %). L’hypothése formulée était alors que les jeunes,
peu expérimentés a la péche, seraient plus enclins a consommer des poissons morts ou contaminés.
Une plus grande sensibilité aux brévétoxines était également envisagée. Des expérimentations
contrblées seraient nécessaires afin d’évaluer 'dge comme facteur de risque ou non de la
brévétoxicose.

Quarante-six pour cent des cormorans admis a la CROW avec des signes de brévétoxicose
sont morts, dont 47,9 % dans les 24 h suivant leur admission. Les 24 premieres heures apparaissent
ainsi comme une période critique de la prise en charge, nécessitant le plus souvent des soins
intensifs. Les cormorans sont par ailleurs plus sujets au stress en captivité que d’autres espéces
prises en charge a la CROW, comme les pélicans bruns, ce qui peut compromettre leur évolution
clinique et leur réhabilitation. Il est difficile d’évaluer 'impact des marées rouges sur les populations
de cormorans a aigrette en Floride ; les animaux inclus dans cette étude représentant seulement
une fraction des cormorans potentiellement exposés aux brévétoxines, qui ont été trouvés dans des
lieux accessibles a 'homme, et pris en charge par des bénévoles de I'association. On peut
cependant raisonnablement supposer qu’en I'absence de soins approprié€s, la mortalité globale liée
a Karenia brevis est en réalité bien plus élevée.
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d. Surveillance spatio-temporelle des efflorescences algales et exposition des
cormorans

Nous avons, dans cette étude, cherché a quantifier I'exposition des cormorans aux brévétoxines,
par le suivi des comptages cellulaires de K. brevis effectués par la FWRI dans le comté de Lee. Ces
données ont permis de mettre en évidence quatre épisodes de marées rouges, caractérisés par un
ou plusieurs comptages successifs supérieurs a 10° cellules/L au cours d’'un mois. Si trois d’entre
elles semblaient montrer une saisonnalité, avec la survenue d’efflorescences algales en hiver, une
marée rouge exceptionnelle s’est prolongée durant une année entiére.

Il faut cependant noter que ces efflorescences algales sont extrémement labiles et inégales
dans le temps comme dans I'espace ; des pics de concentrations sont atteints localement pendant
une courte durée, puis se dissolvent et un pic apparait dans une autre zone. Les concentrations
maximales atteintes sont également trés variables selon les épisodes, de 5,59.10° cellules/L en 2015
a un pic de 50,2.10° en 2018. Les relevés ponctuels effectués dans le cadre de la surveillance des
efflorescences algales nocives sont donc un indicateur imparfait de la dynamique des populations
de K. brevis, d’autant plus que leur fréquence dépend directement des concentrations mesurées.
Ainsi, des échantillons sont prélevés fréquemment si les concentrations obtenues sont importantes,
mais la phase d’initiation des marées rouges n’est souvent pas documentée.

Par ailleurs, la libération de brévétoxines dans I'eau résulte d’'une lyse cellulaire, qui se
produit aprés qu’une efflorescence a atteint une phase stationnaire (Vargo, 2009). Comme évoqué
précédemment, les brévétoxines persistent dans I'environnement benthique et subissent une
bioaccumulation chez les crustacés, herbiers et poissons (Brand et al., 2012). Par conséquent, la
concentration cellulaire ponctuelle en algue peut ne pas étre représentative de I'exposition réelle
des cormorans aux brévétoxines, essentiellement d’origine alimentaire.

Dans notre étude, la majorité des cormorans a été trouvée sur les plages de Sanibel, Captiva
ou Fort Myers. Si cela ne permet pas de conclure avec certitude sur leur site de contamination, on
sait néanmoins que les déplacements quotidiens des cormorans entre leur colonie et leur site de
prédation se cantonnent a un rayon d’une dizaine de kilométres. Ainsi Coleman et al. (2005) ont
observé chez des cormorans du lac Oneida (New York, Etats-Unis d’Amérique) des déplacements
de 2,9 km en moyenne (SE = 180 m, max = 14,19 km). Par ailleurs, 52 % des sites de prédation
étaient situés a moins de 2 km de la colonie. Des parcours plus importants ont été décrits chez
d’autres populations de cormorans a aigrettes, variant entre 4 et 21 km ; le périmétre de recherche
de nourriture varie ainsi selon la localisation des colonies, la saison (reproduction ou non) et la
disponibilité des proies (Blackwell et Krohn, 1997).

D’autres méthodes de détections des efflorescences algales ont été développées, reposant
sur la détection de pigments par imagerie satellite (Carvalho et al.,, 2011), sur des véhicules
automatiques sous-marins embarquant un systéme d’analyse en cytométrie de flux (Olson et Sosik,
2007) ou un spectrophotométre identifiant le spectre d’absorption des algues dans un échantillon
d’eau de mer (Robbins et al., 2006). Cependant, aucune de ces méthodes ne résout les problemes
d’interprétation des comptages cellulaires soulevés précédemment.
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e. Etude de la corrélation temporelle

L’analyse de I'évolution de I'index algal, calculé a partir des comptages cellulaires de K. brevis, et le
nombre hebdomadaire de cormorans admis a la CROW avec des signes de brévétoxicose, a mis
en évidence une corrélation significative entre la valeur de I'index algal et le nombre de cormorans
admis entre 0 et 11 semaines plus tard. Le coefficient de corrélation maximal a été obtenu pour un
retard de 2 semaines (r=0,46 ; p<0,01), mais les coefficients étaient également supérieurs a 0,4 pour
des décalages temporels situés entre 0 et 3 semaines. La corrélation mise en évidence, bien que
significative statistiguement, était plus faible pour les délais de 8 a 11 semaines (coefficients
inférieurs a 0,2).

Cette corrélation positive conforte 'hypothése d’un lien de cause a effet entre la prolifération
des algues et les manifestations cliniques chez les cormorans, mais de nombreux biais ne
permettent pas de conclure définitivement. Une étude menée par Kreuder et al. (2002), portant sur
360 cormorans entre 1995 et 1999, avait mis en évidence une corrélation entre 'augmentation
simultanée de l'index algal et du nombre de cormorans admis en centre de réhabilitation avec des
signes de brévétoxicose, mais avait révélé une corrélation maximale pour un délai de 8 semaines
(r=0,31, p<0,001).

Plusieurs mécanismes déja évoqués peuvent étre a l'origine de ce décalage temporel. En
effet, les brévétoxines sont libérées dans I'eau lorsque les cellules sont lysées. Or, les efflorescences
algales surviennent réguliérement a des intensités variables, les cormorans peuvent donc étre
affectés cliniquement seulement lorsque le niveau de toxine absorbée dépasse un certain seuil
(inconnu). Cela pourrait se produire suite a une exposition aigué ou chronique aux toxines.

Un autre mécanisme majeur résulte de la bioaccumulation des brévétoxines dans les proies,
a l'origine d’'une exposition différée des cormorans aux toxines par rapport a la survenue de
I'efflorescence algale. Ce transfert des toxines via la chaine trophique a été mis en évidence chez
diverses espéces par plusieurs études : certaines espéces de poissons, herbiers ou mollusques
stockent ainsi de grandes quantités de toxines et agissent comme réservoirs (Tester et al., 2000 ;
Flewelling et al., 2005 ; Mendoza et al., 2008).

C. Enjeux et perspectives

La brévétoxicose constitue donc une affection majeure parmi les cormorans admis a la CROW ;
cependant de nombreux éléments doivent encore étre étudiés afin de mieux la caractériser. En
particulier, des examens complémentaires visant a confirmer la présence des brévétoxines, dans le
sang ou les féces, devraient étre systématisés a I'admission d’oiseaux présentant des troubles
neurologiques, complétés par des dosages tissulaires (foie) chez les cormorans morts en
hospitalisation. Cependant, l'interprétation de ces dosages requiert la détermination de la
concentration toxique chez les cormorans dans le cadre d’expérimentations contrdlées, difficilement
réalisables en pratique. Les signes digestifs observés dans cette étude n’avaient pas été rapportés
précédemment; I'exclusion d’autres causes serait nécessaire avant de les inclure dans la
symptomatologie imputable aux brévétoxines.
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Enfin, la dynamique des efflorescences algales et leur influence sur des cas de brévétoxicose
demeurent mal comprises. Si une corrélation significative a bien été mise en évidence ici, I'obtention
d'un diagnostic de certitude chez les cormorans en renforcerait le poids. L'analyse du contenu
digestif des cormorans affectés et de la concentration tissulaire en toxine chez les proies qu'ils
consomment permettraient d’explorer le mécanisme de bioaccumulation et de mieux caractériser
'exposition des cormorans.
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Conclusion

Les « marées rouges » dues a Karenia brevis sont particulierement fréquentes et intenses sur la
c6te sud-ouest de la Floride, affectant une grande diversité d’organismes aquatiques et d’oiseaux
maritimes par la libération de brévétoxines (Walsh et al., 2006). En agissant sur les canaux sodiques
voltage-dépendants, ces brévétoxines sont a I'origine de troubles neurologiques bien décrits chez
I’'hnomme et en conditions expérimentales, mais peu connus chez les oiseaux. Une étude précédente
a cependant mis en évidence une augmentation de l'incidence de troubles neurologiques chez les
oiseaux piscivores lors de marées rouges (Kreuder et al., 2002). Sur la base de cette observation,
cette étude a permis de mieux caractériser la brévétoxicose au sein d’'un échantillon de 860
cormorans a aigrettes, admis en centre de réhabilitation en Floride entre 2015 et 2019 pour des
signes compatibles avec cette affection.

Tous les cormorans atteints présentaient une ataxie cérébelleuse de sévérité variable,
caractérisée par des mouvements hypermétrigues et une augmentation du polygone de
sustentation, et allant jusqu’a un état non ambulatoire dans 22,4 % des cas (n=193). Les autres
signes neurologiques étaient des tremblements de la téte chez 49,7 % des animaux (n=427), un
réflexe palpébral absent ou incomplet (14,5 %; n=125) et enfin plus rarement un nystagmus
horizontal (4,3 %). De facon plus surprenante, et non rapportée précédemment dans la littérature
scientifique, une bradycardie et des signes digestifs ont été observés ici, avec du méléna (30,5 %)
et des régurgitations (16,9 %). Ces résultats sont cependant a nuancer par I'absence d’explorations
visant a exclure d’autres étiologies de ces symptdmes. Nous avons pu également mettre en
évidence des anomalies biologiques : 16 % des cormorans étaient anémiés et 33,5 % présentaient
une hypoprotéinémie totale. Ces anomalies n'ont pas été plus explorées cependant et plusieurs
hypothéses demeurent quant a leur origine. Le taux de réhabilitation était de 53,1 % et les premiéeres
24 h suivant I'admission se sont révélées cruciales dans la prise en charge, puisque 47,9 % des
cormorans décédés sont morts durant cette période.

Les dosages sériques de brévétoxines réalisés chez 29 cormorans ont mis en évidence des
concentrations similaires a celles précédemment publiées chez cette espéce (Atwood, 2008 ;
Fauquier et al., 2013b), variant entre 1,01 et 7,88 ng PbTx-3 eg/mL. La dose toxique demeure
cependant inconnue, et on ignore si ces concentrations résultent d’une exposition aigué ou
chronique aux brévétoxines.

Un autre objectif de cette étude visait a décrire la dynamique spatio-temporelle des
efflorescences algales autour de I'lle de Sanibel. Les résultats obtenus mettent en évidence une
occurrence annuelle des HABs dans la région, dont la durée varie de quelgques mois a une année
entiére. Les concentrations cellulaires en K. brevis sont extrémement variables et nous avons pu
observer que les zones de forte concentration se déplacent au cours d’une efflorescence. La
concentration maximale atteinte sur notre période d’étude était de 50,2.10° cellules/L d’eau de mer,
le seuil définissant une marée rouge étant fixé a 10° cellules/L. La localisation des cormorans trouvés
était quant a elle peu variable, principalement sur les plages de Sanibel et Fort Myers.
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Enfin, notre travail a permis de confirmer I'hypothése d’une corrélation positive significative
entre la concentration algale et le nombre de cormorans présentant des signes de bréveétoxicose
admis en centre de réhabilitation simultanément ou jusqu’a 11 semaines plus tard. Cette corrélation
était maximale pour un décalage de 2 semaines (r=0,46 ; p<0,01), suggérant un délai inhérent a la
transmission des brévétoxines par la chaine trophique (consommation de poissons ou crustacés
contaminés).

Une poursuite de ce travail s’avére néanmoins nécessaire afin de renforcer les moyens
diagnostiques mis en ceuvre et leur interprétation (dosages des brévétoxines). A I'échelle de
I'écosystéme, les voies et délais de contamination des cormorans restent également a déterminer.
Il serait en outre intéressant d’évaluer I'effet a plus long terme des marées rouges sur les populations
de cormorans, a la fois en termes d’effectifs, mais aussi de comportement alimentaire (modification
des sites de prédation, des distances parcourues, etc.). Bien que ne pouvant étre étendus en I'état
a 'ensemble de la population de cormorans a aigrettes vivant en Floride, ces résultats ont permis
de dégager des tendances, complétant une littérature scientifique peu abondante et Iégitimant de
prochaines études.
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Annexe 1: Causes dadmission des
patients a CROW en 2019 (Barron et al.,
2020)

Cause d’admission a CROW en 2019 Pourcentage d’animaux concernés
Trauma d’origine inconnue 13,7 %
Jeune tombé du nid 11,4 %
Brévétoxicose 11,3 %
Destruction d’habitat 9,3%
Percuté par un véhicule (voiture, vélo, etc.) 9,2 %
Inconnue 9,1%
Orphelin 8, 7%
Espéce envahissante 8,0%
Attaque par un chien/chat 6,5 %
Maladie infectieuse 3.3%
Evénements naturels divers 2,3%
Evénements divers liés a I’activité humaine 2,1%
Attague par un prédateur 2,0 %
Hamecon/ligne de péche 2,0%
Attaque humaine intentionnelle 0,4 %
Percuté par un bateau 0,2%
Electrocution 0,2 %
Intoxication par un pesticide/rodenticide 0,16 %
Maladie de Carré 0,10 %
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Annexe 2 . Fiche descriptive de
Phalacrocorax auritus (Cornell Lab of
Ornithology, 2014)

1. Caractéristiques physiques

Les cormorans a aigrettes sont des oiseaux aquatiques de grande taille, avec un corps trapu, un
long cou et une queue de taille moyenne. lls atteignent 70 a 90 cm de longueur, pour une envergure
de 114 a 123 cm et un poids adulte de 1,2 a 2,5kg. Il n’y a pas de dimorphisme sexuel. Cette espéce
est caractérisée par une évolution du plumage permettant de distinguer les adultes (figure 18) des
jeunes (figure 19) :

e Les adultes ont un plumage et un bec sombre ; leur peau est orange a la base du bec. Les
aigrettes, petites touffes blanches ou noires, sont présentes au-dessus des yeux uniquement
lors de la période de reproduction.

Figure 18 : Photographies de cormorans a aigrettes adultes (Cornell Lab of Ornithology,
2014)

e Les jeunes présentent un plumage plus gris ou brunatre, avec des parties inférieures plus pales que
le dos. Leur bec est coloré, a la différence des adultes.

Figure 19 : Photographie d’'un cormoran juvénile (Cornell Lab of Ornithology, 2014)
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2. Eléments d’écologie

A. Répartition géographique

Le cormoran a aigrettes est une espece commune et répandue en Amérique du Nord, du sud de
'Alaska jusqu’a la Floride et méme au Mexique. La figure 20 présente les aires de nidification et
d’hivernage de ces oiseaux, ainsi que les zones ou ils sont présents toute 'année.

Figure 20 : Aires de répartition du cormoran a aigrettes en Amérique du Nord (Cornell Lab
of Ornithology, 2014)

Aire de nidification
Voie migratoire
Présent a l'année
Aire d'hivernage

B. Habitat

Les cormorans sont des oiseaux aquatiques majoritairement piscivores, qui recherchent leur
nourriture sur de grandes étendues d’eau. Cependant, ils peuvent se percher et former des colonies
de reproduction sur des lagunes ou étangs plus petits, puis parcourir jusqu’a 65 km pour atteindre
une zone d’alimentation.

Les cormorans passent une grande partie du temps perché a se reposer aprés la péche, sur
des rochers, cimes d’arbres, mats de bateau, etc. lls ont tendance a former des colonies de
reproduction dans des arbres voisins dans ou a proximité de I'eau. Aprés un certain temps,
I'accumulation de guano peut tuer les arbres et les faire basculer ; les cormorans entreprennent alors

la nidification sur le sol.

C. Alimentation

Leur régime alimentaire se compose presque entierement de poissons, ainsi que de faibles quantités
d’insectes, crustacés ou amphibiens. lls mangent une grande variété de poissons (plus de 250
especes rapportées).

Leur technique de péche consiste a plonger et chasser les poissons sous I'eau avec une
puissante propulsion grace a leurs pattes palmées. La pointe du bec, en forme de crochet, leur
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permet d’attraper les proies, qu’ils avalent sous I'eau lorsqu’elles sont de petite taille. lls se
nourrissent généralement dans les eaux de surface (<8 m de profondeur), a moins de 5 km du
rivage.

D. Reproduction et longévité

Les cormorans sont monogames et forment des colonies pouvant rassembler jusqu’a 3000 couples.
Les males choisissent un site puis effectuent une parade nuptiale pour attirer les femelles. La
période de reproduction s’étend d’avril a aoQt, avec un pic de mai a juillet. Les nids peuvent étre au
sol, sur des rochers ou des récifs sans végétation, ou au sommet d'arbres, qui peuvent étre vivants
lorsqu'une colonie de cormorans se forme pour la premiére fois, mais meurent généralement aprées
quelques années aprés l'accumulation de leurs déjections (guano). Les nids sont d'abord construits
au centre de la colonie, puis se développent vers la périphérie de celle-ci.

La reproduction a lieu une fois par an, a partir de 'age de 2 ans. Les couvées contiennent
en moyenne 2 a 7 ceufs, qui éclosent aprés 25 a 28 jours d’'incubation. L'oisillon est nu, a les yeux
fermés et ne se déplace pas a la naissance. Il commence a quitter le nid vers 3 & 4 semaines, vole
a 6 semaines et sera complétement indépendant a 'adge de 10 semaines.

Les cormorans vivent en moyenne 6 ans, le plus vieil individu connu ayant atteint 17 ans et
9 mois.

E. Comportement

Les cormorans sont des oiseaux trés grégaires, qui vivent en groupe de taille variable aussi bien en
période de reproduction que I'hiver, toujours a proximité de I'eau. lls migrent également en groupe.

lIs se nourrissent pendant la journée, en plongeant, puis recherchent un endroit surélevé pour
se percher, les ailes déployées, probablement afin de faire sécher superficiellement leurs plumes.
La glande uropygienne des cormorans produit moins de sécrétions imperméabilisantes que chez
d’autres oiseaux, comme les anatidés chez qui elle permet une étanchéité du plumage. Bien que
cela semble étre un handicap, cela est considéré comme une adaptation qui permet aux cormorans
de chasser sous I'eau plus efficacement.
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Annexe 3 : Evolution spatio-temporelle des
marées rouges survenues entre 2015 et
2019

Figure 21 : Représentation cartographique de la marée rouge survenue entre décembre
2015 et février 2016 et des cas de brévétoxicose chez les cormorans admis a CROW durant
cette période (RStudio - 1.3.1056, 2020 ; Google Maps, 2020)
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Figure 22 : Cartes complémentaires de la marée rouge survenue entre novembre 2017 et
novembre 2018 (RStudio - 1.3.1056, 2020 ; Google Maps, 2020)
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Figure 23 : Représentation cartographique de la marée rouge survenue entre octobre 2016
et février 2017 et des cas de brévétoxicose chez les cormorans admis a CROW durant cette
période (RStudio - 1.3.1056, 2020 ; Google Maps, 2020)
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Figure 24 : Représentation cartographique de la marée rouge survenue entre octobre et
décembre 2019 et des cas de brévétoxicose chez les cormorans admis a CROW durant
cette période (RStudio - 1.3.1056, 2020 ; Google Maps, 2020)
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Annexe 4 : Tableau de l'évolution de lI'index
algal et du nombre de cormorans admis
pour brévétoxicose a la CROW entre 2015
et 2019
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l-avr.-16
28-avr.-16
5-mai-16
12-mai-16
19-mai-16
26-mai-16
2-juin-16
9-juin-16
16-juin-16
23-juin-16
30-juin-16
7-juil .-16
14-juil.-16
21-juil .-16
28-juil.-16
4-a00t-16
11-ao0t-16
18-a00t-16
25-a00t-16
1-sept.-16
8-sept.-16
15-sept.-16
22-sept.-16
29-sept.-16
6-oct.-16
13-oct.-16
20-oct.-16
27-oct.-16
3-nov.-16
10-nov.-16
17-nov.-16
24-nov.-16
1-déc.-16
8-déc.-16
15-déc.-16
22-déc.-16
29-déc.-16
5-janv.-17
12-janv.-17
19-janv.-17
26-janv.-17
2-févr.-17
9-févr.-17
16-févr.-17
23-févr.-17
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11-janv.-18 3,54932518 2 22-nov.-18 5,13847611 3
18-janv.-18 4,22388402 0 29-nov.-18 4,18500862 2
25-janv.-18 1,42513275 0 6-déc.-18 3,03212405 2
1-févr.-18 3,05615922 2 13-déc.-18 2,71276446 0
8-févr.-18 3,38951005 7 20-déc.-18 0 0
15-févr.-18 4,61183712 9 27-déc.-18 3,24868295 1
22-févr.-18 5,19020814 8 3-janv.-19 1,26778906 2
1-mars-18 4,79062663 9 10-anv.-19 3,56438986 4
8-mars-18 4,72140525 24 17-janv.-19 3,13762187 1
15-mars-18 5,21322329 10  24-janv.-19 3,14703946 0
22-mars-18 4,57629847 15 31l-janv.-19 0,92427929 0
29-mars-18 4,27780715 15 7-févr.-19 0 0
5-avr.-18 4,33603457 10 14-févr.-19 0 0
12-avr.-18 4,83682616 7 21-févr.-19 0 0
19-avr.-18 5,2638564 12 28-févr.-19  1,12041341 0
26-avr.-18 5,15441872 3 7-mars-19 0 0
3-mai-18 4,7601173 1 14-mars-19 0 0
10-mai-18 3,76365725 2 2l-mars-19 0 0
17-mai-18 4,10146966 7 28-mars-19 0 1
24-mai-18 3,00838723 4 4-avr.-19 0 0
31-mai-18 3,90664775 7 11-avr.-19 0 1
7-juin-18 4,28619623 3 18-avr.-19 0 0
14-juin-18 4,20641112 1 25-avr.-19 1,01072387 1
21-juin-18 5,16082501 1 2-mai-19 1,3265841 0
28-juin-18 5,45660532 0 9-mai-19 1,40999571 0
5-juil.-18 3,55348583 0 16-mai-19 0 0
12-juil.-18 5,04185664 0 23-mai-19 1,58020668 0
19-juil.-18 5,64803329 1 30-mai-19 0,94171939 0
26-juil.-18 6,21298551 3 6-juin-19 0 1
2-ao(t-18 6,21514718 0 13-juin-19 0 0
9-a0(t-18 5,93945703 1 20-juin-19 0 0
16-ao0t-18 5,82401721 3 27-juin-19 0 0
23-a00t-18 6,00420436 1 4-juil.-19  1,26778906 0
30-ao0t-18 5,7840969 0 11-juil.-19 0 0
6-sept.-18 5,35305431 8 18-juil.-19 0 0
13-sept.-18 5,9429439 4 25-juil.-19 0 0
20-sept.-18 6,04986788 3 1-a00t-19 0 0
27-sept.-18 5,36247254 2 8-ao(it-19 0 0
4-oct.-18 1,68701908 4 15-a00t-19 0 0
11-oct.-18 3,68057571 6 22-ao0t-19 1,27547589 0
18-oct.-18 4,81842684 2 29-a00it-19 1,96335847 0
25-oct.-18 4,65186605 7 5-sept.-19  2,90216466 1
1-nov.-18 6,25283714 4 12-sept.-19 0 0
8-nov.-18 5,87282636 4 19-sept.-19  3,10424712 0
15-nov.-18 6,31536684 7  26-sept.-19 3,63372809 0
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3-oct.-19
10-oct.-19
17-oct.-19
24-oct.-19
31-oct.-19
7-nov.-19
14-nov.-19

Page 92

4,61281464
4,87277162
5,63807084
6,14260913
6,36690968
6,49874164
6,56915063

17
16

21-nov.-19
28-nov.-19

5-déc.-19
12-déc.-19
19-déc.-19
26-déc.-19

5,93428908
4,3250442
4,16815483
2,88055735
0
2,10037055
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19



IMPACTS SUR LA FAUNE SAUVAGE DE LA PROLIFERATION DE
L’ALGUE KARENIA BREVIS DANS LE GOLFE DU MEXIQUE ENTRE 2015
ET 2019. ETUDE DE CAS A PARTIR DES DONNEES COLLECTEES
DANS LE CENTRE DE SOINS CLINIC FOR THE REHABILITATION OF
WILDLIFE A SANIBEL ISLAND (FL, ETATS-UNIS)

Auteur : Mathilde VILCOT
RESUME :

Des « marées rouges », liées a la prolifération de l'algue dinoflagellé Karenia brevis, se produisent
annuellement au sud-ouest de la Floride. K. brevis produit plusieurs neurotoxines, appelées brévétoxines.
L’exposition de la faune sauvage a ces toxines par ingestion ou inhalation cause des signes cliniques aigus
ou chroniques pouvant conduire a la mort des animaux. L’effet des brévétoxines sur les oiseaux piscivores est
assez peu connu, bien que quelques études aient mis en évidence une augmentation de l'incidence des
troubles neurologiques lors de marées rouges. Un nombre important de cormorans a aigrettes est présenté
avec des troubles neurologiques a la Clinique pour la réhabilitation de la faune sauvage (CROW) de I'ile de
Sanibel (Floride). Nous avons mis en ceuvre cette étude afin d’évaluer la prolifération de Karenia brevis et ses
effets sur les cormorans, en développant trois axes majeurs : (1) réaliser une description clinique et
épidémiologique de la brévétoxicose chez les cormorans admis en centre de réhabilitation (2) étudier la
répartition spatio-temporelle des marées rouges et des cormorans atteints, et (3) mettre en évidence une
corrélation temporelle entre la prolifération de K. brevis et le nombre de cas de brévétoxicose chez les
cormorans. Au total, 860 cormorans admis a la CROW entre 2015 et 2019 ont été inclus dans cette étude
rétrospective, et 6450 comptages cellulaires de K. brevis dans I'eau de mer. La brévétoxicose s’exprimait par
une ataxie cérébelleuse de sévérité variable (avec un état non ambulatoire chez 22,4 % des animaux), des
tremblements de la téte (49,7 %), un réflexe palpébral altéré (14,5 %) et une bradycardie (11,5 %). Des signes
digestifs ont aussi été observés, avec du méléna (30,5 %) et des régurgitations (16,9 %). Une anémie et une
hypoprotéinémie étaient présentes respectivement chez 16 % et 33,5 % des cormorans. Un dosage sérique
de brévétoxines par technique ELISA, réalisé chez 29 animaux, a révélé la présence de toxines chez 100 %
des animaux testés, en concentration variant de 1,01 a 7,88 ng PbTx-3 eg/mL. L’analyse des comptages de
K. brevis a révélé 4 efflorescences algales entre 2015 et 2019, d’'une durée de 3 a 13 mois et d’intensité trés
variable. Enfin, nous avons confirmé I'hypothése d’une corrélation positive significative entre la concentration
algale et le nombre de cormorans présentant des signes de brévétoxicose, admis en centre de réhabilitation
simultanément ou jusqu'a 11 semaines plus tard. Cette corrélation était maximale pour un décalage de 2
semaines (r=0,46 ; p<0,01), suggérant un délai lié a la transmission des brévétoxines par la chaine trophique
(consommation de poissons ou mollusques contaminés). La systématisation des dosages de brévétoxines a
'admission des cormorans et la détermination de la concentration toxique chez cette espéce seront
nécessaires afin de compléter la caractérisation de cette affection, de mieux comprendre les voies d’exposition
des cormorans et I'impact de la prolifération de K. brevis a I'échelle des populations d’oiseaux.
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IMPACTS OF KARENIA BREVIS ALGAL BLOOMS ON WILDLIFE IN THE
GULF OF MEXICO BETWEEN 2015 AND 2019. CASE STUDY FROM
DATA COLLECTED AT THE CLINIC FOR THE REHABILITATION OF
WILDLIFE, ON SANIBEL ISLAND (FL, UNITED STATES)

Author: Mathilde VILCOT
SUMMARY:

« Red Tides » due to the dinoflagellate Karenia brevis algal blooms occur annually in South-West Florida. K.
brevis produces several neurotoxins named brevetoxins. Wildlife exposure to these toxins, through ingestion
or inhalation, causes acute or chronic symptoms that can lead to the animals’ death. The brevetoxins’ effect
on piscivorous birds is poorly understood, although some studies showed an increase in neurological
symptoms’ occurrence during red tides. A large number of double-crested cormorants are admitted with
neurologic signs to CROW, on Sanibel Island. We conducted this study to evaluate Karenia brevis’s
proliferation and its effects on cormorants, by focusing on three major goals : (1) to give a clinical and
epidemiological description of brevetoxicosis in cormorants admitted to rehabilitation centres (2) to study the
spatiotemporal distribution of red tides and affected cormorants, and (3) to demonstrate a temporal correlation
between K. brevis proliferation and the number of brevetoxicosis affected cormorants. In total, 860 cormorants
admitted to CROW between 2015 and 20109 were included in this retrospective study, as well as 6450 cell
counts of K. brevis in sea samples. Brevetoxicosis symptoms included cerebellar ataxia of varying severity
(22,4 % of the cormorants were non-ambulatory), head tremors (49,7 %), impaired palpebral reflex (14,5 %)
and bradycardia (11,5%). Gastrointestinal signs were also observed, with melena (30,5%) and regurgitation
(16,9 %). Anemia and hypoproteinemia were present in 16 % and 33,5 % of cormorants, respectively. A serum
assay of brevetoxins by ELISA technique, carried out in 29 animals, revealed the presence of toxins in 100%
of the animals tested, in concentration varying from 1,01 to 7,88 ng PbTx-3 eg/mL. Analysis of the K. brevis
counts revealed 4 algal blooms between 2015 and 2019, that lasted 3 to 13 months and showed a highly
varying intensity. Finally, we confirmed the hypothesis of a significant positive correlation between algal
abundance and the number of cormorants showing signs of brevetoxicosis, admitted to a rehabilitation centre
simultaneously or up to 11 weeks later. This correlation was maximal for a 2-week lag (r=0,46 ; p<0,01),
suggesting a delay related to the transmission of brevetoxins through the food chain (consumption of
contaminated fish or shellfish). Systematic brevetoxin assays at cormorants’ admittance and determination of
the toxic dose for this species are necessary to complete the description of this disease and to better
understand the exposure routes and the impact of algal blooms on a birds’ population scale.

KEYWORDS : ALGAE / KARENIA BREVIS / TOXICITY / BLOOM / CORMORANT / PHALACROCORAX
AURITUS / BREVETOXICOSIS / MARINE WILDLIFE / REHABILITATION CENTRE / FLORIDA
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