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Synthese - Conclusions

La consultation de | 6Anses fait suite ~ | 06observ;
pl ans d & &deeuen 2005 agadt conduit & une interdiction temporaire des activités de péche
professionnelle et de loisir en méme temps que les autres activités récréatives (baignade, activités
nautiques), compte tenu du risque de contamination des poissons par des cyanotoxines.

Afin de collecter des informations utiles aux gestionnaires du risque sur la contamination des

poi ssons par | es cyanotoxines, |l 6Anses a r®alis®

Concernant les microcystines, 69 articles ont été identifiés comme comportant des informations
intéressantes a exploiter dans le cadre de cette analyse.

Léaccumul ati on des tisdumusculaise slds paisgoss nel sembée pds suivre une
relation |lin®aire ni avec l a dur ®e ni avec Il a
Toutefois, un trés faible nombre de ces études a pris en compte les microcystines présentes sous

forme liée aux protéines, qui peuvent représenter dans le foie de 60% a presque 100% des
microcystines totales, et dont | a biodisponibilit® nbest pas

L6®I i mination des micr ocy s musclealss pdissang est ¢rés emtecdannu | ®e s
la majorit® des ®tudes. Si certaines dbéentre elle
ou | es jours suivant l darr °t de | 6exposition, un
pas totale. Des études insitude s ui Vi de poissons sur plusieurs
de fond de la concentration en microcystines dans le muscle, ce qui traduit bien une cinétique de

dépuration lente et non totale entre 2 efflorescences de cyanobactéries.

De maniere plus préoccupante, plusieurs études rapportent une augmentation de la concentration
en microcystines |ibres dans | e muscle apr s |
Certains auteurs suggeérent un transfert des toxines accumulées dans le foie vers le muscle.

D6éaut r e prpsanca de micracystines libres dans les muscles de poissons a été observée
dans plusieurs étudese n | 6 a bdseef nf cl eo rde syanebactéBes (ou avec des concentrations
en microcystinesd ans | 6ieunes a 1 pg/E, ®@arrespondant a la concentration maximale dans
| 6 eau deselindeiCeds dera santé publique).

La concentration en microcystines libres dans le muscle des poissons dépend fortement de
| 6esp ce et p esueh paftie paele réginelalimgnia®e. Ainsi, les poissons phyto-
planctonivores sont généralement les plus contaminés et les carnivores les moins contaminés.

(@)
o))

Au sein doéune méontentraiang en enierpcystinesslibres dans le muscle sont plus
élevées chez les individus de petite taille comparées aux individus de grande taille. Les
concentrations sont nettement plus élevées dans le foie et les visceres comparativement aux
muscl es. Ainsi, | 6®vi sc®rati on des poi ssons av
recommanderaf in de | imiter | 6exposition des consommat €

Les données collectées dans le cadre de cette analyjse condui sent ~ conclure ¢
semaines apr s | a fin de | 6efflorescence de <cyar
décontamination des muscles des poissons.

Concernant les toxines autres que les microcystines (anat oxi nes, a-j-1 ysi a;
méthylamino-L-alanine, cylindrospermopsines, lyngbyatoxines, nodularines, saxitoxines), 32

articles ont été identifiés comme comportant des informations intéressantes a exploiter dans le

cadre de cette analyse.

Il convient de noter que rares sont les articles comportant des informations a la fois sur les
concentrations de cyanobactéries ou de cyanot o X i ne s debsarsellds damsales tissus des

poi ssons. Léun des probl mes( "maljéeux cse pptoiuor n resieess crnyoat
| 6identi fication des ¢ty prodoackomct ®r i es ~ | 6origine d

De plus, le nombre de publications pour chague cyanotoxine prise séparément reste tres faible.
Ai nsi , certains articles ont ®t ® anal ys®s m° me

]

page 7 / 262 juin 2016



Ansesr apport dbéappui scientifique et technique

Demande « 2015-SA-0206¢é cyanot oxines et poisson

A

cyanobact ®ries ou cyanotoxines dans | 6eau ou soil
mai s dans ddédautres organes comme | e foie.

Par ailleurs, certains poissons sont euryhalins ou présentent des phases de vie en milieu marin
succédant a des phases en eau douce. La cl assi fication en poissons
marins nbébest donc pas si stricte.

Les aplysiatoxines et les lyngbyatoxines affectent plus particulierement le milieu marin et aucun
article correspondant aux crit res doéinclusion po

Pour les autres familles de cyanotoxines (anatoxines, BMAA, cylindrospermopsines, nodularines et
saxitoxines), les données collectées montrent un potentiel d 6 a ¢ ¢ u mudnsa les tigsns des
poissons, bien que les méthodes analytiques soient souvent peu caractérisées. Mais ces données

sont trop parcellaires pour déterminer si cette accumulation peut étre reliée a la concentration dans

| 6 ecawn ~ | a dur ®doudlda BMAA oun ipdtentielnde bioamplification le long de la

chaine trophique est rapporté (pas pour les autres toxines). Comme les microcystines, la BMAA

peut étre présente sous formes libre et liée, et tr s peu doOo6®tudes ont pri
liées. Enfin, certaines études rapportent la présence simultanée de plusieurs familles de
cyanotoxines dans les tissus des poissons.

Concernant |l a d®purati on, pour | e snontreoutheidinmanutiom e s [
assez rapide (en quelques jours) de la concentration mais la toxine ne semble pas réellement

éliminée, elle serait plutét transformée en métabolites qui restent dans le tissu. Pour les autres

toxines (saxitoxines, anatoxines, cylindropsermposines), le peu de données disponibles
(seulement un ou deux articles) semble indiquer une possible dépuration.

Comme pour les microcystines, les concentrations sont plus élevées dans le foie et les visceres

comparativement aux muscles (sauf pour la BMAA). Ainsi, | 6®vi sc®rati on
consommation ou cong®lation est “ recommander af.i
aux cyanotoxines.

A | 6exception de | a BMAA, pour |l aquell e un pote

trophique est rapporté, les autres toxines seraient présentes en moindre concentration chez les
poissons prédateurs. Cependant, ces conclusions sont a prendre avec beaucoup de précaution
compte tenu du faible nombre de publications disponibles et fiables concernant cet aspect.

Les données collectées sur les cyanotoxines autres que les microcystines ne permettent pas de
proposer de recommandati on bas®e sur | a pr®sence

Concernant les m®t hodes dbéanal ysmes danssles diysasndesd podssons, des
recommandations sont formulées en matiére de préparation des échantillons et de détection.

La prise doessai doit °tre repr®sentative de | 0®c
étre homogéne. Dansplusi eur s ®tudes, | 6®chantillon est | yoph
processus ded paxtitulien mour ilaochair de poisson qui est une matrice fibreuse. En

contreparti e, i convient de sOas s ubBbueles takipes etef f et

notamment pour les formes libres et liées (dans le cas des microcystines et de la BMAA).

Le choix du pr otdoitcétd aslaptd a ka xdtureadesttaxines recherchées et tenir
compte de la forme des toxines recherchées (toxines libres ou liées).

La purification des extraits nbdest pas une ®tape
doeffets matrices en ®| i minant |l es ®ventuels inte

En matiere de détection, une méthode rapide, simple et peu onéreuset el | e qupeutétr@ ELI SA
mi s e e n pourwnrerapalyse de premiére intention. Il est important de prendre en compte le

niveau de réaction croisé (préférentiellement anti-Adda pour les microcystines). Elle devra étre
complétée par une analyse de confirmation par LC-MS/MS a f i identifled les toxines présentes

(en veillant & prendre en compte un grand nombre de variants et de formes conjuguées).

Il est fortement recommandé que les méthodes de détection utilisées soient a minima
caractérisées par leurs limites de détection et de quantification ainsi que par le rendement
de récupération.

]
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OVTX : ovatoxine

pADb : anticorps polyclonal
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cyanotoxines et

poi sson

Structures chimiques des cyanotoxines majeures

Anatoxine a

B MA A -N-mbéthylamino-L-alanine)

(o]
Sy A
o]
4 HN
HN s

",

(co,)

Cylindrospermopsines

X et Z sont des acides aminés variables, R = H ou CHS3.
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Nodularines

Toxines LogP (ou Log Kow) Référence
Anatoxine-a 11 US EPA
1,7450 Molbase
Anatoxine-a(S) -0,1986 Molbase
Aplysiatoxine 5,14920 Molbase
BMAA -0.29110 Molbase
Cylindrospermopsine -0,77 ChemAxon
-1,1 ALOGPS
-1,1218 Molbase
Lyngbyatoxine A 5.2458 Molbase
Microcystine-LR 4,2 Rivasseau et al. (1998)
3.9297 Molbase
Microcystine-RR 4,4 Rivasseau et al. (1998)
3.3278 Molbase
Microcystine-YR 3,9 Rivasseau et al. (1998)
3.8319 Molbase
Nodularine 3.6266 Molbase
Saxitoxine -2.6132 Molbase

Rivasseau, C., Martins, S., and Hennion, M.-C. (1998). Determination of some physicochemical parameters of
microcystins (cyanobacterial toxins) and trace level analysis in environmental samples using liquid chromatography.
Journal of Chromatography A 799, 155-169.
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1 Contexte, objet et modalités de réalisation de s
travaux

1.1 Contexte

La consultatonde | 6 Anses fait suite ° | 6observation doe
pl ans d o &daeuen 20b5 agadt conduit a une interdiction temporaire des activités de péche
professionnelle et de loisir en méme temps que les autres activités récréatives (baignade, activités
nautiques), compte tenu du risque de contamination des poissons par des cyanotoxines.

Le terme cyanobactéries désigne des microorganismes procaryotes photosynthétiques a Gram
négatif dont la pigmentation peut varier du bleu-vert au rouge. Elles sont aussi désignées sous le
terme dbéalgues bl eues.

Ces microoganismes sont classés du point de vue systématique dans le réegne des Eubactéries

bi en qu 6longtempsaétéerangés dans le régne végétal car ils présentent, outre des
propriétés spécifiques des bactéries, des caractéristigues propres aux algues. La structure
cellulaire est similaire ° celle des bact®rites et
déorganites i mmmea ke kljues| i plupast . des Gyanobactéries des eaux
continentales possédent de la chlorophylle a, et non de la bactériochlorophylle comme certaines

bactéries. Elles renferment généralement, comme autres pigments photosynthétiques, des
phycobiliprotéines et réalisent une photosynthése product ri ce do6éoxyd Oreea ue rc ountmie
donneur doé®l ectrons.

Les cyanobactéries se développent principalement dans les milieux dulgaquicoles, mais elles sont
aussi présentes dans les milieux saumatres et marins. Lorsque les conditions environnementales
(température, nutriments) leur sont favorables elles proliféerent de maniére massive et rapide (en
guelques jours), on parle alors défflorescence (« bloom » en anglais). Dans certains cas, ces

proliférations sont facilement observables par un changementdecoul eur de | deau et
do®cume ou dCepmadsaste, | 6absence d6é®cume ne const
do®carter |l a pr®sence ®ventuelle des cyanobact ®r

continents et la préoccupation internationale est croissante vis-a-vis des risques sanitaires
associés.

Léaugmentati on du etdenb®seerdeoibrasragres | es awshes el
qgue celle des apports nutritifs liés a la pollution des eaux de surface contribuent a favoriser ces
proliférations.

Certaines espéces de cyanobactéries produisent des toxines appelées cyanotoxines qui
comprennentune grande vari ® ® de structures chimiqgues
de ces derniers, les cyanotoxines sont classées en hépatotoxines (microcystines, nodularines,
cylindrospermopsines), en neurotoxines (anatoxines, saxitoxines et dérivés), en dermatotoxines a

effet irritant (lyngbyatoxines, aplysiatoxines).

Les cyanotoxines sont principalement intracellulaires, mais elles sont libér ®e s dans | 6eau
forme libre lors de la lyse des cellules, en particulier au cours de la phase de sénéscence de
| 6ef f | o(Rappod eomroua Afssa/Afsset, 2006).

La lettre de saisine figure en annexe 1.

]
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1.2 Objet de la demande
La Direction générale de | 6 a |l i meDGALY ttileo Direction générale de la santé (DGS) ont
demandé™ | 6 Anses dbébapporter des ® ®ments doé®cl air age

o Quel est I'état des connaissances concernant la toxicocinétique des différentes cyanotoxines
chez | es poissons db6éeau douce susceptibles d'°tre

- capacité de bioaccumulation, le cas échéant, a quelle proportion dans les différents
organes / tissus ?

- esti | possible dé®tablir un | i emesuetestdansledues c o
et/ou les cyanobactéries et celles mesurées dans les poissons ?
- quelle est |l a vitess® do6®Ii mination des toxi
a Sur |l a base des avantages et des inconv®nients

cyanotoxines dans les poissons, quelle(s) seraient celle(s) a recommander ?
o Sur la base des informations recueillies en réponse a la question 1 sur la cinétique de

contamination/ d®contaminati on, guel s ® ®ments d
la |l ev®e ddéune immatidormtdes pei PO suite 7~ un
de cyanobact®ries (retour sous un seuil de cyan
1.3 Modalités de traitement: moyens mi setogganisaton r e

Léappui scientifique et pdnsea@tampiéspnieedentards de)la DGBLaet | s ® ¢
de la DGS ne fonde pas une évaluation des risques sanitaires.

Les travaux ont été présentés au Co mi t ERperts &Gpécialisé compétent, & savoir le CES ERCA
(Evaluation des Risques physico-Chimiques dans les Aliments), lors des séances plénieres du 20
octobre 2015, du 24 mai 2016 et du 23 juin 2016.

Afin de réaliser les travaux, 4 rapporteurs ont été nommeés :
- 2 experts membres du CES ERCA ;

- 1 expert du Laboratoire de sécurité des aliments, Unité Pesticides et Biotoxines
Marines (Anses) ;

- 1 expert du Laboratoire de Fougeéres, Unité Toxicologie des Contaminants (Anses).

Une partie des travaux a ®t® r®alis®e en interne
Ri sques, au sein de | 6UnisauwalimentEval uati on des risq

1.4 Méthodologie de travail

Af i n dé et deerecueillif les données de la littérature permettant de répondre aux questions
de | a sai sa nesuilVviAnlsae sne®eviecydténiatqgel e d 0

Une revue systématique a pour objectif dibdent i fi er de fa-on m®t hodi que
et de synthétiser toutes les données disponibles et pertinentes afin de répondre a une question
précise.

Cette méthodologie vise a minimiser les biais et maximiser la transparence afin de permettre un
examen plus fiable du poids de la preuve sur un sujet spécifique.

Les ma’  tr es me tsystéenadtiuensent : méthodologie rigoureuse, transparence et
reproductibilité.
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~

Selon les principes établis par | 6 | n Gothrahed ¢ t p ar (2000, Eafrevue systématique est
une démarche scientifique rigoureuse constituée de plusieurs étapes :

o rechercher toutes les études existantes publiées ;

o évaluer la qualité de chaque étude et sélectionner celles qui correspondent a un standard
de qualité élevé ;

o effectuer la synthese des résultats obtenus dans les études sélectionnées ;
o siles données le permettent, effectuer une analyse statistique, appelée méta-analyse.

Lé6®valuation de | 6effet doébune exposition sur wune
P=populaton: dans | e cadre de cette eaadouseiine il sbag
E =exposiion:dans | e cadre de cette saisine il sbagi
cyanotoxines ;
C= comparateur, | 6 e xpamslé tcadene dee trt®d ®3 &inciene i |
situation sans la présence de cyanobactéries / cyanotoxines ;
O = «outcome », la propriété mesurable: dans | e cadre de cette s:

concentration en cyanotoxines dans la chair des poissons.

Suivant les recommandations émises par | 6 Ef sa (2010) , l e protocol e
présente expertise a comporté 8 étapes :

1) préparation de la revue : identification des bases de données documentaires, élaboration
des phrases de recherche avec les mots-clés des questions de la saisine, définition des
crit res doéinclusion et déexcl usi on

2) recherche des études : interrogation des bases de données documentaires (les résultats de
|l 6ensembl e des requ°®°tes sont sauvegard®s dans

3) sélection des étudesselonl es cr it res doi ndlews ird®s udtt ad ése xdcel
des étapes sont sauvegardés dans un logiciel de gestion documentaire) ;

4) collecte des données dans une grille de lecture prédéfinie ;
5) évaluation de la qualité méthodologique des études ;

6) synthése des données ;

7) présentation des données et des résultats ;

8) interprétation des résultats et élaboration des conclusions.

Les d®tails du protocole @mps sendabunsgr ¢6ps0dreps®s en

1.4.1 Protocole de la revue systématique relative aux méthodes analytiques applicables
aux cyanotoxines dans les poissons

1.4.2 Protocole de la revue systématique relative a la contamination des poissons par les
microcystines

1.4.3 Protocole de la revue systématique relative a la contamination des poissons par les
cyanotoxines autres que les microcystines

L6ordre de pr®sentation sera identique dans | es s
pourlelecteurd dav oi r une méthasdesranatytiques et deg aiteres de validité avant de
présenter les résultats relatifs aux concentrations en cyanotoxines dans les tissus des poissons.

