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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

]
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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
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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])

page 19 /262

juin 2016



Ansesr apport dbéappui sci

Demande « 2015-SA-0206 &

ent i

fique et technique

cyanotoxines et

poi sson

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

page 31 /262

juin 2016



poi

sson

Ansesr apport dbéappui scientifique et technique
Demande « 2015-SA-0206 ¢ cyanot oxi nes et
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
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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

]

page 45/ 262 juin 2016



Ansesr apport dbéappui scientifique et technique

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

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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Osswald et al., 2008; Rawn et al., 2007; Rellan et al., 2009). La forme dérivée des toxines peut
étre analysée par spectrométrie de masse en suivant la masse correspondante (Rawn et al., 2007)
mais une étape de dérivation préliminaire est pas nécessaire.

De méme, les ANTX peuvent étre analysées par LC-UV sans aucune étape de dérivation
préalable.(Araoz et al., 2005; Dimitrakopoulos et al., 2010; Harada et al., 1993).

La séparation des ANTX se fait généralement sur colonnes en phase inverse (C18) avec des
phases mobiles de diff®rentes compositions utild@i
organigue, en mode gradient ou isocratique (Bogialli et al., 2006; Furey et al., 2005; Furey et al.,
2003; Harada et al., 1993; Osswald et al., 2009; Osswald et al., 2008; Rawn et al., 2007; Rellan et
al ., 2009) . Comme | a ph®nyl al anine ( Phgdompasesl a m°
isobares) les conditions LC doivent permettre de séparer ces 2 Ccomposés; ceci est
particulierement important en LC-MS basse résolution puisque la résolution étant trop basse elle
ne permet pas les différencier. En revanche, en haute résolution il est possible de distinguer
| 6 A NaTdXla Phe sur la base de leurs masses exactes (ANTX-a: 165.11536 Da; Phe: 165.07898
Da) (Furey et al., 2005). Une autre approche consiste a ajouter une étape de méthylation au

di azom®t hane | ors du tr ailtéearalt-MSdeen &ffeh Gettehéapetai | | o n
pour effet doé®l i miner | 6interf®rence ~ | a Phe (Fu
En UV, la Il ongueur dbdonde suivie est 227 nm (Di mi
gui correspond © | 6optdgumiumn e blabs@u ddamceéddaradai de 2

davantage a la Phe (Dimitrakopoulos et al., 2010).

En FLD, les longueurs d’onde d’excitation et d’émission sont respectivement 1 exc = 470 nm et [
em = 530 nm (Osswald et al., 2009; Rellan et al., 2009).

Plusieur s types de spectrom tres de masse ont ®t® ut
guadripbles (Harada et al., 1993), des triples quadripdles (Bogialli et al., 2006; Rawn et al., 2007),

des trappes dbéions (Fur ey deshybrides quad?ighle 5tempsdevat y et
(Furey et al., 2005) et des orbitraps (Roy-Lachapelle et al., 2015).

Autres méthodes chimiques

Roy-Lachapelle etal. ( 201 5) ont d®vel opp® une m®t hode pour |
désorption thermique par diode laser i ionisation chimique a pression atmosphérique (LDTDi

APCI) couplée a un spectrométre haute résolution (HRMS). Cette méthode ne nécessite aucune

®t ape de traitement de | 6®chantillon (ni extracH
compos ®s i sobares eqaetdaPheont | 6 ANTX

La r®sonance magn®tiqgue nucl ®aire (RMN) a ®gal eme
ANTX (Dagnino & Schripsema, 2005).

Méthodes biologiques

Les ANTX peuvent également étre détectées au moyen de méthodes biologiques telles que le test
doéinhibition de | 6ac®tylcholine (ACh) esdcepremrse (D
r®al i s® sur |l es membranes issues de | dorgane ®l e«
ni coti ni ghumA€hR] (Ardod ek 8., 2005). Lors de ce test ligand-r ®c e pt eura,et | 6 AN’
I 6 h ANiloK-a inhibent la fixation de la 125I-bungarotoxine & des concentrations qui sont
inférieures de deux degrés de magnitude a celle de la nicotine. De plus, ces deux toxines de
cyanobactéries sont des agonistes de méme potentiel des nAChRs.

La LQ rapport®e pour | e test dbéinhibition de | 86AC
de 0,5 nM.

]
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2 b-N-méthylamino-L-alanine (BMAA)

21 Traitement de | 6®chantill on

La BMAA peut étre extraite de différentes matrices sous une forme libre ou liée a des protéines.

Les protocoles doéextraction variant donc en fonc
toxine libre peut étre extraite en premier de la matrice ; puis ce méme échantillon est extrait une

nouvelle fois mais avec une autre solution qui va hydrolyser la matrice, permettant ainsi la

|l i b®r ation de |l a forme | i ®e de | a BMAA. Cette ap
contenant respectivement les formes libre et liée de la BMAA. La teneur en BMAA totale (libre et

liée) peut étre déterminée en hydrolysant directement la matrice.

Extraction

Scott et al. (2009) rapportent avoir extrait les formes libre et liée de la BMAA de poissons (doré
jaune,dorénoi r, cor ®gone) en utilisant raeé8gpegTCA)ev6®me n t
de HCI.

La BMAA a ®gal ement ®t® extraite doautres matric
Réveillon et al. (2014) ont extrait les formes libre et liée de la BMAA de moules (Mytilus
galloprovincialis) et d &Chassostrea gigas) €n 2 fractions, en utilisant respectivement des

solutions de 0,1M TCA et 6M HCI . Di ff ®rentes ®t uc
de la BMAA de coques Cerastoderma edule ( Lage et al ., Cras8obted virgink@d hui t r
(Christensen et al.,, 2012), du crabe bleu Callinectes sapidus, de | 6 hy p |Stylackeilp e

striatus (2012) avec 6M HCI. Andrys et al. (2015) ont utilisé une solution plus acide (12M HCI) pour
extraire la fraction totale de BMAA de moules Mytilus edulis.

Purification

Pour la matrice poisson, la fraction contenant la BMAA libre peut étre purifiée en SPE sur
cartouche ®changeuse de cations (SCX) tandiord que
passée sur C18 puis sur SCX (Scott et al., 2009).

Réveillon et al. (2014) ont testé deux types de cartouches polymériques échangeuses de cations,

Bond EIlutE Plexa PCX et ©OasisE MCX, pour la pur
contenant la forme libre ou liée de la BMAA. Ces auteurs rapportent que la Bond Elut® Plexa PCX
est |l a plus indigu®e puisqudell e permet dbéobtenir

Andrys et al. (2015) ont utilisé des cartouches Isolute HCX-3 SPE possédant un mode rétentif
mi xte (phase inverse et ®change de cations) pour
la teneur en BMAA totale.

2.2 Méthodes de détection
LC-FLD

(! est possi bl e doanrFaD masecela néeessitB Mk Aétape préalalile de

dérivation afin de rendre la toxine fluorescente. Deux procédures de dérivation différentes ont été
rapport ®es dans la | itt®rature ; el l es reposent
aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate (ACQ) (Faassen et al., 2012) ou le 9-
Fluorenylmethyl chloroformate (FMOC) (Scott et al., 2009).

Lors de | 6danalyse chromatographique | es constitua
moyen doéun gradient de phases mobi®tessd . clompON i d
sont | es solvants wutilis®s mais avec diff®rents a

sodium ou encore la triethylamine (Faassen et al., 2012; Scott et al., 2009).

]
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La LQ rapport®e par Sc ot se de poissarls .est (e2002@ 9d/g. e u r I
rendements de récupération sont compris entre 67% et 85% pour la BMAA libre et 66% et 67%
pour la forme liée (aprés hydrolyse).

LC-MS/MS

Les analyses LC-MS/MS peuvent étre réalisées avec (Andrys et al., 2015; Christensen et al.,

2012; Faassen et al., 2012; Jiang et al., 2013; Lage et al., 2014; McCarron et al., 2014) ou sans
d®rivation (Faassen et al ., 2012, Reveillon et a
différentes matrices. Les procédés de dérivation re p o s e nt sur | 6utilisation
2015; Christensen et al., 2012; Faassen et al., 2012; Lage et al., 2014; McCarron et al., 2014) ou
déestleydrMxysucci ni rutydneotiniguie a(C4NAANHSN (Andrys et al.,, 2015)

comme réactif de dér i vati on. L'ion parent de | a BMAA suiyv
rapport masse sur charge m/z 119 pour la forme non dérivée ou m/z 221 (BMAA-C4-NA) et m/z

459 (BMAA-ACQ) pour les formes dérivées de la toxine, selon le réactif utilisé.

Dans le cas du couplage LC-MS/MS, la séparation des analytes avant analyse se fait sur des
colonnes de différentes natures et différentes tailles : C18 (Andrys et al., 2015; Christensen et al.,
2012; Jiang et al., 2013; Lage et al., 2014; McCarron et al., 2014), ZIC HILIC (Faassen et al.,
2012; Reveillon et al., 2014; Rosen & Hellenas, 2008), TSK gel amide-80 (McCarron et al., 2014),
Zorbax Eclipse AAA (Faassen et al., 2012).

Pour | a s®paration sur colonnes C18, | e soléaant o
de | deau. Déautres additifs entrent dans | a compo
formique, f or mat e et/6uammooisagueuAndrys etralim2015eChristensen et al.,

2012; Jiang et al., 2013; Lage et al., 2014; McCarron et al., 2014).

Les phases mobiles wutilis®es pour |l es colonnes ZI
de | dacide formique dans | es deux phases. BRa s®p
Hellenas, 2008) ou en mode gradient (Faassen et al., 2012; Reveillon et al., 2014).

En ce qui concerne les colonnes TSK gelamide-8 0 et Zor bax Eclipse AAA, | ¢
en conditions de gradient de phases mobil es, ces
déoacide formi que ( FkGQaarenwtaln2084). al ., 2012; M

Les performances des diff®rentes m®t hodes util i s

dans le Tableau 15.

Tableau 14: inf or mati ons rel atives aux m®t hodes BMAA idans s ®e s
différentes matrices

Fidélité (%)
Auteurs Matrices Technique | LD LQ Répétabilité | Reproductibilit4 Rendement| Effets
de détection de récup (R)/ matrice
Exactitude (E
Scottetal.| Poissons LGFLD - 0,22 - - 6785% (R)* -
2009 Ho/g 6667% (R)**
Andrys et | Coquillagey LGMS/MS Meilleure - - - -
al. 2015 sensibilité ave
dérivation €4
NANHS plutdt
que ACQ
Réveillon ¢ Coquillageg HILIGMS/MS| - 0,15 - - 5679% (R)*| -6,3a
al. 2014 pa/g 6481% (R)** +7,3%
5,5a
+15,7%
Christensel Invertébrég LGMS/MS | 0,5 1,7 2,4% - 92% (R) ° +10%
et al. 2012 pa/g| pa/g

(*) Extraits non hydrolysés (BMAA libre); (**) Extraits hydrolysés (BMAA liée ou totale)

]
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3 Cylindrospermopsine

31 Traitement de | 6®chantill on
Extraction
Guzman-Guillen et al. (2015) ont optimisé et dévelo pp® une m®t hode pour | 6a

dans différents tissus de poissons : le muscle et le foie du Tilapia Oreochromis niloticus. La CYN
est extraite avec un m®l ange doéeau et dO6ACN (30:7

La CYN peut également étre extraite de filets de poissons (truite, poisson chat, saumon, char) et

de <crevettes en utilisant |l a m®t hode officielle
initial ement d®vel opp®e pour | danalyse des toxine
del a matrice avec une solution doéacide ac®tique °
0,22 Om. Lébextrait peut ensuite °tre anal y4® t el

ou par ELI SA apr s dil ut i o wiadedkehas,2@l?2). | 6eau d®i oni s
Purification

Léextrait obtenu selon | a pAtiHddka &E®v ellopp(®ed 1pca)r
sur cartouche SPE Bakerbond C18 (500 mg, 6 mL) pu
graphite poreux Bond Elute PGC (500 mg, 6 mL). La CYN est éluée avec une solution de MeOH

contenant 0,1% de TFA ; | 6 ®1 uat final est ®vapor
LC-MS/MS.
33 Trai tement de | 6®chantill on

Méthodes chimiques

La CYN peut étre analysée par LC-UV (Liu & Scott, 2011; Niedzwiadek et al., 2012) ou par LC-
MS/MS (Guzman-Guillen et al., 2015).

Les analytes sont s®par ®s sur colonnes en phase
stationnaires utilisées sont de chimie classique type C18 (Niedzwiadek et al., 2012) mais il peut

®gal ement sobéagir de phases inverses pr®vues spo®ci
tout en permettant |l 6utilisation deAgpQeresis®AQmobi |
(Guzman-Guillen et al., 2015; Liu & Scott, 2011).

Les phases mobiles wutilis®es avec des <colonnes
formate dédammonium et doéACN. DansiAf & Ganesis® ADeosr c ol o
pr®f re | 6utilisation du MeOH clodmn@N.s ol deaanut eotr gtk
composant les phases mobiles contiennent du TFA (Guzman-Gui | | en et al ., 2015)

ddéammoni &8§cot, 2011}

Les performances des méthodes LC-UV et LC-MS/MS sont présentées dans le Tableau 16. La
méthode LC-UV utii s ®e pour | 6analyse de poissons et -creve
MS/MS et ce, quels que soit les tissus analysés (foie ou muscle).

Méthodes biologiques

Les détails du test ELISA Abraxis utilisé par Niedzwiadek et al. (2012) ne sont pas mentionnés
dans | 6article mai s sont di s btto:iw.dbesiskits.com/ivid adr e s
content/uploads/2015/02/Cylindrospermopsin-Insert-R021215.pdf

Le test ELISA Abraxis a une LQ de 0,05 ug/g pour les filets de poissons et les crevettes ; cette
limite est 40 fois inférieure a celle de la méthode LC-UV (Niedzwiadek et al., 2012).
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Tableau 15: informations relatives aux m®t hodes util i s ®eC¥N ¢gansudifférenfeanal y s ¢
matrices
Fidélité (%)
Auteurs Matrices| Technique LD LQ Répétabilitf Reproductibilif Rendement| Effets
de de récup (R)| matrice
détection Exactitude (E
Guzman Poisons | LGMS/MS| F: 0,07 F: 0,12 - - F: 80%410% -
Guillen et al. ug/g ua/g (R)
2015 M: 0,002| M: 0,007 M: 9494.04%
Hg/g Hg/g (R)
Niedzwiadek ¢ Crevettes] LGUV - C,P:2 - - P: 67,89,3% -
al. 2012 poissons ua/g
Niedzwiadek ¢ Crevettes] ELISA - C, P: 0,05 - - C: 7%99,0% -
al. 2012 poissons ua/g P: 65,775,6%

F = foie; M = muscle; P = poissons ; C = crevettes

4 Nodularine

41 Traitement de | 6®chantill on
Extraction

Sipia et al. (2001) extraient la NOD de foies lyophilisés du Flet commun Platichthys flesus et du
cabilaudGadus mor hua par sonicati on -butaaa (BuDH) (MB:®J5a nge c
vivlv). Les extraits analysés par LC-UV sont préalablement purifiés sur C18 tandis que ceux
destin®s ~ °tre analys®s par ELI SA owli{PPysontddi nh
simplement dilu®s dans de | 6eau afin doabaisser |

Konkaanpéaa et al. (2002) ont testé quatre solvants différents sur les moules Mytilus edulis, les
tellines Macoma balthica et flets Platichthys flesus, pour I'extraction de la NOD: (i) eau/MeOH/n-
BUuOH (75:20:5 ; viviv), (ii) eau/MeOH/n-BuOH (65:30:5, v/viv), (iii) ACN/dihydrogénophosphate de
potassium 0,1 M (pH 4,8 ; 15/85; viv ), et (iv) du MeOH. Le mélange d'eau/MeOH/n-BuOH
(75:20:5; viviv) a été sélectionné comme solvant d'extraction, car générant moins d'interférences
lors de l'analyse. Ce mélange de solvants a été appliqué sur différentes matrices telles que des
foies de flets Platichthys flesus (Kankaanpaa et al., 2005; Karlsson et al., 2003a; Vuorinen et al.,
2009), des moules Mytilus edulis (Karlsson et al., 2003a), les foies et muscles de flet (Platichthys
flesus), de gardon (Rutilus rutilus) , ai nsi gue sur ddautr espingsoi sso
(Gasterosteus aculeatus), le hareng (Clupea harengus membras), et le saumon (Salmo salar)
(Sipia et al., 2007).

Débautres m®t hodes dobéextraction ont ®t ® util i s®es
certaines déentre el |l es utilisant du Me OH en di
aqueuse de MeOH a 75% a été testée pour extraire cette toxine de lyophilisats de moules (Mytilus

edulis) entieres, de foies de flets (Platichthys flesus) (Karlsson et al., 2003a) et de foies de truites

arc en ciel (Oncorhynchus mykiss) (Karlsson et al., 2005).

Une solution de MeOH © 70% contenant 1% doéacide triflu
lyophilisés de flets avant analyse des extraits par LC-MS ou Maldi-TOF-MS (Karlsson et al.,
2003b).

Des tissus (foies, muscles) de mulet Mugil cephalus ont subi une double extraction avec une
solution méthanolique a 80% (Stewart et al., 2012).

Wood et al . (2012) ont ext r aiParankparophl @ebifromHa@ec tne vi s s e
solution méthanolique a 90%.
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Avant do°t
tr i

e anal ys®s par isésldé Herde fled(BlatichtBys fieaus)tomt | | o
®t ® ex a S

r ns
t avec 100% de MeOH et dilu®s dans | 6e

Geis-Asteggiante et al. (2011b) ont extrait la NOD de tissus de poissons (poisson chat, Swai et

basa) avec une solution ACN/eau (75/25 ) contenant 1% doéacide formig

analysés tels quels par LC-MS/MS mais pour une analyse par ELISA, le solvant a été évaporé et

| 6acide formique neutr allHEIPpH®8BV)eCes auteurstoatrégalement( 1 M T

test ® pdbaowt®rdaigs es dbdextraction (i) de type Quect
une solution acidif®e de MeOH/ eau (75:25, v/v) ma
Avant déo°tre anal ys®s p arPlatiehthysSflasus) et eles motles {Mytilus d e |
edulis) ont ®t ® ®mi et t ®s dans | 6eau, centi fug®s p

doextraction ®tait de 90. 7% et 86. 9 %, respectivem

Ces m®t hodes dbéextraction ont ®t ® a pephhiquesus®ie s av
chimiques (LC-UV, LC-MS, