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Article abstract

During the first part of the toxic cyanobacteria survey program carried out
since 1994, Microcystis blooms which periodically occurred in Al Massira, Lalla
Takerkoust and Oued Mellah reservoirs were studied. These reservoirs were
located at a different hydrographic basin and have a various trophic status.
The water was used for irrigation, recreational purpose and/or drinking water
supply. The bloom-forming species was identified as Microcystis aeruginosa in
Al Massira and Takerkoust freshwater reservoirs whereas in brackish water
Oued Mellah reservoir, the bloom-forming species is Microcystis ichthyoblabe.

In complement to this ecological studies and in order to assess the potential
health risk, a toxicology and toxinology of these Microcystis blooms were
undertaken. The hepatotoxicity of lyophilized bloom material collected during
bloom periods in 1999 was confirmed by (i. p) mice bioassay. The toxicity
assessment revealed that Microcystis Takerkoust bloom was highly toxic with
LD50 < 100 mg/kg whereas those from Al Massira and Oued Mellah were
respectively characterized by a medium and a low toxicities.

The content of microcystins (MCYST) determined by the Enzyme-linked
Immunosorbent assay (ELISA) show that MCYST content ranged between 0.37
to 496 ug/g dry weight. It appears that Takerkoust bloom contain 600 to 1300
fold more MCYST than Oued Mellah and Al Massira blooms. The isolation and
identification of microcystins variants from bloom extracts were performed
using the high performance liquid chromatography with photodiode array
detection (HPLC-PDA). This technique provided the separation and
identification of at least two microcytins variants from each bloom material.
The most number of 11 microcystins were detected from Microcystis
ichthyoblabe bloom of Oued Mellah. However, only two and four variants of
microcystins were respectively detected from Al Massira and Takerkoust
blooms. Among these variants of microcystins solely Microcystin-LR was
identified according to the Mcyst-LR authentic sample from extract of Al
Massira and Takerkoust blooms.

The occurrence of toxic cyanobacteria bloom in these drinking and/or
recreational water reservoirs lead us to take into consideration the real health
hazard which will be induced by these harmful cyanobacterial blooms.
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Etude des blooms toxiques a cyanobactéries
dans trois lacs réservoirs du Maroc : résultats
préliminaires

Study of toxic cyanobacteria blooms in three lake-
reservoirs of Morocco: preliminary results

B.OUDRA "', M. LOUDIKI ', B. SABOUR?, B. SBIYYAA, V. VASCONCELOQS 3

SUMMARY

During the first part of the toxic cyanobacteria survey program carried out
since 1994, Microcystis blooms which periodically occurred in Al Massira,
Lalla Takerkoust and Oued Mellah reservoirs were studied. These reservoirs
were located at a different hydrographic basin and have a various trophic
status. The water was used for irrigation, recreational purpose and/or drin-
king water supply. The bloom-forming species was identified as Microcystis
aeruginosa in Al Massira and Takerkoust freshwater reservoirs whereas in
brackish water Oued Mellah reservoir, the bloom-forming species is Micro-
cystis ichthyoblabe.

In complement to this ecological studies and in order to assess the potential
health risk, a toxicology and toxinology of these Microcystis blooms were
undertaken. The hepatotoxicity of lyophilized bloom material collected
during bloom periods in 1999 was confirmed by (i. p) mice bioassay. The
toxicity assessment revealed that Microcystis Takerkoust bloom was highly
toxic with LD, < 100 mg/kg whereas those from Al Massira and Oued Mel-
lah were respectively characterized by a medium and a low toxicities.

The content of microcystins (MCYST) determined by the Enzyme-linked
Immunosorbent assay (ELISA) show that MCYST content ranged between
0.37 to 496 pg/g dry weight. It appears that Takerkoust bloom contain 600 to
1300 fold more MCYST than Oued Mellah and Al Massira blooms. The iso-
lation and identification of microcystins variants from bloom extracts were
performed using the high performance liquid chromatography with photo-
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RESUME

diode array detection (HPLC-PDA). This technique provided the separation
and identification of at least two microcytins variants from each bloom mate-
rial. The most number of 11 microcystins were detected from Microcystis ich-
thyoblabe bloom of Qued Mellah. However, only two and four variants of
microcystins were respectively detected from Al Massira and Takerkoust
blooms. Among these variants of microcystins solely Microcystin-LR was
identified according to the Mcyst-LR authentic sample from extract of Al
Massira and Takerkoust blooms.

The occurrence of toxic cyanobacteria bloom in these drinking and/or
recreational water reservoirs lead us to take into consideration the real
health hazard which will be induced by these harmful cyanobacterial blooms.

Key-words: cyanobacteria, hepatotoxins, Microcystis, microcystins, toxic bloom,
Morocco.

Dans le cadre du programme de recherche sur les blooms toxiques a cyano-
bactéries dans certains lacs de barrage du Maroc, une étude de ce phéno-
meéne a été entreprise sur trois retenues : Lalla Takerkoust, Oued Mellah et
Al Massira. L’étude taxonomique montre que dans les lacs Lalla Takerkoust
et Al Massirra, ’espéce responsable des blooms est Microcystis aeruginosa
alors que dans la retenue saumétre et hypereutrophe Oued Mellah, c’est
Microcystis ichthyoblabe.

En complément, une étude toxicologique et toxinologique a permis d’évaluer
les risques sanitaires potentiels qui peuvent étre engendrés par ces blooms.
L’hépatotoxicité, pour I’ensemble des blooms récoltés en 1999, a été confir-
mée par le biotest « souris ». L’application de ce test a montré que le bloom
de LallaTakerkoust est hautement toxique (DLg, < 100 mg/kg) ; celui de
Oued Mellah est le moins toxique (DLg, > 500 mg/kg) et celui d’Al Massira
est intermédiaire (DLs, comprise entre 100 et 500 mg/kg). Les teneurs en
microcystines (hépatotoxines) déterminées par ELISA révelent des concen-
trations beaucoup plus importantes pour le bloom de Lalla Takerkoust.
L’utilisation de la chromatographie liquide haute performance avec détec-
teur a barrette photodiode, (CLHP-DBP) a permis la détection et I’identifica-
tion de 2, 4 et 11 variantes de microcystines, respectivement & partir
d’extraits du bloom naturel d’Al Massira, Lalla Takerkoust et Oued Mellah.
Cependant, la Microcystine-LR n’a été détectée que dans les extraits d’Al
Massira et de Takerkoust. L’apparition des blooms toxiques a cyanobactéries
dans ces plans d’eau impose dorénavant la prise en considération des nui-
sances écologiques et des risques sanitaires liés a la présence des microcys-
tines dans ces eaux.

Mots clés : cyanobactéries, bloom, Microcystis, microcystines, Maroc.

1 - INTRODUCTION

Le phénoméne d’eutrophisation des eaux douces et 'apparition fréquente
des blooms a cyanobactéries est un probléme mondialement connu, lié princi-
palement au développement urbain, industriel et agricole. Ce probléme est
d’autant plus sérieux que les espéces occasionnant ces blooms peuvent pro-
duire des substances hydrosolubles qui sont potentiellement hépatotoxiques
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et/ou neurotoxiques (CARMICHAEL, 1994), Par inhibition de la phosphatase PPA
et PP2A, les hépatotoxines « microcystines » sont actuellement considérées
comme promotrices de tumeurs cancéreuses au niveau du foie (NISHIWAKI MAT-
SUSHIMA et al., 1992). En ouire, elles ne sont pas éliminées de maniére efficace
par les techniques conventionnelles de traitement d’eau potable (ROSITANO et
NICHOLSON, 1994). Ainsi, leur présence dans les plans d’eau destinés a la pro-
duction de I'eau potable, 'abreuvement du bétail et aux activités de loisirs,
constitue un danger potentiel et une menace sérieuse pour la santé humaine et
animale (CARMICHAEL et FALCONER, 1993 ; FALCONER, 1996,1999 ; VASCONCE-
LOS, 1999). Il a été reporté qu’actuellement, 65 variantes de microcystines ont
été identifiées (CARMICHAEL, 2000a). Ces variantes ont été a I’origine de la pre-
miére véritable intoxication humaine a Caruaru, Brésil, qui a causé la mort de
60 personnes (JOSHIMEN et al., 1998). Les blooms toxiques a cyanobactéries se
produisent a différents endroits dans le monde a une fréquence moyenne de
59 % (SIVONEN et JONES, 1999), ceux a Microcystis aeruginosa sont les plus
communément signalés (CARMICHAEL, 1996). Comme exemple de mesures pré-
ventives en vue de garantir une qualité d’eau de boisson sans risques sani-
taires, une norme provisoire de 1 pg/L de microcystine-LR, a été fixée par
I’Organisation mondiale de la santé d’aprés le rapport préparé par les groupes
d’experts OMS sur les substances chimiques dans les eaux de boisson et les
cyanobactéries toxiques (FALCONER, 1999 ; FALCONER et al.1999).

Au Maroc, un large programme de « screening » des blooms toxiques a
cyanobactéries dans les retenues de barrages a été entamé depuis 1994. L’ob-
jectif principal de ce papier est de présenter des résultats préliminaires de toxi-
cologie et toxinologie du matériel des blooms naturels issus de trois réservoirs
Al Massira, Lalla Takerkoust et Oued Mellah dont les eaux sont utilisées pour
l'irrigation et/ou la production d’eau potable, 'aquaculture et d’autres activités
de loisirs (baignade, péche, sports d’eau...) et de prévenir les risques sanitaires
potentiels.

2 - MATERIEL ET METHODES

2.1 Description des lacs - réservoirs étudiés

Les réservoirs étudiés Al Massira, Lalla Takerkoust et Qued Mellah sont
localisés, respectivement dans les bassins versants Oum Er-Rbia, Tensift et
Cétiers atlantiques de Casablanca (figure 7). Leurs caractéristiques morphomé-
triques, hydrologiques, biologiques ainsi que les caractéristiques physicochi-
miques des eaux de surface sont brievement résumées dans le fableau 7. Les
données des variables physicochimiques et biologique utilisées concernent
seulement les périodes de profifération des cyanobactéries (MALKI, 1994 ;
SBIYYAA, 1997 ; OUDRA et al., 1998 ; SABOUR et al., 2000).

2.2 Echantillonnage des blooms et confirmation de la toxicité

En 1999, un échantilionnage de bloom naturel a Microcystis a été effectué
dans les lacs Oued Mellah (le 30 mai), Lalla Takerkoust (le 8 octobre) et Al Mas-
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Figure 1 Situation géographique des lacs étudiés.
Geographic localisation of studied reservoirs.

sira (le 24 novembre). Chaque échantillon a été concentré a 'aide d’un filet a
plancton (27 pm de vide de maille) au niveau des berges de chaque retenue ou
se forment des écumes importantes. Les résultats sur la dynamique des
blooms a Microcystis dans les trois lacs considérés montre que les dates
d’échantillonnage correspondent a la période de développement optimale des
blooms (MALKI, 1994 ; SBIYYAA, 1997 ; OUDRA et al., 1998 ; SABOUR et al., 2000).
Au laboratoire, le matériel algal prélevé a été concentré puis immédiatement
lyophilisé et stocké a — 20 °C en vue de confirmer sa toxicité par le biotest
« souris » et analyser les toxines. La procédure suivie pour la réalisation du bio-
test « souris » est préalablement décrite dans OUDRA et al. (1998). L’hépatoxi-
cité est confirmée par I'examen histopathologique du tissu hépatique. Cette
étude a été aimablement réalisée dans le laboratoire spécialisé d’Anatomopa-
thologie par le Dr M. DADI-EL ANDALOUSSI.