1
http://swiss.cochrane.org/fr/les-revues-syst%C3%A9matiques-systematic-reviews#comment
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1.4.1 Protocole de larevue systématique relative aux méthodes analytiques
applicables aux cyanotoxines dans les poissons

Le protocole de la revue systématique relative aux méthodes analytiques applicables aux
cyanotoxines dans les poissons et les résultats de différentes étapes de sélection sont présentés
dans le tableau 1.

Tableau 1 : protocole de la revue systématique relative aux méthodes analytiques applicables aux
cyanotoxines dans les poissons

Revue systématique Données hibliographiques relatives a la contamination
des poissons dbébeau douce par

Theme M®t hodes déanalyse des cyano

Recherche n°1

Base de données n°1 SCOPUS

Phrase de recherche TITLE-ABS-KEY ((fish OR finfish) AND ({sample preparation}

OR extraction OR detection OR quantification OR analytical
OR analysis OR {analytical method} OR development OR
{method development} OR validation OR {method validation})
AND (cyanobacteria OR cyanotoxin* OR microcystin* OR
nodularin* OR cylindrospermopsin* OR *anatoxin®* OR BMAA
OR saxitoxin* OR lipopolysaccharide* OR LPS OR
*aplysiatoxin* OR lyngbyatoxin* OR palytoxin* OR ovatoxin*
OR ciguatoxin®))

Date 22 février 2016

Nombre de références trouvées 1838

Recherche n°2

Base de données n°2 MEDLINE

Phrase de recherche TITLE-ABS ((fish OR finfish) AND ({sample preparation} OR

extraction OR detection OR quantification OR analytical OR
analysis OR {analytical method} OR development OR
{method development} OR validation OR {method validation})
AND (cyanobacteria OR cyanotoxin* OR microcystin* OR
nodularin* OR cylindrospermopsin* OR *anatoxin®* OR BMAA
OR saxitoxin* OR lipopolysaccharide* OR LPS OR
*aplysiatoxin* OR lyngbyatoxin* OR palytoxin* OR ovatoxin*
OR ciguatoxin*))

Date 22 février 2016

Nombre de références trouvées 1926

Elimination des références en double

Nombre total de références (somme des bases de 3764

données)

Nombre de références en double 1137 dont 411 retirées manuellement
Nombre final sans les références en double 2627

Date 24 février 2016

Premiére étape de sélection (titre et résumé)
Nombre de références exclues car ne répondant pas | 2224
aux crit res dbdinclusion
Nombre de références retenues pour | étape suivante | 403

Date 04 mars 2016
Seconde étape de sélection (articles en entier)
Nombre de références exclues car ne répondant pas | 173
aux crit res déinclusion

Nombre de références retenues pour analyse 230
Autre cas 0
Date 11 mars 2016

Crit res doéinclusion
- Description de la méthode analytique ;
- Cyanotoxines : anatoxines, aplysiatoxines, BMAA, cylindrospermopsines, homoanatoxine-
a, nodularines, microcystines, lipopolysaccharides toxines, lyngbyatoxines, saxitoxines,
toxines de type palytoxine, toxines de type ciguatoxine.
Crit res doéexclusi on
- Toxines autres que des cyanotoxines de | a I|ist
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- Publications traitant de I 6analyse de | 6eau et
- Langue autre que francais et anglais.

1.4.2 Protocole de larevue systématique relative a la contamination des poissons
par les microcystines

Le protocole de la revue systématique relative a la contamination des poissons par les
microcystines et les résultats de différentes étapes de sélection sont présentés dans le tableau 2.

Tableau 2 : protocole de la revue systématique relative a la contamination des poissons par les
microcystines

Revue systématique Données bibliographiques relative a la contamination
des poi ssons ephblesacyanodoaines

Théme Données de contamination par les microcystines

Recherche n°1

Base de données n°1 SCOPUS

Phrase de recherche (TITLE-ABS-KEY (microcystin*) AND TITLE-ABS-KEY
(fish))

Date 19 février 2016

Nombre de références trouvées 525

Recherche n°2

Base de données n°2 PUBMED

Phrase de recherche ("microcystin"[All Fields] OR "microcystins"[MeSH Terms] OR

"microcystins"[All Fields]) OR microcystine[All Fields] OR
microcystines[All Fields] AND (“fishes"[MeSH Terms] OR
"fishes"[All Fields] OR "“fish"[All Fields])

Date 19 février 2016
Nombre de références trouvées 393
Elimination des références en double

Nombre total de références (somme des bases de 918

données)

Nombre de références en double détectées par 225

EndNote

Références trouvées en double par le rédacteur 129

Nombre final sans les références en double 564

Date 19 février 2016

Premiére étape de sélection (titre et résumeé)
Nombre de références exclues car ne répondant pas | 447
aux crit res dbéinclusion
Nombre de références retenues pour | étape suivante | 117

Date 20 février 2016
Deuxiéme étape de sélection (articles en entier)
Nombre de références exclues car ne répondant pas | 36
aux crit res dbéinclusion
Nombre de références retenues pour | étape suivante | 81

Autre cas (pdf non disponible) 1

Date 1% avril 2016
Autre type de sélection

Références supplémentaires identifiées [ 2

Troisieme étape de sélection (selon la fiabilité de la méthode analytique)
Nombre de références exclues car ne répondant pas | 48

aux crit siores doéinclu
Nombre de références retenues pour | étape suivante | 35

Date 1% avril 2016
R®sultats de | 6®t ape de s®l ection
Articles retenus pour f ai

lecture 35

Articles ré-intégrés car présentant des 34
informations intéressantes mais pour lesquels la

m®t hode analytique nbdest

Date de finalisation de | 1%avril2016

page 17 / 262 juin 2016



Ansesr apport dbéappui scientifique et technique

Demande « 2015-SA-0206¢é cyanot oxines et poisson

Crit res doi n premiére ébape de selecsion des articlas :
- Esp ces de poissons dbéeau douce
- Etude comportant des résultats de concentration en microcystines dans les tissus de
poissons.

Crit res doi ndduxiesne étape desélestiondaticlé analysé en entier) :
- Etude comportant au moins 2 résultats de concentration en microcystines dans les tissus
de poissons™ des temps diff®rents permettant dbéavoi
contamination ou de décontamination ;
- Etude comportant au moins un résultat de concentration en microcystines dans les tissus

de poisson ET un résultat de cyanobactérie et/foucyanot oxi nes dans | 6eau.
Crit res doi ndrbisiemeeétapetder s®tdectaon (pour faire | 60
de lecture) :
- Méthode analytique jugée suffisamment fiable : validée en interne (score 1) ou caractérisée
(score 2 = r e n kteaotienn tD etfd €. Q, scor e 3 = rendement

uniguement).

Crit res dodédexclusion
- Esp ce de poisson non dbébeau douce
- Etudes sur Zebrafish, Medaka
- Animaux autres que des poissons
- Etude ne comportant pas de résultat de concentration en microcystines dans les tissus
- Toxines autres que des microcystines
- Atrticles de revue
- Langue autre que francais et anglais
- Articles non disponibles en entier
- M®t hode analytique jug®e non suffisamment fiab
uniguement LD et/ou LOQ voire aucune information).

1.4.3 Protocole de larevue systématique relative a la contamination des poissons
par les cyanotoxines autres que les microcystines

Le protocole de la revue systématique relative a la contamination des poissons par les
cyanotoxines autres que les microcystines et les résultats de différentes étapes de sélection sont

présentés dans le tableau 3 pour les anatoxines, le tableau 4 pour les aplysiatoxines, le tableau 5

pour la BMAA, le tableau 6 pour les cylindrospermopsines, le tableau 7 pour les lyngbyatoxines, le

tableau 8 pour les nodularines et le tableau 9 pour les saxitoxines. Compte tenu du nombre
restreint dbéarticles concernant chacune de ces <cy
ont été modifiés par rapport aux recherches concernant les microcystines af i n ddéd°tre n
sélectifs. La qualité des articles est faible et la description des méthodes analytiques insuffisante.

Crit res doi npremiéra ébape de selection des articlas :
- Etude portant sur des espéces de poissons.

Crit res doi ndduxiesne étape desélestiondaticlé analysé en entier) :
- Etude comportant des résultats de mesures en toxines (selon la toxine ou famille de toxines
considérées) dans les tissus de poissons ;
- Etudesurdes pr ® vements cotiers, estuari ens, doe.

Crit res dodédexclusion
- Etudes sur Zebrafish, Medaka
- Animaux autres que des poissons
- Toxi nes anatoxiness aplgsiatdxines, BMAA, cylindrospermopsines, lyngbyatoxi-
nes, nodularines et saxitoxines
- Articles de revue
- Langue autre que francais et anglais
- Articles non disponibles en entier.

]
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Tableau 3 : protocole de la revue systématique relative a la contamination des poissons par les

anatoxines

Revue systématique

Données bibliographiques relative a la contamination
des poissons dbéeau douce par

Théme

Données de contamination par les anatoxines

Recherche n°1

Base de données n°1

SCOPUS

Phrase de recherche

(TITLE-ABS-KEY (anatoxin*) AND TITLE-ABS-KEY (fish))

Date

24 mars 2016

Nombre de références trouvées 57
Recherche n°2
Base de données n°2 PUBMED

Phrase de recherche

("anatoxin"[All Fields] OR "anatoxins"[MeSH Terms] OR
"anatoxins"[All Fields]) OR anatoxine[All Fields] OR
anatoxines[All Fields] AND (“fishes"[MeSH Terms] OR
"fishes"[All Fields] OR "fish"[All Fields])

Date 24 mars 2016
Nombre de références trouvées 38
Elimination des références en double

Nombre total de références (somme des bases de 95

données)

Nombre de références en double détectées par 13

EndNote

Références trouvées en double par le rédacteur 12

Nombre final sans les références en double 70

Date

24 mars 2016

Premiére étape de sélection (titre et résumé)

Nombre de références exclues car ne répondant pas | 63
auxcrittresd 6i ncl usi on
Nombre de références retenues pour | étape suivante | 7

Date

24 mars 2016

Deuxiéme étape de sélection (articles en entier)

Nombre de références exclues car ne répondant pas | 2
aux crit res dbdinclusion

Nombre de références retenues pour | étape suivante | 5
Autre cas (pdf non disponible) 0

Date

24 mars 2016

Troisieme étape de sélection (selon la fiabilité de la

méthode analytique)

Nombre de références exclues car ne répondant pas | 0

aux crit res dbéinclusion

Nombre de références pour | étape suivante 5

Date 24 mars 2016
R®sultats de | 6®t ape de s®l ection

ﬁr ticles retenus pour fai 7 (2 articles ont été ajoutés)
ecture

Tableau 4 : protocole de la revue systématique relative a la contamination des poissons par les

aplysiatoxines

Revue systématique

Données bibliographiques relative a la contamination

des poissons dbébeau douce par

Théme Données de contamination par les aplysiatoxines

Recherche n°1

Base de données n°1 SCOPUS

Phrase de recherche (TITLE-ABS-KEY (aplysiatoxin*) AND TITLE-ABS-KEY
(fish))

Date 25 mars 2016

Nombre de références trouvées 3

Recherche n°2

Base de données n°2 PUBMED

Phrase de recherche

("aplysiatoxin"[All Fields] OR "aplysiatoxins"[MeSH Terms]
OR "aplysiatoxins"[All Fields]) OR aplysiatoxine[All Fields]
OR aplysiatoxines[All Fields] AND (“fishes"[MeSH Terms] OR
"fishes"[All Fields] OR "fish"[All Fields])
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Date 25 mars 2016
Nombre de références trouvées 0
Elimination des références en double

Nombre total de références (somme des bases de 3

données)

Nombre de références en double détectées par 0

EndNote

Références trouvées en double par le rédacteur 0

Nombre final sans les références en double 3

Date

25 mars 2016

Premiére étape de sélection (titre et résumé)

Nombre de références exclues car ne répondantpas | 3

aux crit res dbdinclusion

Nombre de références retenues pour | étape suivante | 0

Date 14 avril 2016
R®sultats de | 6®t ape de s®l ection
Articles retenus polade f ai 0

lecture

Tableau 5 : protocole de larevue systématique relative a la contamination des poissons par la BMAA

Revue systématique

Données bibliographiques relative a la contamination
des poissons dbéeau danese par

Theéme

Données de contamination par la BMAA

Recherche n°1

Base de données n°1

SCOPUS

Phrase de recherche

(TITLE-ABS-KEY (BMAA*) AND TITLE-ABS-KEY (fish))

Date

24 mars 2016

Nombre de références trouvées 19
Recherche n°2
Base de données n°2 PUBMED

Phrase de recherche

"BMAA'[All Fields] OR "BMAAs'[MeSH Terms] OR
"BMAAs"[All Fields]) AND (“fishes"[MeSH Terms] OR
"fishes"[All Fields] OR “fish"[All Fields])

Date 24 mars 2016
Nombre de références trouvées 20
Elimination des références en double

Nombre total de références (somme des bases de 39

données)

Nombre de références en double détectées par 5

EndNote

Références trouvées en double par le rédacteur 13

Nombre final sans les références en double 21

Date

24 mars 2016

Premiére étape de sélection (titre et resumé)

Nombre de références exclues car ne répondant pas | 9
aux crit res dbdéinclusion
Nombre de références retenues pour | étape suivante | 12

Date

24 mars 2016

Deuxieme étape de sélection (articles en entier)

Nombre de références exclues car ne répondant pas | 7

aux crit res dbdéinclusion

Nombre de références retenues pour | étape suivante | 5

Autre cas (pdf non disponible) 0

Date 24 mars 2016
R®sultats de | 6®t ape de s®l ection
Articles retenus pour f ai 5

lecture
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Tableau 6 : protocole de la revue systématique relative a la contamination des poissons par les

cylindrospermopsines

Revue systématique

Données bibliographiques relative a la contamination
des poissons dbéeau odoginese par

Théme

Données de contamination par les cylindrospermopsines

Recherche n°1

Base de données n°1 SCOPUS

Phrase de recherche (TITLE-ABS-KEY (cylindrospermopsin*) AND TITLE-ABS-
KEY (fish))

Date 24 mars 2016

Nombre de références trouvées 59

Recherche n°2

Base de données n°2 PUBMED

Phrase de recherche

("cylindrospermopsin"[All Fields] OR
"cylindrospermopsins"[MeSH Terms] OR
"cylindrospermopsins"[All Fields]) OR
cylindrospermopsine[All Fields] OR cylindrospermopsines|[All
Fields] AND (“fishes"[MeSH Terms] OR "fishes"[All Fields]
OR "fish"[All Fields])

Date 24 mars 2016
Nombre de références trouvées 36
Elimination des références en double

Nombre total de références (somme des bases de 95

données)

Nombre de références en double détectées par 5

EndNote

Références trouvées en double par le rédacteur 30

Nombre final sans les références en double 60

Date

24 mars 2016

Premiére étape de sélection (titre et résumé)

Nombre de références exclues car ne répondant pas | 46
aux crit res déinclusion
Nombre de références retenues pour | étape suivante | 14

Date

24 mars 2016

Deuxieéme étape de sélection (articles en entier)

Nombre de références exclues car ne répondant pas | 8

aux crit res dbéinclusion

Nombre de références retenues pour | étape suivante | 6

Autre cas (pdf non disponible) 0

Date 24 mars 2016
R®sultats de | 6®t ape de s®l ection
Articles retenus pour fai6

lecture

Tableau 7 : protocole de la revue systématique relative a la contamination des poissons par les

lyngbyatoxines

Revue systématique

Données bibliographiques relative a la contamination

des poissons dbéeau douce par
Theme Données de contamination par les lyngbyatoxines
Recherche n°1
Base de données n°1 SCOPUS
Phrase de recherche (TITLE-ABS-KEY (lyngbyatoxin*) AND TITLE-ABS-KEY
(fish))
Date 25 mars 2016
Nombre de références trouvées 7
Recherche n°2
Base de données n°2 PUBMED

Phrase de recherche

("lyngbyatoxin"[All Fields] OR "lyngbyatoxins"[MeSH Terms]
OR "lyngbyatoxins"[All Fields]) OR lyngbyatoxine[All Fields]
OR lyngbyatoxines[All Fields] AND ("fishes"[MeSH Terms]
OR "fishes"[All Fields] OR "fish"[All Fields])

Date

25 mars 2016

Nombre de références trouvées

0
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Elimination des références en double

Nombre total de références (somme des bases de 7
données)
Nombre de références en double détectées par 0
EndNote
Références trouvées en double par le rédacteur 0
Nombre final sans les références en double 7

Date

25 mars 2016

Premiere étape de sélection (titre et résumé)

Nombre de références exclues car ne répondant pas | 6

aux crit res dbdéinclusion

Nombre de références retenues pour | étape suivante | 1

Date 14 avril 2016
Deuxieme étape de sélection (articles en entier)

Nombre de références exclues car ne répondant pas | 1

aux crit res déinclusion

Nombre de références retenues 0

Autre cas (pdf non disponible) 0

Date 14 avril 2016
R®sultats de | 6®t ape de s®l ection
Articles retenus pour f ai 0

lecture

Tableau 8 : protocole de la revue systématique relative a la contamination des poissons par les

nodularines

Revue systématique

Données bibliographiques relative a la contamination
des poissons dbéeau douce par

Theéme

Données de contamination par les nodularines

Recherche n°1

Base de données n°1

SCOPUS

Phrase de recherche

(TITLE-ABS-KEY (nodularin*) AND TITLE-ABS-KEY (fish))

Date

24 mars 2016

Nombre de références trouvées 59
Recherche n°2
Base de données n°2 PUBMED

Phrase de recherche

("nodularin"[All Fields] OR "nodularins"[MeSH Terms] OR
"nodularins"[All Fields]) OR nodularine[All Fields] OR
nodularines[All Fields] AND (“fishes"[MeSH Terms] OR
"fishes"[All Fields] OR "fish"[All Fields])

Date 24 mars 2016
Nombre de références trouvées 38
Elimination des références en double

Nombre total de références (somme des bases de 97

données)

Nombre de références en double détectées par 13

EndNote

Références trouvées en double par le rédacteur 21

Nombre final sans les références en double 63

Date

24 mars 2016

Premiére étape de sélection (titre et résumé)

Nombre de références exclues car ne répondant pas | 27
aux crit res déinclusion
Nombre de références retenues pour | étape suivante | 36

Date

24 mars 2016

Deuxieme étape de sélection (articles en entier)

Nombre de références exclues car ne répondant pas | 28
aux crit res déinclusion
Nombre de références retenues pour | étape suivante | 8
Autre cas (pdf non disponible) 0
Date 24 mars 2016
R®sultats de | 6®t ape de s®l ection
Articlesretenuspour faire | 6obj e 8
lecture
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Tableau 9 : protocole de la revue systématique relative a la contamination des poissons par les

saxitoxines

Revue systématique

Données bibliographiques relative a la contamination
despoi ssons dbébeau douce par |

6

Théme

Données de contamination par les saxitoxines

Recherche n°1

Base de données n°1

SCOPUS

Phrase de recherche

(TITLE-ABS-KEY (saxitoxin*) AND TITLE-ABS-KEY (fish))

Date

24 mars 2016

Nombre de références trouvées 273
Recherche n°2
Base de données n°2 PUBMED

Phrase de recherche

("saxitoxin"[All Fields] OR "saxitoxins"[MeSH Terms] OR
"saxitoxins"[All Fields]) OR saxitoxine[All Fields] OR
saxitoxines[All Fields] AND (“fishes"[MeSH Terms] OR
"fishes"[All Fields] OR "fish"[All Fields])

Date 24 mars 2016
Nombre de références trouvées 165
Elimination des références en double

Nombre total de références (somme des bases de 438
données)

Nombre de références en double détectées par 100

EndNote

Références trouvées en double par le rédacteur 37

Nombre final sans les références en double 304

Date

24 mars 2016

Premiére étape de sélection (titre et résumé)

Nombre de références exclues car ne répondant pas | 233

aux crit res dbéinclusion

Nombre de références retenues pour | étape suivante | 68

Date

Deuxiéme étape de sélection (articles en entier)

Nombre de références exclues car ne répondant pas | 37

aux crit res dbdinclusion

Nombre de références retenues pour | étape suivante | 6

Autre cas (pdf non disponible) 15

Date 12 juin 2016
R®sultats de | 6®t ape de s®l ection
Articles retenus pour fai6

lecture
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2 Reésultats concernant les méthodes analytiques
applicables aux cyanotoxines dans les poissons

Unét at d eétailléancetnant les méthodes analytiques applicables aux cyanotoxines dans
les poissons est présenté en annexe 2.

21 Synt h se concernant | util i sation
m®t hodes dbéanal yse

Trai tement de | 6®chantill on

Léoextraction des toxines c dement detléchantillora Idgaleneentila r e p ¢
méthode utilisée doit permettre I'extraction quantitative des composés d'intérét tout en évitant la

coextraction déinterf®rences potentielles. Cel a s
matrices complexes telles que les organismes aquatiques (poissons, mollusques, crustacés, etc.),
ddéaut ant gue | es techniqgues de d®tection peuvent

dointerf ®  ences ou effets matrices.

Les protocol es d&lexlesrtaioes irecherchées r dee demiéres peuvent étre
extraites en milieu aqueux acidifié (ANTX, BMAA, STX) ou en utilisant des solvants ou mélanges
de solvants organiques (CYN, NOD, MC, CTX, PLTX, LPS). La nature du mélange de solvants
utilisé dans le cadre du procédé d'extraction doit étre choisie avec soin pour assurer sa
compatibilité avec la technique de détection. Par exemple, des techniques biologigues ne sont pas
compatibles avec des concentrations élevées en solvants organiques, ce qui peut nécessiter de
diluer les extraits avant analyse.

Certaines toxines telles que les MC et la BMAA sont connues pour exister sous la forme de toxines
libres ou liées a des protéines. Dans de telles circonstances, il est important d'utiliser la procédure

dextract i on ad®quate en fonction de | "objectif fix®,
| 6autre des formes de | estanoettré encbalahdeiavet @ nctian.de Ce c |
biodi sponibilit®. E errogef surdatpertnée hc € oth&¥ @ etnit aidree sloé ntt

protéines si elles ne sont ni bioaccessibles ni biodisponibles sous cette forme, et ne représentent

donc pas de risque sanitaire pour le consommateur. Il est donc crucial de répondre a ces

guestions toxicologiquesavant de d®t er mi ner so6i | convient de r e
des toxines dans | e cadre dobébune surveillance sani

L'incorporation do6é®tapes de purification dans | ' a
et concerne différents procédés tels que la séparation liquide-liquide, la SPE, la SPME ou plus
rarement | 6util i sat i eaffinitéd 8i cas étapesoda wetiogage vibént amégduira o

la charge matricielle et de ce fait les interférences éventuelles, elles sont également susceptibles

de réduire la teneur en toxines au travers de pertes durant le processus. Malheureusement, les
rendements de récupération de ces procédures ne sont pas toujours communiqués alors qu'ils

devr ai empotrcdriger le résiltat final, afin d'avoir I'estimation la plus précise de la teneur en

toxines dans la matrice analysée.

Méthodes de détection

Le concept de performance des m®t hodes dbéanal yse
fiables destin®es ~ °tr e uttypdsureilaace sadiaire su aldesfisa dr e
dé®val uat uon (desnnm®essy dbéoccurrence).

]
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Les techniques de détection utilisées pour l'analyse des cyanotoxines peuvent étre classées
comme chimiques (CE, GC ou LC - UV, FLD ou MS) ou biologiques (bioessais, immunoessais,

tests de cytotoxicité, test ligand-récepteur).
ut
techniques chimiques ta b | e au

commun®ment

les plus

| 6 ensenbdblCaMS/MS gourflea mi | | e

Parmi cet éventail de techniques,
il i s®es pour
10) uwlestdclinigued b®lagigpes (tableau 11).

Tableau 10 : méthodes d'analyses chimiques des cyanotoxines

Cyanotoxines

ANTX | BMAA | ctx | cyn | wmc | nop | putx | stx | Lps

Chromatographie en phase gazeuse

x | x|

|

|

GC-MS

Chromatographie liquide

LC-UVv X X X X X X

LC-FLD X X Xr* X Xrxx
LC-MS(/MS) X X* X X X X X X
Electrophoreése capillaire

CE-UV X X X
CE-MS X X
Autres

LDTD-MS S N D e

(C4-NA-NHS) requi se

(*) dérivation au 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate (AQC) ou ester N-hydrox y s uc c i ni mi <bwaylnidotingeei
a v-M8/MS ;1(*6) aéariatioy auemoyerCde réactifs fluorescents a base de 1-anthroylnitrile ou
coumarin ; (***) dérivation pré or post-colonne

Tableau 11 : méthodes d'analyses biologiques des cyanotoxines

Cyanotoxines

ANTX | BMAA | cTx | cvn | Mc [Nop | pLTx | sTx | Lps

Animal

Bioessai sur souris

x|

Immunoessais

ELISA

SPR

Cytotoxicité

Test hémolytique

Neuro-2a

X

MCF-7

Test du

limule

lysat d

Test PiroGene rFC de détection
dbébendot oxine

Test doéinhibiti
phosphatase

Récepteur-ligand

R®cepteur niChot

Synaptosome de cerveau de rat

Récepteur & la saxiphiline
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LaLC-MS est une technique sensible qui per met | 6i d
différents analogues, et leur quantification, le plus couramment en calibration externe (utilisation

débune gamme ®tal on). Cette technique est ®gal emi
r®sol uti on, ce qui permet de di st i neetdaPhedgei®nt c o mp o
la méme masse nominale.

Pourtant, cette technique présenteunc ert ai n nom®néeeddsnc&l | e n®cessi

matériels complexes utilisables par du personnel hautement qualifié. Le colt des analyses est

®l ev® en raison notamment du prix doéachautdbbsd®i
de cette technologie sont peu adaptées au traitementdé u n n o mb r éhaillorsyB® pldspla

LC-MS est sujette a des effets matrices, responsables de l'inexcatitude de la mesure due a
'augmentation ou a la suppression du signal, particulierement en mode ESI. On peut regretter que

ces effets matrices ne soient pas systématiquement évalués dans les études publiées.

Du c6té des techniques biologiques, les méthodes ELISA présentent une spécificité élevée vis-a-

vis de la toxine utilisée. Il sbagi t de m®t hodes rapides, facil e
traiter un grand nombre doé®chantillons (plagqgues ¢
Tuvre | eur permet do°tre wutilisabl es s wmotamment t er r ¢
dans | e ceadornet rddewt.o Cette facilit® doéutilisation
di sponi bles sous |l a forme de kits pr°ts ° |1 demplo
En revanche, | 6ELI SA -guatht iuthet i m@t hpuie rmBe mper met
différents analogues de la famille de toxines recherchée. Ceci est d0 au fait que les anticorps
utilis®s pour | a d®tection ne reconnaissent qubun
raison pour laquelle bien souvent le niveau de réactions croisées, autrement dit la capacité de

| 6anticorps ° d®t ecter une toxine proche de <cell
faibl e. Dans | e cas de | 6anal yse destsAbrai€aétdtrés ni v e «

nettement amélioré en utilisant un anticorps dirigé contre le groupement Adda propre a toutes les
MC et a la NOD, conférant au test immunologique une spécificité plus étendue. Les tests ELISA
sont également sensibles aux effets matrices, responsables de résultats faussement positifs ou
faussement négatifs.

Il est fait mention dans la littérature de comparaisons de méthodes LC-MS/MS et ELISA, mais |l

est difficile de parvenir a une conclusion en raison de différents facteurs dont les biais analytiques

lies a l'utilisation de procédures d'extraction différentes. Les différences de résultats observées
entre ces deux techniqgues peuvent ®gal ement s
MS/MS qui ne permet de détecter que les toxinesr echer ch®es alors que |
r®actions c¢croi s®es, per met de tenir compte, ~ des
la toxine/famille de toxines recherchée ou de métabolites. En outre, les observations réalisées sont
tréesdépendant es du couple toxine/ matrice et peuvent dif

e X
0l

Bien que la LC-MS/ MS et | 6ELI SA soi ent des techniqgues s
cyanotoxines dans les poissons, d'autres approches chimiques ou biologiques ont été mises en

Tuvr e. Di ff ®r entes m®t hodMS, LC-UUY aunFD)egdesaméthodgsu e s (
semi-quantitatives telles que les tests de cytotoxicité (test hémolytique pour PLTX, Neuro-2a pour

PLTX et STX, PPIA ou CIPPIA pour NOD et MC, test LAL pour les LPS...) et des tests de liaison
ligand-récepteur (RBA pour les CTX, nAChR pour ANTX...) ont été rapportés pour I'analyse des
cyanotoxines dans les matrices alimentaires complexes avec occasionnellement des données de
caractérisation pour évaluer leur performance.

Les performances de ces techniques, gubell es soie
des ®tudes de <caract®risation et/ ou de validati
performances sont les suivants : limites de détection et de quantification, linéarité, portée,
spécificité, exactitude, fidelité (répétabilité et reproductibilité [ou fidélité intermédiaire]), robustesse.
lIs ne sont pas tous pertinents en fonction du type de méthode utilisée (quantitative ou qualitative) ;
de méme différentes normes/lignes directrices nationales et internationales sont disponibles et
peuvent étre suivies dans le cadre d'un processus de validation. Les études complétes de

]
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validation sur cyanotoxines sont peu nombreuses notamment concernant les organismes
aquatiques dont les poissons.

Lors de | a publication dobéarticles, l a communi cat
méthodes devrait étre encouragée car elle augmenterait le niveau de confiance dans les données

produites et une condition nécessai r e pour atteindre cet objectif ¢
de matériaux de référence des différentes toxines qui font défaut pour le moment.

2.2 Conclusion et recommandations

En matiére de préparation des échantillons :

La prise dbéeepa®sdamntdt i edea | 6®chantill on an
dernier doi t °tre homog ne. Dans plusieurs G
extraction, ce qui facilite | e processus dobe.
poisson qui estunematri ce fi breuse. En contrepartie, i

éventuels de la lyophilisation sur les toxines et notamment pour les formes libres et liées.
Le choix de la partie a analyser est lui aussi crucial et doit tenir compte des enjeux

sanitai res (analyse de |l a partie consomm®e ou d
contaminée afin de maximiser le risque ?).

Léextraction des toxines est r®alis®e en pr ®se
solvants organiques) et par action mécanigq u e (Vortex, Turraxé) et
thermique sur | es tissus. Le choix du protoco

toxines recherchées et doit également tenir compte de leur forme libre ou liée, dans le cas
de la BMAA et des MC.

La purificat i on des extraits nbébest pas uhe ®tape in
en cas doeffets matr i c desintaféren@$ ourmpouncancdntret less ®v e
toxines. Il convient de vérifier la compatibilité du solvant de reprise, apres purification, avec

l a technique de d®tection mise en Tuvre (sen
présence de solvants organiques). De méme, il est important de déterminer le rendement

de récupération apres purification.

En matiére de détection :

Une stratégie analytique pourrait étre mise en place afin de tirer profit des avantages des
principales m®t hodes de d®t ecti on utili s®es p O
complémentarité. Cette stratégie pourrait se décliner en trois étapes :

Orientation du choix analytique en fonction des éléments de contexte : mise en évidence
déune efflorescenteespdenai({sjidatcpandbéast ®r i es

Mi se en Tuvre dbébune m®thode rapide, simpl e e
premiére intention permettant de coll ecter |l es premiers ®]I
(guantificati on, ®valuation de |l a toxicit®é).
débautres m®t hodes peuvent °tre util i 2Best sel o

hémolytique, PPIA ou CIPPIA).

Analyse de confirmation par LC-MS/MS pour identifier les toxines présentes et conforter les
résultats des analyses de premiere intention (en veillant a prendre en compte un grand
nombre de variants et de formes conjuguées).

Idéalement, il faudrait que les m®t hodes dodarealty sveal i d®es mai s cett e
toujours facile a satisfaire pour différentes raisons. | | f audr aiminitha ks méghodes
soient caractérisées (LD, LQ, gamme de concentrations, rendements de récupération,
spécificit®é) afin de fiabiliser | es r®sultats produits

Quell e que soit | a m®t hode choisi e, i est i mpor t
titre doexemplue del € ®act i ons edstprimorddalkrard remseignd sarkek 1 S A
limites du test (préférentiellement anti-Adda pour les microcystines).

]
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3 Reésultats : ®| ®ments do®cl ai rage con
contamination des poissons par | es
microcystines

3.1 Synthése des grilles de lecture

>

| 6i ssue des ®tapes de s ®| e @adrade laredie systématiue,® e s me
articles ont fait | 6 0:b35 eatticled étaient eéligilgles icar Irépondarg a | e c t U
| 6ensembl e diaclsior eti34 articlessont®i® ré-intégrés car ils comportaient des
informations intéressantesen r ®ponse “ |l a saisine mais ne r®pon
concernant la fiabilité de la méthode analytique (les informations présentées dans les articles
étaient insuffisantes concernant la description des performances analytiques en termes de limite
de d®tection, de quantificgtion et de rendement d

Les informations utiles en réponse aux questions de la saisine sont présentées de maniére
synthétique dans les tableaux 12 et 13. Les grilles de lecture détaillées figurent en annexe 3.

Parmi les 35 articles éligibles :

o 6comportent des informations concernant l a ci
muscle ou |l e foie de poissons dodébeau douce

o 7 comportent des informations concernant la cinétique de dépuration (élimination des MC
accumul ®es dans |l e muscle ou | e;foie apr s Il darr

o 20o0nt ®tudi ® |l es concentrations en MC dans | e
et |l es concentrations en MC dans | 6eau, cert e

corrélation entre ces 2 parameétres.
Parmi les 34 articles additionnels :

a 8 comportent des infor mat i acoumulaton des MC mansmile | a ¢
muscle ou |l e foie de poissons dbdébeau douce

o 9 comportent des informations concernant la cinétique de dépuration (élimination des MC
accumul ®es dans | e muscle ou Il;e foie apr s | 6a

o 21 ont ®t udi ® | es concentrations en MC dans | €
et |l es concentrations en MC dans | 6 eossible cer t @

corrélation entre ces 2 paramétres.

Concernant la cin®tique dbéaccumul ation des MC da
dbébeau douce

Parmi les 6 articles éligibles comportant des informations, 2 rapportent une augmentation de la
concentraton en MC dans | e muscle et l e foie en foacti on
mettent pas en évidence de relation linéaire entre ces 2 paramétres.

Trois de ces 6 études ont porté sur des espéces de poisson présentes en France (parmi ces 3

études,1vadansle sens doéune relation | in®aire et 2 dans
Une de ces 6 études a pris en compte lesMC liges2( dans | e sens doéune rel ati
2 - .

Pour 2 autres études,| es auteurs indiquent que | eur m®t hode dbdanal yse

les informations présentées dans les articles ne sont pas suffisantes pour le confirmer.
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Parmi les 8 articles additionnels comportant des informations, 7 ne mettent pas en évidence de

relation linéaire entre la concentration en MC dans le muscle et/ou le foieetl a dur ®e ddexpo
En effet, aprés une phaseinit i al e ddédaugmentation de | a concentra
montrent une seconde phase au cours de laquelle la concentration diminue alors que les poissons

sont toujours exposés aux MC.

Trois de ces 7 études ont porté sur des espéces de poisson présentes en France.
Dans une seule étude, la concentration en MC dans le muscle augmente de maniere réguliére

avec la durée d'expositon ( j usqubé”™ 80 jours), ce qui nbest pas
réalisée chez une espéce de poisson présente en France.

Ces 8 ®tudes nbébont pris en compte que |l es MC 1|ibr
Concernant la cinétique de dépurationdes MC dans | e muscle ou | e fo
douce

Parmi les 7 articles éligibles comportant des informations, 6 ont porté sur le muscle et 1 sur le foie.
Concernant le muscle :

o 3 études rapportent une augmentation de la concentration en MC dans le muscle
pendant la phase de dépuration (a 3 jours, 22 jours ou 30 jours). Deux de ces études ont
été réalisées chez une espéce de poisson présente en France.

o 2 études observent une diminution rapide (dés le mois suivant) de la concentration en MC
dans le muscle aprés l@fflorescence mais ces concentrations fluctuent ou conservent un
bruit de fond les mois suivants. Ces études ont été réalisées chez une espéce de poisson
présente en France.

o létudeconclut 7 | 6absence dtetiodéniviC dangd Ié muscledmes| a c o
5 jours de dépuration. Cette étude a été réalisée chez une espéce de poisson présente en
France.

Concernant le foie: 1 étude montre une diminution rapide mais non compléte 2 jours aprés
| 6exposition (d&itaméale).nj ection intrap
Ces ®tudes ndont pris @éf(asteoMpliées). que | es MC | ibres

Parmi les 9 articles additionnels comportant des informations, 4 ont porté sur le muscle et 6 ont
porté sur le foie. Concernant le muscle :

o 1 étude montre une cinétique de dépuration lente des MC dans le muscle : 20 jours aprés
 6arr °t de | 6dexposition, l a concentration en
rapport au pic de contamination. Léextension de 20 jours s
dépuration ne conduit pas a une diminution de la contamination. Cette étude a été
réalisée chez une espéce de poisson présente en France.

o 1 étude met en évidence une augmentation de la concentration en MC dans le muscle

pendant la phase de dépuration (apr s | 6arr °t desonb @antxppaces i t i on
dans un aquarium ayvVv eCette dtede & déerénliséerenune epege de
poissong ui  n 6 présénte praFsance.

o 1 étude décrit une cinétique de dépuration rapide des MC dans le muscle : la concentration
en MC dans le muscl e di minue fortement 2 semaines apr
(dans une eau dépourvue de MC). La cinétique de dépuration indique une %2 vie de 0,7 a
7,5 jours. Cette étude a été réalisée chez 2 espéces de poisson présentes en France.

o 1 étude ne montre pas de diminution significative de la concentration en MC dans le muscle
au cours dobéune p®riode Cette &@uBlea atéar¢aliséenched gne 14 | «
espece de poisson présente en France.
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Concernant le foie :

o 1 étude montre une cinétique de dépuration plus lente que dans le muscle, des MC étant
toujours pr®sentes 2 semaines apr s | o6arr-=°t (
détectées dans le muscle). Cette étude a été réalisée chez une espece de poisson
présente en France.

o 1 étude décrit une cinétique de dépuration trés lente car la concentration est encore élevée

4 semaines apr s |l od6arr°t de | Cataxdiudesaiéte réalisee ( dans
chez une espéce de poissonq u i n 6 préseénte praFsance.

o 2 études n 6 o b snepaswde diminution significative de la concentration en MC dans le foie
7 jours apres le pic de efflobescenceou 14 jours apr s | dédarr°t de

sans MC). Ces études ont été réalisées chez une espece de poisson présente en France.

o 1 étude met en évidence une augmentation de la concentration en MC dans le foie
pendant la phase de dépuration ( apr s | 6arr°t de | 6exposition
dans un agquari um av eCetteétede & dicerénliséeschnune eBpege de
poisson présente en France.

g 1 ®tude r®alis®e avec des MCparnieadbts MCidées dans@ee s S U
foie est modifiée, éliminée ou détruite.

o 1 étude montre des résultats discordants en fonction de la méthode analytique utilisée
(ELISA ou PPI).

Ces9 ®tudes nodéont pris en compte que | es MC |ibres

Concernant la relation entre la concentration en MC dans le muscle ou le foie de poissons
d6eau doaccneenedationlen MC dans | 0eau

Parmi les 20 articles éligibles comportant des informations :

o 9 études ne mettent pas en évidence de corrélation entre la concentration en MC
dans | e muscle et | a conc eB dercestéiudesionteconsidér€ d an s
les MC intra et extracellualires, 4 ont considéré uniguement les MC intracellulaires ; 4 de
ces 8 études portaient sur une espéce de poisson non présente en France.

a 1 ®t ude par i njection intrap®ritemrm®mseé de ndob
| 6accumul ati on et d e -RRaangl I® muscleadhéz aume espéce dea MC
poisson présente en France.

o 4 études mettent en évidence soit une corrélation entre la concentration en MC dans le

muscl e et | a concentr atli @ude agamt cdisidérédd esn BIC | 6 e a |
intracellulaires) soit de maniére qualitative une concentration en MC dans le muscle plus
®l ev®e | orsque | a concent2rétuties ayant cdbresidésé lek M@ au a u

intracellulaires et 1 étude les MC intra et extracellulaires). Seule 1 de ces 4 études portait
sur une espéce de poisson non présente en France.

o 2 étude s observent seul ement pour certains mo i
concentration en MC dans | e muscle plus ®Il ev
augmente. Ces études portaient sur une espéce de poisson présente en France

Ces ®tudes n o pteaque lgs MC kbre® (pas te® MC liées).

Par alilleurs, 3 études rapportent la présence de MC dans les muscles de poissons en
| 6 ab s e@fftoeescence de cyanobactéries (ou avec des concentrations
inférieures a 1 pg/L).

Au s ei n rdetespace, lemConcentrations en MC dans le muscle sont plus élevées chez
les individus de petite taille comparées aux individus de grande taille (dans 3 études).
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Parmi les 21 articles additionnels comportant des informations :

o 8 études ne mettent pas en évidence de corrélation entre la concentration en MC
dans | e muscle et | a ¢ onc e2decesétudes ont censidéhé (&s
MC intra et extracellulaires, 3 ont considéré uniqguement les MC intracellualaires et 2
uniguement les MC extracellulaires, enfin une étude a considéré le nombre de cellules de
Microcystis. Seules 2 de ces 8 études portaient sur une espéce de poisson non présente
en France.

o 4 études mettent en évidence soit une corrélation entre la concentration en MC dans le
muscle etl a concentr at i on (2étudedve@antctensideré ledMCaintra et
extracellulaires ou uniquement intracellulaire) soit de maniere qualitative une concentration
en MC dans | e muscle plus ®l ev®e | orsquesl a cc
ayant consid®r® | es MC intracellul aires). I
la corrélation est démontrée (analyse statistigue) pour une espece de poisson
phytoplanctonivore mais pas pour une espéce de poisson zooplanctonivore. Seule 1 de ces
4 études portait sur une espéece de poisson non présente en France.

dans

Par mi ces 12 ®tudes, 11 nbébont pris en compte gque
ayant pris en compte les MC totales (libres + liéges)a concl u ° | 6ahlosentrecles de ¢
concentrations en MC dans | e muscle et dans | 6eau
Par ailleurs, 4 études rapportent la présence de MC dans les muscles de poissons en
| 6 ab s e@fftoeescence de cyanobactéries (ou avec des concentrations en MC dans I|{6eau
inférieures a 1 pg/L).
Au sein doéune mcontentrations ercMC dans &esnuscle sont plus élevées chez
les individus de petite taille comparées aux individus de grande taille (dans 2 études).
Enfin, toutes les études ayant porté sur plusieurs espéces de poisson observent une grande
variabilité des concentrations en MC dans le muscles e | o n | (3 atilps élogibles, 11 articles
additonnels). Dans la pluspart des cas, les poissons phytoplanctonivores sont les plus contaminés
et les poissons carnivores les moins contaminés. Les concentrations sont nettement plus élevées
dans le foie et les viscéres comparativement au muscle.
Tableau 12 : tableau de synthése des articles éligibles relatifs aux MC
[MClmuscle=concentration en MC dans | e muscle de poisson, [MC]Jeau = conc
caseenrouge= i nformation ndallant pzaseehgens |1 ef eematdénnel Frehatda;s | e sce
en orange : informationattir ant | 6attenti on.
A 2 5 Présence | Cinétique de Cinétique de Relation avec les cyano-
uteur, Année | Especes S . - - . ,
en France | contamination dépuration bactéries/-toxines dans |'eau
. Pas de corrélation entre la
érgfo?t al. boc()jr?:rtiz?\tst]igs- cierre non - - [MC]eau (totales ou dissoutes)
- pejerrey et celle dans le muscle.
66 a ~100% des MC
dans le foie sont sous
) forme liée.
Bieczynski et O(dc;rs\tzztrrl]%fnhatcherl non Dans le foie, relation B R
al. (2013) p non-linéaire avec la
commun) A
dur ®e dobex
pour MC libres ou
totales
Corydoras paleatus : Accumulation de MC-
corydoras poivré RR dans le muscle et [MC-RR]muscle plus élevée
Cazenave et Jenyr&sia multidentata le f?ie différelntg ) quand [nA(IZ-_RR]eIau leve
al. (2005) (pas de nom non selon | degq - (intracellulaire) plus clevee.
commun) concentration et [MC-RR]eau extracellulaire <
Odontesthes répartition entre les 2 LQ.
bonariensis : pejerrey organes).
Chen et al Hypophthalmichthys [MC]muscle ¢ En juillet, le pic de [MC]muscle
(2006) ’ molitrix : carpe oui - rapidement apres le | correspond au pic de [MCleau
argentée pic (dés le mois intracellulaires mais en juin et
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z o Présence | Cinétique de Cinétique de Relation avec les cyano-
LRI, RIS | BEEEES en France | contamination dépuration bactéries/-toxines dans I'eau
suivant) mais on ao¥t il néy a p
observe un bruit de entre les 2 parametres (en juin,
fond pendant forte [MC] muscle mais pas de
plusieurs mois MC dans | 6eau ¢
[MCJeau et faible [MC]muscle).
w
[M(_:]muscle N En juillet, le pic de [MC]muscle
rapidement apreés le d ic de IMC
ic (dés le mois correspond au pic de [ ]fzau
guivant) mais on intracellulaires mais en aoQt et
Chen et al. Avristichthys nobilis : oui ) observe des octobre pas de corrélation entre
(2007) carpe a grosse téte - . les 2 parametres (aodt, forte
fluctuations les mois
h ) [MC]eau et faible [MC]muscle,
suivants sans lien P
octobre petit pic [MC]muscle et
avec les MC dans :
[ 6 faible [MC]eau).
deau
Carassius auratus : Aprés injection ip de
carassin doré, MC-LR, [MC] foie ¢
poisson rouge rapidement mais
mais les auteurs font élimination pas totale
Dai et al référence a « crucian 48h post injection car
(2008) ' carp » qui correspond oui - il reste 35% de la -
au carassin commun concentration
Carassius carassius. observée 1h post
Il'y a peut-étre une injection. [MC-LR-
erreur dobéa GSH] représente que
nom latin < 10% [MC-LR]foie
Cinétique de
dépuration des MC
dans le muscle
différente selon la
Augmentation de la oz [Fellals aless, B
cor?centration dans le de la concentration | Pas de relation dose-réponse
Oreochromis niloticus muscle et le foie en en MC pendant la dans le muscle, les
Dong et al. x Oreochromis . A dépuration (a 30 j) concentrations sont tres
AT non fonction de la durée . . e
(2009) aureus : tilapia doexpositi(Suivi eW (al6®jy | proches pour les 2 doses
hybride 30i et Gop Forte dose, pas Y testées apres 30 ou 60 jours
dl J . . . | mais W tres lente. déexposition
6expositi
Dans les 2 cas,
apres 55 j de
dépuration
[MC]muscle
toujours élevée.
Cinétique de
dépuration des MC
dans le muscle
différente selon la
Augmentation de la dose. 2 faibles doses,
cor?centration dans le ORI
Hybride Acipenser R tion en MC pendant .
. muscle et le foie en 2 2 3 -y [ Augmentation dose-
Dong et al. baeri x oui fonction de la durée la dépuration (a 22 j) dépendante de la concentration
(2011) gueldenstaedtii o .. lsui vi eW(adju p ]
doexpositi dans le muscle et le foie
esturgeon ; ; Forte dose, pas Y
24] et 47| mais W tres lente
deexRpes it Dans les 3 cas,
apres 43 j de
dépuration
[MC]muscle
toujours élevée.
Muscl e : | a phase do a|Pasderelation dose-réponse :
picentre 12et1 6 h apr s | 6ex|l es profils doaq
. dbune phase de d®pur aldépuration sur24h dans le foie
(Dz%bllf) etal. Pee:gsarlljacj\/eescens ) non totale apres 24h a la faible dose testée. et le muscle sont similaires
P Foie : le pic de concentration est observé pour les 2 doses de MC testées
entre 8 et 10h suivi et les concentrations sont du
20h et un plateau a 24h pour la faible dose méme ordre de grandeur
truite arc en ciel oui .
crapet-soleil = perche oui '[MC]muscIe\ poissons d'e
soleil = achigan & dlverse§ espéces prélevées
Hardy et al etite bouche lors d@&fflorescences de
y ' P - - cyanobactéries étaient faibles
(2015) perchaude non 5
poisson chat = oui (2 a 11 g MC-LReq/kg pf par
barbotte brune ELISA anti-Adda et < LD par
achigan a grande oui LC-MS/MS)
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bouche
crapet de roche, oui
truite fardée non
meunier a grandes non
écailles
sauvagesse du Nord non
Pas de nette W
[MC]muscle 72h post
injection, au contraire | Pas de relation dose-réponse
Aristichthys nobilis . coest ° cqgde | b6accumul at
He et al. (2012) carpe a grosse téte oul . que la concentration de MC-LR et RR dans le
de MC-LR atteint muscle.
son pic a la faible
dose testée.
Forte variabilité
[MCifoie selon
Noms latins non loesp ce d
P pendant une
. precises efflorescence :
Ibelings et al. oui hvtoplanctoni ’ ) )
(2005) perche phytoplanctonivores
gremille > carnivores. Pas de
éperlan __preuve .de
bioamplification des
MC le long de la
chaine alimentaire
Carassius auratus : oui Forte variabilité L
carassin doré, [MC]muscle selon Pas de corrélation entre la
poisson rouge l6esp ce d [MCleau et celle dans le
Jiang et al. Hypophthalmichthys . pendant une muscle.
g oui . -
(2014) molitrix carpe efflorescence : - "
argentée omnivores>phyto- Au sein ddune ¢
Coilia ectenes (Coilia planctonivores > corrélation entre [MC]muscle et
nasus) : anchois non carnivores. la taille des poissons.
L or s e dfffonestence de
Kagalou et al. | Carassius gibelio : oui ) ) cyanobactéries, [MC]muscle
(2008) carpe de Prusse était de 16 + 12 ug MC-
LReg/kg de poids frais.
Contamination des
poissons suite a la
consommation
déescarg
naturellement Pas de W[MC]muscle
Lance et al. Gasterosteus . contgmlinés paé Iels = poissons
(2014) aculeatus : épinoche oul MC, influence de la _ EXposes aux e )
forme des MC liées apres 5 jours de
ingérées (libres ou dépuration
liées) sur la
concentration dans
les tissus des
poissons.
[MC]muscle est
restée stable entre
les 2 dates de Lors d 6 @ efflorescence de
prélévement entre cyanobactéries avec [MCJeau
Mitsoura et al. | Cyprinus carpio : oui mai et juin (la ) 2-3 pg/L (dissoutes) et 4-5 pg/L
(2013) carpe commune concentrat (intracellulaires), la [MC]muscle
@ alors que les était de 108 a 114 pg MC-LR
poissons ont été eq/kg de poids frais.
exposeés plus
longtemps).-
L or s e dfffonestence avec
Ni et al. (2015) Aristichthys nobiljs oui ) ) [MCleau de 12,24 ug/L,, Ia_
carpe a grosse téte [MC]muscle maximale était de
880 pg/kg de poids sec.
Les résultats ne sont présentés
gue sous forme de figures. En
| 6absence de do
Papadimitriou | Carassius gibelio : oui ) ) pour les concentrations dans
et al. (2010) carpe de Prusse |l es muscles et
ndbest pas possi

sur une possible relation entre

ces 2 parametres.
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Papadimitriou

Rutilus panosi :

Pas de corrélation entre la
[MC]eau (dissoutes ou dans
| 6 ®c etmwede dans le
muscle.

non - - Au sein d'une méme espece les
etal. (20123) gardon [MC]muscle sont significative-
ment plus élevées chez les
poissons de petite taille par
rapport a ceux de grande taille.
[MCextraJeau : 0,32 24,12 ug
Cyprinus carpio : MC-LReq/L, [MCintraJeau : 0,29
Papadimitriou carpe commune- oui ) ) a 15,83 pg MC-LReq/L,
et al. (2012b) P [MC]muscle : 119,07 + 32,99
pg a 95,78+ 30,79 MC-LReqg/kg
de poids frais.

Lo . L [MC]muscle plus élevées quand
Papadimitriou | Cyprinus carpio : oui - - [MC]eau plus élevée (intra et
et al. (2013) carpe commune -

extracellulaires)
Pas de MC détectées dans le
muscle de tanches (LD = 6
Rios et al pg/kg de poids sec) malgré la
’ Tinca tinca : tanche oui - - pr ®s e n e efflotegcence
(2013) de cyanobactéries et de fortes
concentrations en MC dans
| 6eau (jusqud”~
Pomoxis
nigromaculatus : Forte variabilité de la
marigane noire non contamination en
Cyprinus carpio : MC-LR selon
carpe commune oui | 6esp ce d
s B Micropterus Seules 2 especes sur Présence de MC dans les
chmidt et al. o . N PN, ; . .
(2013) salmoide : achigan a i 5 étudiées avaient - tls§us des poissons en
grande bouche ou des concentrations | 6absence de M({
Lepomis quantifiables mais
macrochirus : crapet non cela ne représentait
arlequin que 10% des
Ictalurus punctatus : noni échantillons
barbue de riviere
Les poissons ne fuient pas la
zone do e efflorescence de
Sotton et al. Coregonus oui ) ) cyanobactéries (P. rubescens).
(2011) lavaretus : lavaret Pas de MC détectée dans le
muscle (LD = 0,5 pg/kg ps)
malgré Ie&fflorescence.
[MC-LR]muscle et
foie @ pendant 48h
apres exposition
unique orale par
gavage. A 96h, les
dpﬁro;llid: ﬁmrﬁtlqulljea 2 doses de MC tes}ées 0,5 Qt
Sotton et al. Coregonus oui selon la dose de MC- ) 0,05 pg MC-LB/pmsson), voir
(2012a) lavaretus : lavaret LR (forte ou faible) colonng « cinétique de
X contamination »
que ce soit pour le
foie ou pour le
mu s ¢ | eecontinué®
pour la forte dose
mais stagne pour la
faible dose.
Pas de relation . Corrélation entre [MCleau
linéaire avec la durée intracellulaires et [MC]foie et
d'exposition dans le muscle (in situ).
muslclg et le foie (en Dans le foie, les profils de la
Sotton et al. Perca fluviatilis : o [Mén?&gf:?érﬁ)'eh cin®tique dbacc
(2012b) perche commune ! différents selon la dose de MC-

12h, 24h aprés
administration mais W
a 48h puis Y a 96h
pour atteindre sa
valeur max.

LR (faible ou forte).

Dans le muscle, les profils de la
cin®tique dobacc
similaires et dose-dépendants
pour les 2 doses testées

page 34 /262

sson

juin 2016



poi

Ansesr apport dbéappui scientifique et technique
Demande « 2015-SA-0206 ¢ cyanot oxi nes et
Auteur, Année | Espéces Présence Clnethl_Je d_e Cl’nethqe de Relatllqn avec_les cyano-'
en France | contamination dépuration bactéries/-toxines dans |'eau

Trinchet et al.

Rutilus rutilus :
gardon, Abramis
brama : bréme,
Lepomis gibbosus :
perche-soleil,
Perca fluviatilis :
perche, Sander

[MC]muscle de plusieurs
especes de poisson sont faibles
(< LQ = 0,7 pg/kg de poids
frais) malgré une efflorescence

(2013) Iumoperqa : §andre, oul . . de cyanobactéries avec des
Esox lucius : brochet, -
concentrations en MC
Gymnocephalus . . N
. intracellulaires de 2,88 & 5 ug
cernua : grémille,
- . MC-LR eq/L.
Cyprinus carpio
carpio : carpe miroir,
C. carpio : carpe
commune
’ Pas de corrélation entre [MC]
\gggg)n etal. | perca flavescens : non - - eau (intracellulaires) et celle
perchaude dans le muscle et le foie.
[MC]poissons plus élevés lors
des pics de [MCleau mais
corrélation que pour 1 espéece
(alose fil) pas pour les 3 autres
especes.
Dorosoma Au sein ddéune n
cepedianum : alose a les concentrations sont moins
gésier élevées chez les individus de
Wood et al. Doroso_ma petenense gra_nde t_allle.qu,e (_:hez ceux de
(2014) alose fil non - - petite taille (juvéniles).
Ictalurus furcatus : Accumulation de MC dans le
poisson-chat bleu foie et le muscle de plusieurs
Brevoortia tyrannus : especes de poisson alors que
alose tyran [MCJeau < 1 pg/L (intra et
extracellulaires).
Présence de MC dans les
tissus méme en absence de
MC dans | 6eau d
moais.
Le risque associé a la
consommation de Les pics de concentration en
poissons contaminés | MC-RR ou ses métabolites
Wau et al. Cyprinus carpio : oui ) par des MC peut étre | dans les tissus des poissons ne
(2013) carpe commune sous-e st i m® s|correspondent pas au pic de
prend pas en compte | concentration en MC-RR dans
les métabolites tels | 6eau.
gue la MC-RR-Cys.
Concentrations élevées en MC-
RR et LR intracellulaires durant
Carassius auratus : une efflorescence. MC-LR
carassin doré, détectée dans aucun organe de
. poisson rouge, 3 espeéces de poissons, les
Xie et al. : A . _
Silurus glanis : silure oui - - auteurs sugg r €
(2007) A .
glane pourrait étre présente sous
Cyprinus carpio : forme liée. MC-RR détectée
carpe commune dans le muscle des 3 especes
de 140 a 490 pg/kg de poids
sec en moyenne.
Hypophthalmichthys oui
molitrix : carpe
argentee . oui Pas de corrélation entre [MC]
Carassius auratus : . :
carassin doré [MC] muscle eau (intra ou extracellulaires) et
Zhang et al. . ! carnivores < celle dans le muscle et le foie
poisson rouge, . . - : .
(2009a) Cvori D oui phytoplanctonivores des poissons carnivores,
yprinus carpio : . ;
carpe commune < omnivores omnivores et
Culter ilishaeformis non Fre G EES
. . non
Neosalanx taihuensis
- non
Coilia ectenes
Le risque associé a la
Zhang et al. Hyp_oph?halmlchthys _ co_nsommatlon d(_e )
molitrix : carpe oui - poissons contaminés -
(2009b) )} A
argentée par des MC peut étre

sous-e st i m® s
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prend pas en compte
les métabolites tels
que la MC-LR-Cys.
La forme majoritaire Corrélation entre [MC-LR-Cys]
est MC-LR-Cys dans foi .
Zhang et al. Aristichthys nobilis : . le foie des carpes in | 10i€ €t [MC-LR]eau intra-
g 1ty N oui - . P cellulaire. Pas étudié pour la
(2012) carpe a grosse téte situal or s qu .
injection ip la forme concentration dans le muscle
majoritaire est MC-LR iie= R AL rcys)
Au sein ddéune n
les concentrations sont moins
Hvpophthalmichthvs élevées chez les individus de
Zhang et al. yFl?tP ; Y . grande taille que chez ceux de
(2013) molirx : carpe oui - - peite taile
9 Pas de corrélation entre [MC]
eau (intracellulaires) et celle
dans le muscle

Tableau 13 : tableau de synthése des articles additionnels relatifs aux MC

Auteur, Espaces Présence | Cinétique de Cinétique de Relation avec les cyano-
Année P en France |contamination |dépuration bactéries/-toxines dans |'eau
PEEdle (I muscle : dépuration en
. . linéaire avec la o @iy -
Cyprinus carpio: carpe oui AWtE 2 semaines, 1/2 vie de
Adamovsky | commune d - 0,7a75]j;foie:plus |[MC]eau: 13,8-22,7 pg/L
: exposition p .
et al. (2007) | Hypophthalmichthys . lente, MC toujours (dissoutes)
S . oui dans le muscle , R
molitrix: carpe argentée " présentes apres 2
et le foie (Y au semaines
début puisW).
Pas de relation
linéaire avec la
. L durée
Al-Kahtani : \ L
e | estiome e | non | desposton . .
dans le muscle
et le foie (Y au
début puisW).
Pas de corrélation entre la
Cyprinus carpio : carpe [MC]eau (intra et extracellulaire) et
Amrani et al. | commune oui celle dans le muscle des carpes et
(2014) " | Anguilla anguilla : _ _ des anguilles.
anguille doéH oui Présence de MC dans le muscle
anguille commune m° me en | 6absenc
cyanobacteéries.
Carassius carassius :
carassin commun
Sggwﬁecarpw - carpe Pas de corrélation entre la
Dicentrarchus labrax : [MCleau (intracellulaire) et celle
Bruno et al. | bar commun i dans le muscle des poissons.
(2009) tﬁgg;ﬁ:s cephalus - B - Présence de MC dans le muscle
) Lo méme en | 6 ablGdamsc €
Mugil cephalus : poisson leau
queue bleue ’
Salmo trutta lacustris :
truite de lac
Plagioscion .
S . oui en
squamosissimus : G
> uyane
Acoupa riviere
Cichla monoculus :
perciforme
Chellappa et Prochilodus brevis : - non résultats jugés peu fiables
al. (2008) . . ) non
Hoplias malabaricus : )
; ) oui en
poisson tigre G
- . uyane
Leporinus friderici : - non
Oreochromis niloticus : non
tilapia du Nil
Oreochromis niloticus : o
’ o . MC]muscle plus élevées quand
Deblois et al. | tilapia du Nil non EMC%eau pluspélevée (intre?et
(2008) Tilapia rendalli : tilapia & non - -

poitrine rouge

extracellulaires)
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pas de relation
linéaire avec la
durée
Deblois et al. | Oreochromis niloticus : o SR U [MQ]f0|e s_table 7 jours
(2011) tilapia du Nil non danslle foie _( aprés le pic de _
au début puisW). | | efilorescence.
Pas de MC
détectées dans
le muscle.
. Corrélation entre la [MC]eau
mgl)i(t)rii)xmhcjiggggfn tée _ (intracellulaires) et ce!le dans le
Guo et al. Hypophihalmichthys oui muscle pour une espéce de carpe
(2015) nobilis : carpe a grosse oui - - (qui se nourrit de phytoplancton)
téte ' mai s pas pour | &
nourrit de zooplancton).
: : . Pas de corrélation entre la
.(legrig)et al. gg/rzrrlrr]fsecarplo -carpe oui _ _ [MCJeau (dissoutes) et celle dans
le muscle
. . Pas de corrélation entre la
l(‘ZIO%?E;I' mgﬁ?r?;]?hcﬂ?gg:%fmée oui _ _ [MCJeau (intracellulaires) et celle
) dans le muscle
pas de relation
e | corassius auraus e BB s oos:
iang et al. ; PR ) : - 'augmentation de la eau
(2015) (r:c;alzassm doré, poisson oul gexptlasmon | - (intracellulaires) mais pas de
ge ans fe muscie maniére linéaire
(Y au début
puisW).
Pas de corrélation entre la
[MCJeau (intracellulaires) et celle
Magalhées Tilapia rendalli : tilapia & non dans le muscle.
et al. (2001) | poitrine rouge - - Présence de MC dans le muscle
méme en absence de MC dans
l'eau.
Présence de MC dans le muscle
(I;/laa%al(gggg) non précisée ? _ _ méme quand [MC]e_au <1 pg/L
) (intra et extracellulaires).
L or s e efffonestence de M.
Mohamed et | Oreochromis niloticus : non aeruginosa, la concentration en
al. (2003) tilapia du Nil - - MC dans le muscle était de 45,7 a
102 pg/kg de poids frais
Résultats discordants
selon la méthode
d 6 alyse (ELISA et
Mohamed Oreochromis niloticus : PPI) ne permettant pas
and Hussein tilapia du Nil ' non _ de conclure sur la _
(2006) cinétique de
dépuration des MC
dans le foie des
poissons.
Les résultats de cette étude ne
Moreno et al. | . _ permettent pas de conclure sur la
(2011) Tinca tinca : tanche oui _ _ possible re]anon entre la
concentratonenMCd ans |
celle dans le muscle des poissons.
non [MC]muscle peu élevée (< 1 pg/kg
Labeo rosae : labéo oui en pf en moyenne) aprés une
Nchabeleng (famille de; cyprinides) | martinique, gfflorescqnce de Microcystis mais
et al. (2014) Oreochromls o Guadeloupe, _ _ il ~no Q_s,t pas pos
mossambicus : tilapia du | la Réunion et représentativité des sites de
Mozambique Polynesie pr®l "vement doboea
francaise sites de prélévement des poissons
pas de relation
:;?J?de ENEE £ Ttrés lente ’dlan§ le foi::-z
, L et encore élevée apres
Palikova et Oreochromis niloticus : non gf)é%%i?oﬂigu 4 semaines de [MClJeau : 17,4-25,4 pg/L
al. (2011) tilapia du Nil P dépuration. Pas (dissoutes)

stable) dans le
foie. Pas de MC
détectées dans
la plupart des

étudiée dans le
muscle.
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échantillons de
muscle (< LD=3
pa/kg pf mais N
non précise).
[MC]muscle
max = 15 pg/kg
pf.
Rutilus rutilus : gardon
Pawlik- Carassius gibelio : Pas de corrélation entre la
Skowr od carassin argenté, aussi oui [MC]eau (intra ou extra-cellulaires)
et al. (2012) appelé carpe prussienne - - et celle dans le muscle (MC libres
’ Perca fluviatilis : perche + liées)
commune
[MC]muscle peut étre tres élevée
(jusqu'a 1917 pg/kg pf) et au sein
Poste et al. 33 espaces oui pour d'une méme espece concentra-
(2011) P certaines - - tions plus élevées chez les
poissons de petite taille par
rapport a ceux de grande taille.
[MC]muscle moyenne = 5,2 pg/kg
Romo et al. Liza sp : mulet oui _ _ pf,[MC] eau di ssout ¢
(2012)
[MCleauintrac el | ul air e
Ruangrit et | Tilapia nilotica : tilapia PES e correlathn entre_le Mo
al. (2011) du Nil non _ _ de cellules de Microcystis dans
) I'eau et la [MC]muscle
Pas de MC détectées dans le
Ruangsomb | Clarias macrocephalus muscle, le foie et I'eau malgré la
oon et al. vs. C. gariepinus : non _ _ présencgz d'une efflorescence
(2014) poisson-chat avec 10° cellules de Microcystis/L
mais LD non précisée.
U de la concentration
. en MC dans le foie
?:trglslawsk Cyprinus carpio : carpe oui pendant la phase de [MC]muscle < 60 ug/kg pf (LD),
' commune - dépuration de 5 jours [MCleau dissoutes = 12 pg/L
(2012) p ]
(aprés une exposition
de 5 jours).
[MC]muscle varie selon l'espece
Singh et Cyprinus carpio : carpe de poissons d'un facteur 10. Au
Ast%ana commune oui sein d'une méme espece,
Clarias batrachus : silure non - - concentrations plus élevées chez
(2014) p
grenouille les poissons de petite taille par
rapport a ceux de grande taille.
:iD na és a(ijri f\llzgolg Pas de W significative
- . = de la concentration en
Smith et Lepomis glbbosus ’ . d'uree - MC dans le foie et le
Haney (2006) crapet-soleil, perche oui d'exposition muscle lors _
y soleil, perche arc-en-ciel dans le foie etle | " . .
muscle (U au gerlodg de dépuration
début puisW). e 14 jours.
U [MC]muscle
) la ph
Pas de relation gznﬂﬁ;tti 0?1 ‘;uagé‘if €
linéaire avec la | 2P X
. . L. N durée [feXtlr (apres UL
Soares et al. | Tilapia rendalli : tilapia a \ - exposition de 15
P non d'exposition ) X .
(2004) poitrine rouge dans le foie et le jours). Aprés 15 jours -
muscle (U au de dépuration, la
début puisW) concentration en MC W
p : a un niveau tres bas
(valeur non indiquée).
Song et al Carassius auratus dR®dSU| t adt s difficil (feﬂment i gtlerlpr®t albl
’ . : . oui e dépuration des poissons aprées une efflorescence ou de la relation avec la
(2007) auratus : carassin doré concentratonenMCdans | 6eau
Carassius gibelio : oui
carassin argenté, aussi
appelé carpe prussienne
. Barbus albanicus : Pas de corrélation entre la
E/Z%rgg) etal. barbus non _ _ [MCJeau (dissoutes) et celle dans
Cyprinus carpio : carpe oui le muscle
commune
Rutilus ylikiensis : oui

gardon
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Etude jugée de faible qualité.
Vasconcelos | Oreochromis niloticus : non [MC]muscle plus élevée chez les
et al. (2013) | tilapia du Nil - - poissons péchés ol [MCleau est
plus élevée (intracellulaire).
il Travaux

Williams et montrant que la
al. (1997a) concentration en w

MC est la (_1e la

largement Sous- concentration en MC
Williams et estgiamée quand totales (libres + liées)
al. (1997b) Salmo salar : saumon oui la mesure ne dans le foie 25h aprés

atlantique orte que sur I'injection ip suggére -

Ipes Mg libres - gu'une partie des MC

60 2 95% des. liées est modifiée,
Williams et MC dans le foie détruite ou éliminée.
al. (1995)

sont sous forme

liée.