2.3 Extraction et détection des microcystines par CLHP-DBP

Selon les recommandations de LAWTON et al. (1994a), I’extraction des
toxines est réalisée trois fois successives par du méthanol 100 % (50-75 mg du
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Tableau1  Caractéristiques morphométriques, hydrologiques, physicochimiques
et biologiques des eaux de surface des réservoirs étudiés (les
mesures des variables physicochimiques et biologiques correspon-
dent aux périodes de prolifération de Microcystis a, b et c}.

Table 1 Morphometric, hydrographic, physico-chemical and biological cha-
racteristics of the reservoir’s water surface (the physico-chemical and
biological values were measured during Mirocystis growth periods a,
b and c).

Réservoir Al Massira® Lalla Takerkoust" Oued Mellah®
Bassin versant Oum Er-Rbia Tensift Cétier de Casablanca
Localisation géographique 31°95°N, 6°72’'W | 30°36'N, 8°20'W 33°30'N-07°20'W
Date de construction 1979 1929-1930 1928-1931
Sur la riviére Oum Er-Rbia N’Fis Oued Mellah
Capacité globale (Mm3) 2760 69 8,8
Profondeur max. (m) 35 25 9

Eau potable (Mm?) 425 En projet non
frrigation 1100 Mm? 85 Mm?3 400 ha de surface
Activités de loisirs Oui Oui Oui

Péche Oui Non Oui

Etat trophique Mésotrophe Eutrophe Hypereutrophe
Densité maximale 17,6-10% 10-10° 21.108

de Microcystis Cell-mL™

Chlorophylle max. (ug-L™) 48 575 222
Température eau (°C) 23-25 25-26 25-25,5

pH 8,5 8 8,2-8,3
Oxygéne dissous (mg-L™) 8-8,5 7-8 7,3-8,5
Conductivité (ms-cm™") 1,25-1,3 0,4-0,9 3,8-4,2
Chlorures (g-L™) 0,23 — 4-56
Salinité (%o) — — 6,6-9
Nitrates (ug-L™") 250 49-93 0-155
Ammonium (pg-L™) <50 19-29 239-626
Orthophosphates (ug-L™) 10-15 0-5 < limite détection
NT/PT — 5-44 69

Données extraites des références : a : Malki, 1994 (période d’étude juillet 1989-juin 1992) ; b :
Shiyyaa, 1997 et Oudra et al. 1998 (période d’étude juin 1994-décembre 1996) ; ¢ : Sabour ef al.
2000 (période d’étude avril-juillet 1999).

matériel lyophilisé par mL du méthanol). Chaque fois, les extraits sont centrifu-
gés a 4 000/g (10 min, 4 °C), les surnageants sont retenus alors que le culot est
réextrait a nouveau. Les trois extraits sont finalement recombinés et dilués
dans I'eau ultrapure (Milli-Q plus, Millipore) de fagon a obtenir un extrait & 20 %
du méthanol. Pour une prépurification des microcystines, I'extrait final est versé
dans une colonne de gel de silice ODS (Sep-Pak® Vac C18, Waters corpora-
tion, Millipore USA). Cette colonne est préalablement activée par du méthanol
100 % et de I'eau ultrapure. Le lavage de la colonne se fait ensuite par du
méthanol 20 % et I'eau ultrapure. Les microcystines sont finalement éluées par
40 mL du méthanol 100 %. Cette fraction est ensuite évaporée totalement
dans un évaporateur (MEYER N-EVAP, USA). Le résidu ainsi obtenu est resus-
pendu dans 1 mL du méthanol 50 % et filtré par un filtre 0,2 ym (Acrodisc.,
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Nylon, Gelman Sciences Inc.), en vue de la purification finale par chromatogra-
phie liquide haute performance équipée d'un détecteur & barrette photodiode
(CLHP-DBP).

La séparation des microcystines est réalisée par le systéme CLHP (Lachrom
FL détecteur L-7480, Merck, Hitachi) équipé par deux pompes L- 7100, un
auto- échantillonneur D-7200, une interface D-7000 et un détecteur a barrette
photodiode L-7450 réglé a 238 nm. La purification des microcystines est ache-
vée sur une colonne analytique LiChrospher R 100, 5 pm ODS (LiChro CART®
250-4 colonne, Merck, Germany) sous des conditions non isocratiques en utili-
sant un gradient (28 % a 100 %) de solution mobile d’acétonitrile et eau ultra-
pure (Milli-Q plus, Millipore) contenant chacune 0,05 % d’acide
Trifluoroacetique (TFA) (LAWTON et al., 1995 ; MERILUOTO et al., 1999). L’identifi-
cation des variantes de microcystines est effectuée grace a la comparaison
des chromatogrammes obtenus sous les méme conditions et les spectres a
ultraviolet (UV : 200-400 nm) des fractions purifiées avec ceux de la microcys-
tine-LR standard qui montre une absorbance maximale a 238-240 nm et un
temps de rétention d’environ 16, 21 mn.

2.4 Quantification des microcystines par ELISA

La détermination des teneurs en microcystines est réalisée par le test
immunologique ELISA en utilisant des microplaques de type « Enviro Gard®
Microcytins Plate Kit, Strategic Diagnostic Inc. » Suivant la procédure décrite
dans CHU et al. (1990). Aprés extraction, pendant une nuit, de 50 mg du maté-
riel lyophilisé dans 2 mL d’eau ultra-pure (Milli-Q plus, Millipore) et centrifugé
pendant 5 mn a 10 000/g, le surnageant est ensuite filtré sur 0,2 pm (Acrodisc.,
Nylon, Gelman Sciences Inc.), la lecture de "absorbance a 450 nm est ensuite
réalisée par DENLEY we-Scan ELISA lecteur.

3 - RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Dynamique des blooms

Le suivi de la dynamique du phytoplancton dans le lac réservoir Lalla Taker-
koust laisse apparaitre que les blooms a cyanobactéries apparaissent en été
pour atteindre leur prolifération maximale en octobre avec une variabilité
annuelle importante en biomasse (SBIYYAA, 1997). La principale espéce respon-
sable des blooms est Microcystis aeruginosa f. aeruginosa associée a un autre
morphotype M. aeruginosa f. flos-aquae et a Pseudanabaena muscicola (syno-
nyme Phormidium muscicola) (OUDRA et al., 1998). Au moment de la proliféra-
tion massive, le bloom devient spectaculaire surtout au niveau des berges du
lac ou le vent conduit a son accumulation. L’étude de la dynamique plurian-
nuelle de croissance ainsi que I’évolution de la biomasse cyanobactérienne ont
été présentées et largement discutées dans des travaux antérieurs (SBIYYAA,
1997 ; OUDRA et al., 1998 ).

Dans la retenue Al Massira, Microcystis aeruginosa prolifere régulierement
et domine chaque année le phytoplancton en novembre-décembre avec une
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densité maximale de 17,6-10* cell-mL~" dans le secteur profond du lac (MALKI,
1994). En raison des vents fréquents dans la région et la situation fortement
exposée du lac, les blooms a Microcystis ne sont réellement observables qu’au
niveau des zones littorales abritées. Malgré la prolifération de Microcystis, I'ob-
servation d’une véritable accumulation du bloom n’a pas été signalée aupara-
vant dans ce réservoir. L’échantillonnage du bloom effectué en novembre 1999
coincide avec une forte accumulation de la biomasse au niveau des berges, ce
qui laisse supposé que la cyanobactérie est en pleine phase de croissance
dans le lac. L’examen microscopique de I’échantillon du bloom confirme I’exis-
tence de deux morphotypes de Microcystis aeruginosa associés a des petits
filaments de Pseudanabaena muscicola.

Dans le lac Oued Mellah, qui se présente comme un milieu particulier d’eau
saumatre, on assiste a une succession de blooms a cyanobactéries et méme a
Haptophycées. Selon les années, ces blooms sont variables aussi bien par leur
composition spécifique que par leur importance quantitative. Un suivi rappro-
ché in situ de la dynamique de Microcystis a été effectué toutes les semaines
pendant la période de sa prolifération. En 1999, Microcystis ichthyoblabe a
commencé sa prolifération en avril pour atteindre son optimum de croissance
le 30 mai avec une densité maximale de 21-10° cell-mL™" (SABOUR et al., 2000).

La prolifération de Microcystis aeruginosa dans les réservoirs du Maroc a
été déja signalée auparavant (GAYRAL, 1954 ; ABOUZAID et al., 1984 ; LOUDIKI et
al., 1995 ; DERRAZ, 1995). Cependant, la production massive de Microcystis
ichthyoblabe dans le réservoir saumatre de Oued Mellah, constitue a notre
connaissance la premiére référence marocaine pour cette espéce (SABOUR et
al., 2000). En général, dans les réservoirs Takerkoust et Oued Mellah a degré
trophique élevé, les blooms a Microcystis apparaissent de fagon spectaculaire,
plus persistante et étalée dans le temps. Il est évident que 'urbanisation, I’acti-
vité agricole intense au niveau des bassins versants et I’Age des retenues, sont
a l'origine de I'accélération du phénoméne d’eutrophisation et de I'apparition
de blooms a Microcystis, espéce la plus fréquemment reportée dans diffé-
rentes régions du monde (WATANABE et al., 1996).

Afin d’avoir plus d’informations écologiques déterminantes dans I’apparition
des blooms a Microcystis, les caractéristiques physicochimiques et biologiques
mesurées en période de développement des blooms dans les trois lacs sont
synthétisées dans le tableau 1. En période de bloom, les eaux de surface se
caractérisent généralement par une température élevée comprise entre 23 et
26 °C, une grande stabilité hydrologigque, un pH alcalin et surtout une défi-
cience nette en nitrates et en orthophosphates (tableau 7).

3.2 Confirmation de I’hépatotoxicité des blooms a Microcystis

La réalisation du biotest « souris » a permis, d’une part, la mise en évidence
et I'évaluation de la toxicité des extraits cyanobactériens et, d’autre part, la
détermination des signes principaux d’intoxication. En se basant sur I'évolution
de la biomasse de Microcystis, les échantillons des blooms ayant servi aux
tests correspondent a la phase de développement optimal. La comparaison
entre des doses létales pour 50 % du lot d’animaux testé (DLs,) obtenues pour
chaque échantillon (tableau 2), montre que le bloom naturel de Lalla Takerkoust
(BN-Tak) est quatre fois plus toxique que celui d’Al Massira (BN-Mass) et
14 fois plus que celui de OQued Mellah (BN-OM). En se basant sur les normes
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de toxicité proposées par LAWTON et al. (1994b), les valeurs déterminées per-
mettent de classer BN-Tak dans la gamme des blooms hautement toxigues
(DLsg < 100 mg/kg), BN-Mass avec une toxicité moyenne (DLg, > 100
< 500 mg/kg) et BN-OM a la limite inférieure de la gamme de faible toxicité
{(> 500 mg/kg). En général, les valeurs des DLy, obtenues pour les trois blooms
sont comparables a celles citées pour certains blooms a Microcystis observés
au Portugal (VASCONCELOS et al., 1996), en Gréce (LANARAS et al., 1989) et au
Japon (SHIRAI et al., 1991). Pour I'ensemble des blooms, I'injection aux souris
par voie intrapéritonéale (i.p), d’'une dose létale d’extrait de bloom provoque
une mort relativement rapide avec un temps de survie de 15 a 250 mn. Les
signes principaux d’intoxication les plus apparents sont : ataxie, |éthargie,
paleur et tachypnée/dyspnée. L'autopsie des animaux morts réveéle une hyper-
trophie du foie sous I'effet d’engorgement par le sang. L’étude histopatholo-
gique du tissu hépatique montre une dilatation microkystique, une congestion
des capillaires sinusoidaux et un décollement des lames endothéliales des tra-
vées hépatiques, entrainant une dissociation des hépatocytes. Cette descrip-
tion est similaire a celle induite par I'injection a la souris par voie (i.p) d’une
pure cyanotoxine hépatotoxique (FALCONER et al., 1981). De ce fait, cette hépa-
totoxicose serait le résultat de I'effet des cyanotoxines hémorragiques de
nature « microcystines » produites par les cyanobactéries, en particulier le
genre Microcystis. Ainsi, Yapparition des blooms toxiques a cyanobactéries au
Maroc devient de plus en plus fréquente et géographiquement plus répandue.
Dans le monde, la fréquence des blooms toxiques varie de 22 % a 95 % (SIVO-
NEN et JONES, 1999). Pour certains pays méditerranéens cette fréquence est de
60 % et 73 % respectivement pour le Portugal (VASCONCELOS, 1994) et la
région de Bretagne en France (VEZIE et al., 1997). L'observation fréquente des
blooms toxiques a cyanobactéries dans différents régions du monde est due a
plusieurs facteurs qui sont essentiellement I’eutrophisation, le changement cli-
matique et le développement de la recherche scientifique dans ce domaine
{CARMICHAEL, 2000b).

Tableau2 Résultats de toxicologie et toxinologie des trois blooms & Microcystis
Table 2 Toxicological and toxinological resuits of Microcystis blooms.
Lacs-réservoirs Al Massira Lalla Takerkoust Oued Mellah
Périodes de bloom Automne Eté-Automne Printemps-Automne
Cyanobactéries dominantes Microcystis Microcystis Microcystis
et responsables des blooms aeruginosa aeruginosa ichthyoblabe
Date d’échantilionnage du bloom 24 -11-1999 8-10-1999 30-5-1999
DLsg par biotest Souris (i.p) 142 mg/kg 34 mg/kg 502 mg/kg
Signes d'intoxication Hépatotoxicité Hépatotoxicité Hépatotoxicité
Teneurs en microcytines 0,37 ug/g 496 1g/g 0,79 ug/g
(% CV:0,5) (% CV:6,7) (% CV:0,3)
Nombre de microcystines 2 variantes 4 variantes 11 variantes
Présence de Microcystin-LR QOui Oui Non
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3.3 AQuantification et identification des microcystines

Les teneurs en microcystines (MCYST) déterminées par ELISA sont com-
prises entre 0,37 et 496,00 ug/g de poids sec (tableau 2). La concentration
maximale correspond au bloom de Takerkoust qui est 600 a 1 300 fois plus
important que ceux de Oued Mellah et d’Al Massira, ce qui explique en partie
sa forte toxicité (tableau 2). Pour certains lacs réservoirs d’Afrique du sud,
WICKS and THIEL (1990) et SCOTT et al. (1991) rapportent des valeurs comprises
entre 5 et 630 pg/g. Pour les blooms a cyanobactéries dans les lacs-réservoirs
au Portugal ces valeurs sont comprises entre 1 000 et 7 100 pg/g (VASCONCE-
LOS et al., 1996) et en France les valeurs varient de 30 a 3 970 pg/g (VEZIE et al.,
1997 ; VEZIE et al., 1998). Il est évident qu’un suivi pluriannuel des teneurs en
microcystines apporterait beaucoup plus d’informations, ce genre de travaux
sont encore rares (WICKS et THIEL, 1990 ; SIVONEN et al., 1995 ; PARK et WATA-
NABE, 1996 ; VEZIE et al., 1998). Les teneurs en MCYST montrent généralement
une forte variabilité qui dépend de la situation geographique et des conditions
environnementales.

Quant a la variabilité qualitative des microcystines, ['utilisation de la chro-
matographie liquide haute performance avec détecteur a barrette photodiode,
(CLHP-DBP) a permis la séparation de 2, 4 et 11 fractions, respectivement a
partir d’extraits du bloom naturel d’Al Massira, Takerkoust et Oued Mellah
{figure 2). Ces fractions présentent des spectres dans I'ultraviolet (220-300 nm)
avec une absorbance maximale entre 236 et 240 nm. Ces spectres sont
presque similaires au spectre type de la microcystine-LR standard (Mcyst-LR)
qui présente une absorbance maximale a 238-240 nm (figure 3). Par cette com-
paraison, une identification préliminaire de ces fractions comme étant des
microcystines pourrait &tre avancée. A partir d’extraits de biooms des trois lacs
réservoirs étudiés, au moins deux variantes de microcystines ont pu étre puri-
fiées et identifiées. En se basant sur le chromatogramme de CLHP-DBP de la
Mcyst-LR standard obtenu sous ies mémes conditions, seules les fractions
n°® 2 des chromatogrammes d’Al Massira et de Takerkoust (figure 2) correspon-
dent 2 la variante Microcystine-LR. Cette identification définitive est basée sur
le spectre UV et le temps de rétention de ces fractions qui est parfaitement
identique a celui de la Mcyst-LR standard. Cependant, la Mcyst-LR n’a pas été
détectée dans I'extrait du bloom & Microcystis ichthyoblabe de Oued Mellah. |i
est bien évident que le hombre de variantes de toxines détectées varie d’un
bloom a 'autre. NAMIKOSHI et al. (1992) ont rapporté qu’un bloom a Microcystis
peut produire 12 variantes de microcystines.

En comparaison avec certaines blooms étudiés-en Afrique et dans la région
méditerranéenne, le nombre de mirocystines détectées pour les trois blooms
du Maroc est comparable a celui déja rapporté. En Afrique du Sud, WICKS et
THIEL (1990) et SCOTT (1991) ont identifié 1a Mcyst-LR avec cing autres
variantes alors que dans le lac de Grand Lieu en France, seules trois variantes
de microcystines, deux analogues de la Mcyst-RR et la Mcyst-LR, ont été iden-
tifiées (VEZIE et al., 1998). Au Portugal, VASCONCELOS et al. (1996) ont rapporté
la détection de dix microcystines dont la Mcyst-LR représente en proportion
45,5 2 99,5 %. La Mcyst-LR a été aussi détectée a partir d’extrait de bioom a
Microcystis et Anabaenopsis dans le lac Kastoria en Gréce (LANARAS et al.,
2000} et a partir d’extraits de bloom a Microcystis wesenbergii du réservoir
Santillana en Espagne (QUESADA et al., 2000).
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Figure 2 Chromatogrammes (CLHP-DBP) des extraits de bloom & Microcystis
et de la Microcystine-LR standard suivant les conditions de CLHP
décrites dans matériel et méthodes.

The HPLC-PDA elution profile obtained from Microcystis bloom extra-
cts and Microcystin-LR standard according to HPLC conditions des-
cribed in Material and methods.

4 - CONCLUSION

Ce travail apporte des données de toxicologie et toxinologie des blooms a
Microcystis, qui se produisent dans trois réservoirs marocains ayant des carac-
téristiques morphométriques et trophiques différentes (Al Massira, Lalla Taker-
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koust et Oued Mellah). Ces résultats montrent une variabilité de la toxinogé-
nése des souches responsables des blooms qui est fonction des conditions
environnementales in situ. L’analyse par HPLC-DBP a permis I'identification
d’au moins deux variantes d’hépatotoxines heptapeptidiques « microcystines »
de chaque extrait de bloom. La microcystine-LR a été détectée dans les
échantillons des blooms a Microcystis aeruginosa issus des lacs réservoirs
Takerkoust et Al Massira alors que cette variante n’est pas produite par le
bloom a Microcystis ichthyoblabe du lac Oued Mellah, malgré I'identification
dans celui-ci de 11 variantes de microcystines. En raison des risques sanitaires
que ces cyanotoxines peuvent engendrer, 'apparition de blooms toxiques a
cyanobactéries, devient un probléme majeur auquel il faut faire face. La lutte
contre ce fléau nécessite la mise en place de moyens adéquats de prévention
et une stratégie de lutte, surtout lorsqu’il s’agit de production d’eau potable. De
ce fait, la mise en place d’un programme de « monitoring » des cyanobactéries
et des cyanotoxines, surtout dans les réservoirs destinés a I’alimentation en
eau potable, devient une nécessité.
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