La cinétique de
muscle : U dépuration est lente.
YN Apres 20 jours de

réguliere de la dépuration

ggggﬁgté?ﬂgg [MC]muscle a diminué
Xie et al. Hypophthalmichthys oui d'exposition ; gs miglgg par rapport
(2004) molitrix : carpe argentée foie : pas de p -

relation linéaire
avec la durée
d'exposition (Y
au début puisW).

contamination.
Léoextensi on
jours supplémentai-
res de dépuration ne
conduit pas auneW
de la contamination.

3.2 Conclusion et recommandations

Afin de répondre aux questions de la DGAL et de la DGS sur la contamination des poissons par
l es cyanotoxines, |l 6Anses a r®alis® une

Concernant les microcystines, 69 articles ont été identifiéss comme comportant des informations
intéressantes a exploiter dans le cadre de cette analyse.

Léaccumul ation des microcystines dans | e ti
relation |lin®aire ni avec |l a dur ®e ni avec
Toutefois, un treés faible nombre de ces études a pris en compte les microcystines présentes sous
forme liée aux protéines, qui peuvent représenter dans le foie de 60% a presque 100% des
mi crocystines totales, et dont | a

L6O®I i mination des
l a majorit® des ®tudes.
ou |l es jours suivant |l darr°t de
pas totale. Des étudesinsitude s ui vi de poissons sur
de fond de la concentration en microcystines dans le muscle, ce qui traduit bien une cinétique de
dépuration lente et non totale entre 2 efflorescences de cyanobactéries.

Si certaines dbéentre

De maniére plus préoccupante, plusieurs études rapportent une augmentation de la concentration
en microcystines I|ibres dans | e muscle apr s
Certains auteurs suggeérent un transfert des toxines accumulées dans le foie vers le muscle.

Dbéaut r e prpsance de micracystines libres dans les muscles de poissons a été observée
dans plusieurs étudese n | 6 a bbseef nf cl eo rde syanebactéses (ou avec des concentrations
en microcyst i nf@esuresaalmng/L, todesppndani arla concentration maximale dans
| 6 eau d eselinteiCads dera santé publique).

revue

sSSsu

| 6exposition,
plusieurs

sys

mu

a

(

bi odi sponibilit
mi ¢ r o c y le inuscleedss poissong est $rés emtecdanniu | ® e s

e
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La concentration en microcystines libres dans le muscle des poissons dépend fortement de

| 6esp ce et peut °t r ele ginelalimpnia®ee Ainsinles paissand phytop a r

planctonivores sont généralement les plus contaminés et les carnivores les moins contaminés.

Au sein doéune méontentraianp en enierpcystinesslibres dans le muscle sont plus
élevées chez les individus de petite taille comparées aux individus de grande taille. Les
concentrations sont nettement plus élevées dans le foie et les visceres comparativement aux
muscl es. Ainsi, | 6®vi sc®ration des poi sson

S ayv

recommander afin de | imiter | 6exposition des consomma
Les données collectées dans le cadre de cette analyse c ondui sent “ conclure ¢
f f

semaines apr s la fin de | b6e |l orescence de

décontamination des muscles des poissons.

3.3 Points particuliers

3.3.1 A propos des microcystines libres et liées

Les microcystines extraites avec du méthanol correspondent seulement a une partie de MC totales
présentes dans les tissus des poissons. Selon les travaux de Williams et al. (1997a) chez le
saumon Salmo salar avec de la MC-LR radiomarquée administrée par injection intrapéritonéale, 60
a 95% des MC présentes dans le foie sont sous forme liée a des molécules cibles (par exemple,
protéines phosphatases, glutathion, cystéine). Certaines études ont suggéré que la liaison des MC
aux protéines phosphatases suivrait un mécanisme en deux étapes : la premiére étape
impliquerait une liaison rapide et réversible aux protéines phosphatases, et la seconde étape
impliquerait la formation d'une liaison covalente entre les MC et les protéines phosphatases,
conduisant a une inactivation irréversible, et cette étape pourrait avoir lieu au cours d'une période
de quelques heures (Craig et al., 1996 dans Zhang et al., 2010). Les travaux de Williams et al.
(1997a, b) vont dans |l e sens doune ddamsiles loearesr
suivant | 6exposition.

Williams et al. (1997b) ont également comparé les résultats obtenus par oxydation de Lemieux (qui
donne l'acide 2-méthyl-3-méthoxy-4-phénylbutanoique, MMPB) et permet de quantifier la part
totale de MC (I i bres + | i ®es) S ui v¥MS awd lex résultats) @blenus par
extraction méthanolique et analyse par inhibition de la protéine phosphase. Ces travaux ont a
nouveau été réalisés avec du foie de saumon apres administration de MC-LR par injection
intrapéritonéale. Les résultats montrent que seulement 24% de la concentration totale en MC-LR
est sous forme libre (extraite avec le méthanol), 76% sont donc sous forme liée.

Bieczynski et al. (2013) ont rapporté une proportion de MC-LR sous forme liée allant de 66% a
presque 100% de la concentration totale dans lintestin et le foie de poisson patagonien
(Odontesthes hatcheri) nourris avec des cellules de Microcystis aeruginosa pendant 48h. Les MC
libres ont été estimées par extraction méthanolique et inhibition de la protéine phosphase. Les MC
totales ont été estimées par oxydation de Lemieux et GC-MS.

La biodisponibilit® des MQddne @endre an&anpte qupe lassMCa
libres extraites par MeOH pourrait conduire a une sous-e st i mat i on de | 6
consommateur si tout ou partie de ces MC liées étaient libérées au cours de la digestion.

Les travaux de Lance et al. (2014) mettent en évidence la contamination des poissons suite a la
consommat i ons ddigaguisates Lygumaea stagnalis naturellement contaminés par les

cyar

®ver

par

onnu
€ X P oS

MC. Il s soulignent | 6influence de | a forme des M

danslesti ssus des poissons. Ainsi, dans |l e gl and
forme |i®e | ors de | a ph a s;eettapdopoxtipnarontet ai94¥nen phase
de d®puration apr s | 6arr°t de ibilité des PO Eour te ipasson
est plus faible mais |l es MC restent dans ses

e di ¢
cyan
Dans
tiss
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de la concentration apres 5 jours de dépuration (foie, muscle). Ces travaux per metten
la grande variabilité constatée dans les résultats des études sur la cinétique de dépuration des

poissons (puisque laquasi-t ot al it ® dbdbentre eux ne reposent que
prennent pas en compte les MC liées)3. Ces travaux montrent également une certaine
biodisponibilité des MC liées puisque les concentrations mesurées dans les tissus des poissons ne

peuvent pas étre expliquées par les seules concentrations en MC libres dans la glande digestive

des escargots.

3.1.2 Aproposdel 60effet de |l a cuisson

Certainstravau X publ i ®s se sont iusso®suelsce®entration éndMEddne t d e
la chair de poisson. Toutefois, les résultats ne sont pas concordants et varient selon les auteurs et
le mode de cuisson.

Selon Zhang et al. (2010), les concentrations moyennes de MC sont significativement plus élevées
dans le muscle bouilli que dans le muscle non bouilli (par LC-MS) 3h ou 6h apres l'injection ip de
MC (MC-LR et MC-RR) chez des carpes (Aristichthys mobilis).

A | 60ppos &uiléGeat al.iZ1L) ont rapporté une diminution de 45,0% (MC- RR), 56,4%
(MC-YR) et 59,3% (MC-LR) aprés I'ébullition du muscle de tilapia (Oreochromis niloticus) enrichi
avec une solution pure (500 pl) contenant un mélange de trois toxines (MC- LR, MC-RR et MC-
YR) (1,5 eg/ml de chaque toxine). Tous les échantillons ont ensuite été lyophilisés et les MC ont
été extraites, purifiées et quantifiées par HPLC-MS. Une diminution a également été observée
avec les échantillons cuits au four a micro-ondes pendant 5 min pour la MC-LR (36%) et la MC-YR
(24,6 %) mais pas pour la MC-RR qui avait une concentration Iégérement plus élevé (6-17%).

Bruno et al. (2009) ont testé différents modes de cuisson avec 3 échantillons de muscle
naturellement contaminés provenant de 3 espéces de poisson, le mulet (Mugil cephalus), le
carassin commun (Carassius carassius) et la carpe commune (Cyprinus carpio). La cuisson au
four (15 min & 150 °C) a entrainé une augmentation moyenne de 28% (12 a 65%) des
concentrations de MC-LR eq. La cuisson « sauté » a la poéle (7-8 min, feu modéré) a entrainé une
diminution moyenne de 36% (8 a 91%). La cuisson « braisé » (10 min, feu modéré) a entrainé une
diminution moyenne de 82% (73-93%).

Ces résultats contradictoires suggérent que d'autres études sont nécessaires pour déterminer les
effets des pratiques de cuisson habituelles sur la concentration en MC dans les poissons et
permettre infinede pouvoir estimer de mani re plus r®alist

3.1.3 A propos des concentrations en MC dans la chair de poisson

Les concentrations en MC libres dans les muscles des poissons les plus élevées (pour des études
environnementales) rapportées dans la littérature a travers le monde sont les suivantes (exprimées
en MC-LR eq/kg de poids frais) :

o 3830 pg/kg chez la carpe argentée (Hypophthalmichthys molitrix) au Brésil (Oliveira et al.,
2013) par HPLC-MS ;

o 2860 eg/kg chez la carpe argentée (H. molitrix) en Chine (Zhang et al., 2007) par LC-MS;

o 1917 pg/kg chez un poisson (Haplochromis spp) en Ouganda (Poste et al., 2011) par
ELISA ;

o 500 pg/kg chez la breme (Abramis brama) par HPLC-DAD et 350 ug/kg chez le gardon
(Rutilus rutilus) par GC-MS en Pologne (Pawlik-S k o wr o (Es k2812,2@13) a |

3 Voir la grille de lecture de Lance et al. (2014) en annexe 3 pour plus de details.
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o 340 ug/g chez le pejerrey (Odontesthes bonariensis) en Argentine (Cazenave et al. 2005
erratum 2006) par LC-MS ;

o 337 pg/kg chez le tilapia (Tilapia rendalli) au Brésil (Magalhaes et al., 2001) par ELISA ;

o 119 pg/kg chez la carpe (Cyprinus carpio) en Gréce (Papadimitriou et al., 2012b) par
ELISA.

Des concentrations éleveées ont aussi eté raportées dans le muscle des grenouilles (Rana
epirotica) avec 325 + 87 Og/ kg et d Astecus astadus avec 39 pg/kg par ELISA
(Papadimitriou et al., 2012b).

Pour ce qui concerne uniqguement les pays européens, les fourchettes de concentrations en MC
libres dans les muscles des poissons (exprimées en MC-LR eqg/kg de poids frais) sont les
suivantes :

o Espagne : de 1,5 & 22,7 ug/kg chez la tanche (Tinca tinca) par ELISA (Moreno et al., 2011);
5,2 + 0,6 ug MC-LR eq/kg chez le mulet (Liza sp) par ELISA (Romo et al., 2012); inférieur
a la limite de détection par LC-MS chez la tanche (Rios et al., 2013).

o France : 14 yg/kg en valeur maximale chez la perche (Perca fluviatilis) par ELISA (Sotton
et al., 2012b).

o Grece: 119 + 33 et 95 + 31 pug MC-LR eqg/kg chez la carpe (Cyprinus carpio) (Papadimitriou
et al., 2012b) par ELISA ; 114 + 25 ng MC-LR eg/kg (Mitsoura et al., 2013) par ELISA, 30
pHg MC-LR eqg/kg (Papadimitriou et al., 2013) par ELISA ; 19 + 2,6 ug MC-LR eq/kg chez un
garon endémique (Rutilus panosi) (Papadimitriou et al., 2012a) par ELISA ; 16 ug MC-LR
eg/kg chez la carpe de Prusse (Carassius gibelio) (Kagalou et al., 2008) par ELISA ; 7,1
MOMC-LR eq/ kg chez |l a carpe de Prusse (Pap
1499 yg MC-LR e q/ kg c he z Danudbe (Adipansey gualdertstaedtii) par ELISA
(Gkelis et al., 2006), toutefois | 6analys

o ltalie : de 0,45 a 36,42 ug MC-LR eq/kg chez le mulet cabot (Mugil cephalus) par ELISA
(Bruno et al., 2009).

oi sson

adi mi

e par

a Pol ognef ®r idebuir " la Iimite de d®tect Almamisj us qu
brama) par HPLC-DAD (Pawlik-Sk owr o EBska et al ., 2013) , 350
(Rutilus rutilius) et 217 ug/kg chez la perche (Perca fluviatilis) par GC-MS (Pawlik-
SkowroE&ka et al., 2012).

o République tchéque : inférieur a la limite de détection (0,13 pg/kg) chez la carpe (Cyprinus
carpio), le sandre (Sander lucioperca), la perche (Perca fluviatilis), le brochet (Esox
Lucius), laépe (Aspius aspius), | 0 a n g(Anguillh enguilla) et la carpe de roseau
(Ctenopharyngodon idella) par HPLC-MS (Kopp et al., 2009, 2013).

Tout ef oi s, S i | 6on ne consid re gméthodésald ama
ont ®t ® jug®es suffisamment fiabl es, il ne
ug/kg de poids frais), les résulats pour des pays européens sont signalés en gras :

Dans le muscle des poisons :

- 2860 €¢g MC/kg chez la carpe argentée (Hypophthalmichthys molitrix) en Chine pour la
somme de MC-RR et LR par HPLC-MS (Zhang et al., 2007) ;

- 340 pg MC-RR/kg (valeur maximale) et 130 + 180 ug MC-RR/kg (moyenne + écart-type)
chez le pejerrey (Odontesthes bonariensis) en Argentine par LC-MS (Cazenave et al., 2005
erratum 2006) ;

- 119 + 33 pg MC-LR eqg/kg (moyenne * écart-type) chez la carpe (Cyprinus carpio) en
Grece (Papadimitriou et al., 2012b) par ELISA ; 114 + 25 pg MC-LR eq/kg (Mitsoura et al.,
2013) par ELISA; 29,83 pg MC-LR eg/kg (moyenne) par ELISA (Papadimitriou et al.
2013) ; 3,5 pg MC-LR/kg (valeur maximale) aux USA par LC-MS/MS (Schmidt et al., 2013) ;

nyesmret
rest

]
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- 70 pg MC-LR pg/kg (valeur maximale) chez la marigane noire (Pomoxis nigromaculatus) aux
USA par LC-MS/MS (Schmidt et al., 2013) ;

- 19,03 + 2,56 ug MC-LR eqg/kg (moyenne * écart-type) chez un gardon endémique
(Rutilus panosi) en Gréce par ELISA (Papadimitriou et al., 2012a) ;

- 16,13 pg/kg chez la carpe argentée (Hypophthalmichthys molitrix) en Chine pour la moyenne
de la somme des MC (MC-LR, -RR, -YR) par LC-MS (Chen et al., 2006) ;

- 16,05 + 11,97 ug MC-LR eg/kg (moyenne + écart-type) chez la carpe de Prusse
(Carassius gibelio) en Gréce par ELISA (Kagalou et al., 2008) et 7,1 + 2,5 ug MC-LR
eg/kg (Papadimitriou et al., 2010) ;

- 14 pg/kg (valeur maximale) chez la perche (Perca fluviatilis) en France par ELISA
(Sotton et al., 2012b).

- 3,9 £ 2,2 ug MC/kg chez le pejerrey (Odontesthes bonariensis) en Argentine (moyenne +
écart-type) pour la somme des MC (MC-LR,-RR,-YR,-LA) par LC-MS/MS (Ame et al., 2010);

- inférieur a la limite de détection (70 pg/kg) chez le tilapia, le poissons chat, la truite, le
saumon au Canada pour la somme des MC (MC-LR,-RR,-YR,-LA) par LC-UV (Niedzwiadek et
al., 2012);

- inférieur a la limite de détection (0,24 MC-LR pg/kg) chez le crapet arlequin (Lepomis
macrochirus), le poisson chat (Ictalurus punctatus), l'achigan a grande bouche (Micropterus
salmoides) aux USA par LC-MS/MS (Schmidt et al., 2013).

Dans | e muscle des crustac®s dbéeau douce

- 329 + 95 ug MC-LR eq /kg (moyenne * écart-t y pe ) c leesse (Adia®us rastacus)
en Grece par ELISA (Papadimitriou et al., 2012b).

Dans le muscle des grenouilles :

- 325 + 87 pyg MC-LR eqg/kg chez la grenouille (Rana epirotica) en Gréce par ELISA
(Papadimitriou et al., 2012b).
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4 Reésultats : ®| ®ments do®cl airalge con
contamination des poissons par les cyanotoxines
autres que les microcystines

4.1 Synthése des grilles de lecture

A | 6i ssue des ®tapes de s®l ection des arti 3 es me
articles ont fait | 6 o bopcerhant & Gamilles degtoxinésl: anataxiees, | ect u
aplysiatoxines, BMAA, cylindrospermopsines, lyngbyatoxines, nodularines, saxitoxines.

Concernant les anatoxines

Cette toxine semble pouvoir étre retrouvée a des concentrations assez élevées dans les eaux en
cas défflorescence (jusque 172 mg/L dans le lac Anderson aux Etats-Unis par exemple, Johnson
et al. 2010). Une partie peut étre retrouvée dans la phase extracellulaire mais les données
indiquent que la toxine ne serait pas trés stable.

Concernant la relation entre la concentration de cyanobactéries ou de cyanotoxines dans

| 6 e a la cantentration dans le poisson, les résultats de 4 publications environnementales

sont contradictoires. Si 2 publicat ieomusclemdes d ®t e (
poissons mal gr ® un grand nombre doé®chantillons de po
retr ouv ®eas podvan &re tréd éevées Hardy et al., 2015 et Johnson et al., 2010 utilisant

les mémes données et Al-Sammak et al., 2014), en revanche 2 autres (Pawlik-Skowronska et al.,

2011, 201 2) signal ent | accumul ati on dans | étrsite muscl
connection entre la concentration de toxine dans la biomasse phytoplanctonique et celles dans les

tissus des poissons (Pawlik-Skowronska et al. 2012)

De maniére similaire, 2 études réalisées en laboratoire (Osswald et al., 2007, 2011) concluent a

| 6accumul ation de | 6anatoxine a dans |l es poissons
la nourriture. Cependant, si le facteur de bioconcentration est largement supérieur a 1 (entre 25 et
47), le calcul des facteurs de bioamplification estcr i t i cabl e et | 6accumul at i c

peut donc pas étre démontrée par cette étude.

De maniere générale, les quelques études instune montrent pas beaucoup dBé
les poissons et les concentrations sont généralement plus élevées dans le foie que dans le

muscle. De méme, les concentrations sont plus élevées dans les poissons omnivores que dans les
prédateurs. Cependant ces éléments ne sont obtenus que sur un nombre trés limité de
publications et avec des méthodes analytiques souvent peu caractérisées.

Johnson et al. (2010) signalent que, en r ai son de | 6instabilit® de I
récupérée des matrices supplémentées, ce qui peut constituer un biais analytique lors des
dosages.

Concernant les aplysiatoxines

Aucunar t i ¢l e n 0 d fa® so@lignerajteden aplysiatoxines ont plutbt été rapportées dans
des cas de toxicité par contact (cutané en particulier) et dans des eaux marines, plutdét dans des
régions sub-tropicales. De plus, elles ont été peu étudiées.

]
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Concernant la BMAA

Méme si le nombre ddar ti cl é&és limig ségaement pour cette famille de toxines
(seulement 4 articles retenus pour une lecture approfondie), certaines données reposent sur des
études apparaissant fiables. Ces 4 études traitent de données environnementales.

En parti cul iJiaaet al |(201@)t réalisée e €hine a le mérite de pouvoir calculer un
facteur de bioamplificati on eaeffloreseecce. Ainsi, dansfcétt®r ent e
étude, la BMAA est retrouvée dans tous les échantillons traités et la concentration dans le muscle

(BMAA totale) varie de 0,07 a 35,91 mg/kg de poids sec, toute espéce de poisson et date

d 6 ® ¢ h anage icdnfonglues. La concentration moyenne de BMAA totale dans les muscles sur

| 6 e nbke edes espéces de poissons est plus élevée pendant | e p i efflordseencé de
cyanobactéries (9,12 + 7,828 mg/kg de poids sec).

Les données montrent que | a t oxi ne est capable de sbdaccumul
trophique (facteurs de bioconcentration>1)et se retrouve donc dans | es
niveau trophique donné, en concentration plus élevée que celle retrouvée pour les organismes du

niveau trophique inférieur. Ainsi, les concentrations sont plus élevées dans | 6esp ce <ca
(Erythroculter ilishaeformis, cyprinidé) que dans les espéces omnivores. Ces toxines seraient donc
capabl es déo°tre stock®es pendant un t emgnslespr ol o
organismes.

Cependant , | 6D aly20E) réblkiséelem Suede indique que, sur les 136 individus de
bréme (Abramis brama), perche (Perca fluviatilis), brochet (Esox lucius), sandre (Sander
lucioperca) et gardon (Rutilus rutilus) collectés, seuls 22 individus contiennent des niveaux
guantifiables en BMAA dans leur muscle (concentration maximale atteignant 0,00642 + 0,00253
mg/kg de poids sec chez le sandre) et que tous les échantillons de foie et de rein se sont révélés
négatifs. Pour 6 autres espéces, seuls des individus de tanche (Tinca tinca), grémille
(Gymnocephalus cernua) et anguille (Anguilla anguilla) contiennent des pics quantifiables de
BMAA dans le cerveau et le muscle (concentration maximale de 0,00561 mg/kg de poids sec chez
la tanche).

Ainsi, a la différence de la plupart des autres cyanotoxines, il apparaitque laBMAA ne sdaccun
pas particulierement dans le foie et que les concentrations retrouvées dans le muscle peuvent
donc étre plus élevées que celles hépatiques.

Par aill eur sSamnalbeddl. @® 1d¢ Alolul n gppfercégnend de corrélation
entre les concentrations de toxine mesurées dans | 6 e a udaestles padsdns.des
concentrations mesurées pour la forme libre (0,057 a 0,416 mg/kg) sont moins élevées et moins
variables que celles mesurées pour la forme liée (0,056 a 2,57 mg/kg). La DABA sous forme libre
et liée peut également étre retrouvée dans les gammes respectives de 0,0216 a 0,364 mg/kg et de
0,129 a 1,53 mg/kg. Cependant, il ne semble pas y avoir de corrélation entre les concentrations
retrouvées pour ces 2 molécules, BMAA et DABA.

La BMAA a été détectée dans 5 échantillons de poissons sur 21 prélevés dans des supermarchés

suédois (Jiang et al., 2014) , c h e z Savelinut almnos) btede 1& plie (Pleuronectes

platessa) avec des concentrations trés faibles de 0,01 a 0,02 mg/kg de poids frais. La BMAA nb
pas été détectée dans les échantillons de perche (Perca fluviatilis) et de saumon (Salmo salar).

Par ailleurs, une redistribution semble avoir lieu en fonction du temps entre le foie et le
muscle, la concentration au niveau du foie diminuant au détriment de celle du muscle. Ce
comportement nbéest pas isol® et est retrouv® pour

Concernant les cylindrospermopsines

Les articles disponibles sur la présence de cylindrospermopsines dans des poissons dodéeau dou
restent peu nombreux, surtout pour des données obtenues avec des méthodes analytiques dont
les performances sont spécifiées.

llressotde | 6 ensembl analysées queRla QYdNesut se retrouver dans le muscle de
poi ssons do esavaleurd cetnocvées soht généralement plus faibles dans le muscle
gue dans le foie. Par ailleurs, il apparait que la CYN peut étre retrouvée dans le muscle méme

]
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silaconcentrationde t oxine dans | 6eau est i nf ®(Bergaetal,

2012).

Seules 2 études rendent compte de concentrations mesurées dans des poissons prélevés dans
| 6environnement etalC(@01d) au MiadqueBapportey des concentrations dans le

a

muscle atteignant 1, 26 Og/ kdgwiagel et dls 2012y ree idéecte dad a ut r ¢

de CYN dans les muscles des poissons prélevés sur des marchés au Canada (LQ = 50 pg/kg
poids frais).

Quatre autres études ont été réalisées en laboratoire et proviennent toutes de la méme équipe de
scientifiques; 2 ne sont pas quantitatives car elles ne contiennent que des résultats
d6i mmu n o h iGstiere1-Ryagna et al(, 2014 ; Guzman-Guillen et al., 2014) et une autre reste
peu fiable car la méthode analytique utilisée (ELISA) est peu caractérisée (Guzman-Guillen et al.,
2015a). De plus, ces 3 publications ne proposent pas de données sur le muscle. Cependant, elles
montrent que cette toxine peut se retrouver dans le systeme systémique des poissons apres
i ngestion, i ndi guant gu 6 e indle Ainsigeelletpeup &re retuvée Idans
|l 6intestin, dans |l e foie, dans | es branchies,
plus importante aprés une exposition répétée dans divers organes comme le foie mais comme le
muscle n®ai passt®tgu® dans ces ®tudes, il nbées

Par ailleurs, | 6 u n etudd prenant en compte une période de dépuration (Guzman-Guillen et al.,
2015a) montre que celle-ci améne a une diminution de la concentration en toxine dans le cerveau
ai nsi qguod- une disparition progr es s iCette publieaton
rapporte des résultats de validation de la méthode et constitue la seule avec des données
obtenues dans le muscle (Guzman-Guillen et al. 2015b). Celles-ci montrent des concentrations
atteignant 9,2 pg/kg poids sec méme aprés un temps court (7 jours) de traitement via la nourriture
(cyanobactéries lyophilisées).

Il semblerait donc quel 6 ®v i s cdes pwissone avant consommation, y compris pour les petits
poissons,per mettrait de r®duire | dexposition aux

Concernant les lyngbyatoxines

Aucun arti cl eCombeles@dy®atokirs,tles lyngbyatoxines ont plutdt été rapportées
dans des cas de toxicité par contact (cutané en particulier) et dans des eaux marines, plutét dans
des régions sub-tropicales. De plus, elles ont été peu étudiées.

Concernant les nodularines

Lorsque des cellules de Nodularia spumigena sont mixées avec la nourriture des poissons, une
accumulation de la toxine dans le foie (0,5%) est observée au cours du temps. Il en est de méme
dans le muscle mais a un niveau plus faible. Aprés quelques jours, les concentrations mesurées
par ELISA dans le muscle diminuent (de 65% en 4 jours) alors que celles du foie augmentent
pendant |l es 8 | dKankaanpdadebah 2002).vLastanatyses réalisées par LC-MS
n 6 opastconfirmé la présence de nodularine ni de métabolites recherchés. Les auteurs suggérent
gue les métabolites seraient conjugués a des composés avec des groupements thiol tels que le

barri
dan

t

| ®s i

t oxi

glutathion, l a m®t hi onine, | a cyst®i ne et pour

Les travaux de Vuorinenetal. (2009) confirment ces r®sultats

S

u

la nodularine & partir de la nourriture. Les auteurs rapportent un pr ocessus rapide

Cependant, s 6i | s dnmine detnedularine par LC-MS dans le foie aprés administration
répétée il semble que cela soit di aux formes conjuguées qui sont générées, comme le suggerent
les résultats par ELISA dans la bile.

Paakkonen et al. (2008) montrent que les poissons peuvent dépurer la nodularine puisque les
concentrations en toxine diminuent fortement aprés que des poissons prélevés dans une zone
doeffl orescence lmjouesneh ag@ariugn, gn lalasen@esde nodularine dans leur
environnement (de 503,1 + 353,4 pg/kg a 0-100 pg/kg par ELISA).

]
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Les résultats dd&Engstrom-Ost et al. (2002) en laboratoire s u g g r emtransfgriudé la nodularine
des proies (copépodes) aux poissons planctivores est possible mais les résultats nécessitent
doé°tr e cHKanafainen et@ls (2005) concluent a un phénomene de biodilution le long de la
chaine trophique plutdtqu 6 © une bi oampl i ficati on.

Concernant la relation entre la concentration de cyanobactéries ou de cyanotoxines dans
| 6 e aaelle@ans les poissons, 2 études environnementales (Sipia et al., 2007 ; Van Buynder et
al., 2001) montrent que, méme en présence défflorescence de cyanobactéries (Nodularia) mais
sans dosage des toxines présentes, les poissons accumulent peu de toxine dans leur chair, leur
foie et leurs visceres. Seules les épinoches montrent des concentrations relativement élevées
dans leurs intestins.

Concernant les saxitoxines

Beaucoup de données ont été publiées concernant la présence et les effets de la saxitoxine et de
ses analogues mais celles-ci sont surtout disponibles pour des organismes marins, coquillages et
poissons en majorité.

Les travaux de Bakke & Horsberg (2010) montrent clairement une absorption de STX par les
poissons® partir de | 6eau, soit via | es br aledempses, s
de % vie dans le plasma est court (moins de 2h), la distribution se fait essentiellement dans les
fluides extracellulaires. Ainsi, les concentrations retrouvées dans les muscles restent faibles,
| 6excr ®t i on e s tll fant agpendaet noter que ld STY peut Btee métabolisée dans les
organismes et que la recherche de métabolites pourrait montrer une certaine accumulation. En
effet, la GTX5 est la toxine prédominante (presque 100%) retrouvée dans les muscles des
poissons exposés a un mélange de GTX 2, 3 et 4 en raison de la transformation en un composé
moins toxique (Clemente et al., 2010). De plus, | étude de Bakke & Horsberg (2010)n6a port ® q
sur un temps de contacttrescourtet avec une seul e concenToutefdisi on er
da Silva et al. (2011) ne détectent pas de STX ni de variants dans les muscles des poissons ayant
recu de maniére répétée (4 fois) une administration intrapérito n ® al e d 6 u@.raeiborski,ai t de

Concernant la relation entre la concentration de cyanobactéries ou de cyanotoxines dans

| 6 e acaelleaans le poissonseulel 6 ®t ude d etalCROAneent Ete utilisée pour cette
problématique. Elle ne montre pas de relation entre les concentrations en PSP dans les muscles

des poissons et les densités en cyanobactéries (Cylindropsermopsis raciborskii) ou les
concentrations en ST X d a hes autre§ étadas. environnementales disponibles (Galvao et

al., 2009 ; Hardy et al., 2015 ; Oliveira et al., 2006) ne disposent pas de données sur la présence

de cyanobact®ries ou de cyanotoxines dans | 6eau p
certains retrouvent des STX dans les muscles des poissons prélevés dans l 6enviror
(Oliveira et al., 2006 ; Galvao et al., 2009 ; Clemente etal.,,2010) al or s que dobéautres
pas (LD = 0,5 a 0,8 ug/kg poids frais, Hardy et al., 2015).

Les résultats de Galvao et al. (2009) montrent que les concentrations en dcSTX (20 ug/kg) dans
les muscles de poissons peuvent étre éliminées en 5 jours de dépuration dans une eau sans
toxine.

4.2 Conclusion et recommandations

Afin de répondre aux questions de la DGAL et de la DGS sur la contamination des poissons par
les cyanotoxines, | O0Anses a r®alis® une revue sSyst:

Concernant les toxines autres que les microcystines (anat oxi nes, a-p-1 ysi a;
méthylamino-L-alanine, cylindrospermopsines, lyngbyatoxines, nodularines, saxitoxines), 32

articles ont été identifiés comme comportant des informations intéressantes a exploiter dans le

cadre de cette analyse.

]
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Il convient de noter que rares sont les articles comportant des informations a la fois sur les

concentrations de cyanobactériesoudecyanot o xi nes dans | 6eau et sur <ce
poi ssons. L6un des probl mes majeurs pour ces cya
| 6identification des cyanobact®ries ~ | 6origine d
De plus, le nombre de publications pour chague cyanotoxine prise séparément reste tres faible.

Ainsi, certains articles ont ®t ® anal ys®s m° me
cyanobact®ries ou cyanotoxines dans | 6eau ou sb6il

mai s daatresorgdn@s comme le foie.

Par ailleurs, certains poissons sont euryhalins ou présentent des phases de vie en milieu marin
succ®dant "’ des phases en eau douce. La classifi
marins nbébest donc pas si stricte.

Les aplysiatoxines et les lyngbyatoxines affectent plus particulierement le milieu marin et aucun
article correspondant aux crit res doéinclusion po

Pour les autres familles de cyanotoxines (anatoxines, BMAA, cylindrospermopsines, nodularines et
saxitoxines), |l es donn®es <collect®es montrent un
poissons, bien que les méthodes analytiques soient souvent peu caractérisées. Mais ces données
sont trop parcellaires pour déterminer si cette accumulation peut étre reliée a la concentration dans

|l 6eau ou ° la dur ®e dbébexposition. Pour Il a BMAA,
chaine trophique est rapporté (pas pour les autres toxines). Comme les microcystines, la BMAA
peut étre pr®s ent e sous formes | ibre et i ®e, et tr s p

liées. Enfin, certaines études rapportent la présence simultanée de plusieurs familles de
cyanotoxines dans les tissus des poissons.

Concernant la dépuration, pour lesnodu | ar i ne s, un petit nombre doé®tu
assez rapide (en quelques jours) de la concentration mais la toxine ne semble pas réellement

éliminée, elle serait plutdt transformée en métabolites qui restent dans le tissu. Pour les autres

toxines (saxitoxines, anatoxines, cylindropsermposines), le peu de données disponibles
(seulement un ou deux articles) semble indiquer une possible dépuration.

Comme pour les microcystines, les concentrations sont plus élevées dans le foie et les visceres

comparat i ve ment aux muscles (sauf pour l a BMAA). A
consommation ou cong®lation est “ recommander af.i
aux cyanotoxines.

A | 6exception de | a BMAA, p o u lificatiora le loegl de éa chaine pot e
trophique est rapporté, les autres toxines seraient présentes en moindre concentration chez les

poissons prédateurs. Cependant, ces conclusions sont a prendre avec beaucoup de précaution

compte tenu du faible nombre de publications disponibles et fiables concernant cet aspect.

Les données collectées sur les cyanotoxines autres que les microcystines ne permettent pas de
proposer de recommandati on bas®e sur | a pr®sence
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5 Conclusiongée n®r ale de | 6AST

La consultation de | 6Anses fait suite ~ | 06obser v,
pl ans d & &deeuen 2005 agadt conduit & une interdiction temporaire des activités de péche
professionnelle et de loisir en méme temps que les autres activités récréatives (baignade, activités
nautiques), compte tenu du risque de contamination des poissons par des cyanotoxines.

Afin de collecter des informations utiles aux gestionnaires du risque sur la contamination des
poissonsparlesc yanot oxi nes, |l 6Anses a r®alis® une revue

Concernant les microcystines, 69 articles ont été identifiés comme comportant des informations
intéressantes a exploiter dans le cadre de cette analyse.

Léaccumul at i otinesdiansle tiszdu musculaise sles poissons ne semble pas suivre une
relation |lin®aire ni avec l a dur ®e ni avec Il a
Toutefois, un treés faible nombre de ces études a pris en compte les microcystines présentes sous
forme liée aux protéines, qui peuvent représenter dans le foie de 60% a presque 100% des

mi crocystines totales, et dont | a biodisponibilit
L6®I i mination des microcystines | ibres accamul ®es
la majorit® des ®tudes. Si certaines dbéentre elle
ou |l es jours suivant | od6arr°t de | 0exposition, un:

pas totale. Des études in situ de suivi de poissons sur pl usi eurs moi s montr e
de fond de la concentration en microcystines dans le muscle, ce qui traduit bien une cinétique de
dépuration lente et non totale entre 2 efflorescences de cyanobactéries.

De maniére plus préoccupante, plusieurs études rapportent une augmentation de la concentration
en microcystines I|ibres dans | e muscle apr s | 6al
Certains auteurs suggeérent un transfert des toxines accumulées dans le foie vers le muscle.

D 6 aaipart, la présence de microcystines libres dans les muscles de poissons a été observée

dans plusieurs étudese n | 6 a bdseef nf cl eo rde syanebactéves (ou avec des concentrations

en microcystines dans | 6deau i nf @Guenteaton maximale dans Og / L,
| 6 eau deselinteiCads dera santé publique).

La concentration en microcystines libres dans le muscle des poissons dépend fortement de
| 6esp ce et peut °tre expligu®e en par ingphytopar [
planctonivores sont généralement les plus contaminés et les carnivores les moins contaminés.

Au sein dobéune méontentraianp en enierpcystinesslibres dans le muscle sont plus
élevées chez les individus de petite taille comparées aux individus de grande taille. Les
concentrations sont nettement plus élevées dans le foie et les visceres comparativement aux

muscl es. Ai nsi , | 6®vi sc®r ati on des poi ssons av
recommander afin de | i ommiateursaux fiereacpstines. t i on des cons
Les données collectées dans le cadre de cette analyjse condui sent ~ conclure ¢
semaines apr s la fin de | d6efflorescence de <cyar

décontamination des muscles des poissons.

Concernant les toxines autres que les microcystines (anat oxi nes, a-j-1 ysi a;
méthylamino-L-alanine, cylindrospermopsines, lyngbyatoxines, nodularines, saxitoxines), 32

articles ont été identifiés comme comportant des informations intéressantes a exploiter dans le

cadre de cette analyse.
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Il convient de noter que rares sont les articles comportant des informations a la fois sur les

concentrations de cyanobact®ries ou de cyanotoxin
poi ssons.prLodbuln ndeess maj eur s pour ces cyanotoxines ¢
| 6identification des cyanobact®ries ~ | 6origine d
De plus, le nombre de publications pour chaque cyanotoxine prise séparément reste tres faible.

Ainsi, certains articl es ont ®t ® anal ys®s m° me soil s ne
cyanobact®ries ou cyanotoxines dans | 6eau ou sb6il
mai s dans doébautres organes comme | e foie.

Par ailleurs, certains poissons sont euryhalins ou présentent des phases de vie en milieu marin
succ®dant " des phases en eau douce. La classi fi
marins nbébest donc pas si stricte.

Les aplysiatoxines et les lyngbyatoxines affectent plus particulierement le milieu marin et aucun
article correspondant aux crit res doéinclusion po

Pour les autres familles de cyanotoxines (anatoxines, BMAA, cylindrospermopsines, nodularines et
saxitoxines), les données collectées montrent un pot ent i el déaccumul ati on d:
poissons, bien que les méthodes analytiques soient souvent peu caractérisées. Mais ces données
sont trop parcellaires pour déterminer si cette accumulation peut étre reliée a la concentration dans

|l 6eau ou ®e Ildderdposition. Pour Il a BMAA, un poten
chaine trophique est rapporté (pas pour les autres toxines). Comme les microcystines, la BMAA
peut °tre pr®sente sous formes | ibre ttlesform&e, et

liées. Enfin, certaines études rapportent la présence simultanée de plusieurs familles de
cyanotoxines dans les tissus des poissons.

Concernant l a d®purati on, pour |l es nodul arines, [
assez rapide (en quelques jours) de la concentration mais la toxiine ne semble pas réellement

éliminée, elle serait plutét transformée en métabolites qui restent dans le tissu. Pour les autres

toxines (saxitoxines, anatoxines, cylindropsermposines), le peu de données disponibles
(seulement un ou deux articles) semble indiquer une possible dépuration.

Comme pour les microcystines, les concentrations sont plus élevées dans le foie et les visceres
comparativement aux muscles (sauf p o uissons avantB MAA) .

consommation ou cong®l ation est “ recommander af.i
aux cyanotoxines.
A | 6exception de | a BMAA, pour l aquell e un pote

trophique est rapporté, les autres toxines seraient présentes en moindre concentration chez les
poissons prédateurs. Cependant, ces conclusions sont a prendre avec beaucoup de précaution
compte tenu du faible nombre de publications disponibles et fiables concernant cet aspect.

Les données collectées sur les cyanotoxines autres que les microcystines ne permettent pas de
proposer de recommandati on bas®e sur | a pr®sence

Concernant les m®t hodes dbéanalyse des cyanotoxinedes dans
recommandations sont formulées en matiére de préparation des échantillons et de détection.

La prise doessai doit °tre repr®sentative de | 0®c
°tre homog ne. Dans pl usi e uhiliséa®@nt exttaeton, celqw facdite @ nt i | |
processus dbéextraction en particulier pour Il a <c¢h
contrepartie, il convient de sbGassurer des effet

notamment pour les formes libres et liées (dans le cas des microcystines et de la BMAA).

Le choix du protocole déextraction doi't °tre ada
compte de la forme des toxines recherchées (toxines libres ou liées).
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La purificatond es extraits nbéest pas une ®tape indispens
doeffets matrices en ®liminant | es ®ventuels inte

En matiere de détection,une m®t hode rapi de, si mpl| ELISApeutftieeu o n ®
mi se en Tuvre pour une analyse de premi re intent
niveau de réaction croisé (préférentiellement anti-Adda pour les microcystines). Elle devra étre

complétée par une analyse de confirmation par LC-MS/ MS afin doéidentifier |
(en veillant a prendre en compte un grand nombre de variants et de formes conjuguées).

Il est fortement recommandé que les méthodes de détection utilisées soient a minima
caractérisées par leurs limites de détection et de quantification ainsi que par le rendement
de récupération.

Date de validation du rapport : juin 2016
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Annexe 1 : Lettre de la demande

SA-0206 COURRIER ARRIVE
o =3 g

7 Libertd » Egelisé « Frasernisé S ;
2015 -SA- 0 2 0 REPUBLIQUE FRANGAISE DIRECTION GENERALE
MINISTERE DE L'AGRICULTURE, DE MINISTERE DES AFFAIRES SOCIALES, DE LA SANTE
L’AGROALIMENTAIRE ET DE LA FORET ET DES DROITS DES FEMMES
Direction Générale de I'Alimentation Direction générale de la santé
Service de I'Alimentation Sous-direction de la prévention des risques liés a
Sous-direction de la Sécurité Sanitaire des I'environnement et & I'alimentation
Aliments Bureau de I'alimentation et de la nutrition
Bureau des produits de la mer et d'eau douce 14, avenue Duguesne
251, rue de Vaugirard 75350 Paris 07 SP
75732 Paris cedex 15

Dossier suivi par : Claire Provini % 486+
Dossier suivi par : Virginie Hossen Tél 0140567198
Tél. : 01 49 55 84 95 Mél : claire.provini@sante.gouv.fr

Mél : bpmed.sdssa.dgal@agricullure.gouv.fr
Réf. : 15-046 N-018

Le Directeur Général de I'Alimentation
Le Directeur Général de la Santé
a
Monsieur le Directeur Général de I'Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de
I'environnement et du travail
4 rue Pierre et Marie Curie
94701 Maisons-Alfort Cedex

Paris,le 2 2 SEP 2015

Objet : demande d'AST sur I'état des connaissances concernant la contamination des
poissons d’eau douce par les cyanotoxines

Conformément & l'article R. 1313-1 du code de la santé publique, vous trouverez ci-aprés une
saisine de I'Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail, en
vue d'établir I'état des connaissances concernant la contamination des poissons d'eau douce par les
cyanotoxines.

Depuis début 2014, la DGAL a été informée de deux cas d'efflorescences de cyanobactéries
toxinogénes dans des plans d'eau dans lesquels une activité de péche (professionnelie et de loisir) est
présente en plus d'activités de baignade pour lesquels les ARS assurent un suivi, conformément aux
prescriptions de la note d'information N° DGS/EA4/2014/166 du 23 mai 2014 relative aux modalités de
recensement, d'exercice du controle sanitaire et de classement des eaux de baignade pour chaque
saison balnéaire & compter de I'année 2014. Cette note d'information a été actualisée en juin 2015'.

L'agence sera sollicitée par la Direction générale de la santé, d'ici le début de I'année 2016, afin
d'actualiser I'expertise de 2006° en ce qui concerne les eaux de baignade et I'eau potable, a la lumiére
des nouvelles connaissances sclentifiques et des données d'exposition accumulées par les ARS. Ainsi,
il conviendra de tenir compte des conclusions de ces travaux pour le traitement de la présente saisine,

Si les eaux de baignade sont surveillées de maniére harmonisée, se pose la question du suivi des
poissons potentiellement contaminés par ces cyanotoxines. Un arbre de décision a éte proposé par la
DGAI et la DGS afin de gérer au cas par cas, dans les situations dans lesquelles les taux de
cyanobactéries dans des lacs ou étangs ont dépassé 50000 cellules / ml, l'interdiction de péche, de

1 Note dinformation n"DGS/EA4/2015/181 du 2 juin 2015 relative aux échéances de la saison balnéaire 2015, aux modalités
de prévention &t de gestion des risques sanitaires liés  la présence de cyanobactéries ou &'amibes, a linformation du public a
proximité des sites de baignades et 4 la mise & disposition du manuel pour I'utilisation de 'application SISE-Eaux baignade

2 Rapport AFSSA/AFSSET de |ulllet 2006 relatif a I'évaluation des risques sanitaires liés a la présence de cyanobactérnies et
de leurs toxines dans les eaux destinéas a I'alimentation, a la baignade el aux aulres activités récréatives
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commercialisation le cas échéant et de consommation et sa levée (cf annexe 1 et 2 — cas de l'éfang du
Rousset ef cas du lac du Drennec).

Dans ce contexte, nous souhaiterions gue I'Agence puisse apporter des éléments d'éclairage, dans un
premier temps sous forme d'AST, aux guestions suivantes:

1) Quel est I'état des connalssances concernant la toxicocinétique des différentes
cyanctoxines chez les poissons d'eau douce susceplibles d'étre consommeés par
I'Homme, notamment :

- capacité de bioaccumulation, le cas échéant, & quelle proportion dans les différents
organes [ tissus 7

- @st-il possible d'établir un lien entre les concentrations en toxines mesurées dans l'eau
etlou les cyanobactéries et celles mesurées dans les poissons 7

- guelle est |a vitesse d'élimination des toxines?

2) Sur la base des avantages et des inconvénients des différentes méthodes d'analyse
des cyanotoxines dans les poissons, quelle(s) seraient celle(s) & recommander?

3) Sur la base des informations recueillies en réponse & la question 1 sur la cinétique de
contamination/décontamination, quels éléments d'éclairage peuvent étre apportés
concemnant la levée d'une interdiction de consommation des poissons suite a un
épisode d'eflorescence de cyanobactéries (retour sous un seuil de cyanobactéries
dans I'eau par exemple) 7

Mous vous remercions de bien vouloir nous apporter une réponse a ces questions d'ici fin mars 2016,
dans la mesure du possible.

Dans un deuxiéme temps et de maniére cocrdonnée avec |a saisine annoncée d'ici debut 2016 par la
DGS pour une actualisation de 'expertise de 2008 concernant les eaux de balgnade et l'eau potable, il
est demandé a I'Agence de répondre aux questions suivantes :

1) Suwr la base d'une actualisation des connaissances toxicologigues disponibles sur les
difidrentes cyanotoxines susceptibles dentrainer des effels loxigues aigus ou
chronigues chez I'Homme, est-il possible d'éfablir des seuils sanitaires dans les
poissons (au niveau de la chair, et pour les poissons entiers, notamment pour les petits
poissons consommés en friture)?

2) Y-a-t-il des données permettant de corréler les seuils de gestion des risques sanitaires
pour la balgnade qui auront été actualisés par un groupe ad hoc, & un risque lié a la
consommation de poissons ?

3) Quelles pourraient étre les modalités de suivi & metire en place spécifiquement pour
couvrir le risque alimentaire en complément du suivi des eaux de baignade
indépendamment des seuils de cyanobactéries actuels 7

Pour cette 2éme série de gquestions, dépendante de linstruction de la saisine de la DGS
susmentionnée, nous vous remercions de bien vouloir nous apporter une réponse d'ici fin 2016, dans la
mesure du possiblg. A défaut, un point d'avancement sera réalisé avec établissement d'un nouveau
calendrier.

Le Directsur Géneral de l2

f | Le Directeur Gén 3
[ [\ Palrick DEHAL
mees%u#&uﬂib‘mmLET

k
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Annexe 2: Et at de | 6art concernant dee s
cyanotoxines dans les poissons

1 Anatoxines

1.1 Traitement de | 6®chantil |l on
Extractions

Bogialietal. ( 2006) ont e x-&(ANMTX4) dé diffarents passsonsrteiite, mulet, perche,
poisson rouge) en utilisant une colonne en acier inoxydable comme cellule d'extraction. Les tissus
de poisson mélangés avec du sable sont introduits dans la cellule d'extraction et la toxine est
extraite avec de l'eau acidifiée a pH 2 (HCI) qui passe a travers la cellule a un débit constant. Le
pH final est ajusté a 3,1.

Les ANTX peuvent également étre extraites des huitres et palourdes en utilisant du MeOH pur et
de | 6ac®tonitrile (ACN). Les extraits sont dil u®:
(Rubio et al., 2014).

L'extracti on de MiytitusAgdllbpfovethaalis miérnitd par Osswald et al. (2008) a été
réalisée sur les tissus lyophilisés et broyés, a I'aide de MeOH acidifié (1% HCI, 1 M), en suivant la
méme procédure que celle décrite par Rellan et al. (2009) pour les compléments alimentaires a
base doboal gurtes. bl eues

Purification

Bogiallietal. ( 200 6) néont pas appliqu® de proc®dure de
poisons qubils ont obtenus ; |l es auteurs rapporte
cellulose de 0,2 um. Dans ces conditions analytiques, les rendements de récupération en ANTX-a

rapportés pour les échantillons de poissons analysés sont compris entre 71% et 78%.

Les extraits obtenus par Oswald et al. (2008) a partir de moules ont été purifiés sur cartouche
WCX (weak cation exchange) selon la procédure appliquée par Rellan et al. (2009) pour les
compl ®ments alimentaireertess base dbdalgues bl eues

Pour ce qui est des extraits doéhuitres ettoucthee pal
en phase reverse (C18) et les toxines sont éluées avec une solution méthanolique aqueuse a 60%
(Rubio et al., 2014).

Dérivation
Aucune proc®dure de d®rivatiaf20068) ®pO®uUuuiMS/M& s @y p
des extraits de poisson s . En revanche, | 6anal yse des d&kDxrait s

requiére une étape de dérivation utilisant du NBD-F (4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole)
(Osswald et al., 2008).

1.2 Méthodes de détection

Méthodes chimigues

Chromatographie liquide (LC)

Di ff®rents types de d®tecteurs peuvent °tre coupl
des détecteurs ultraviolet (UV), fluorimétriques (FLD) ou encore des spectrométres de masse
(MS).

Les ANTX doivent subir une étape de dérivation afin de les rendre fluorescentes et analysables
par LC-FLD. Comme en GC, l'agent de dérivation utilisé est le NBD-F (Osswald et al., 2009;
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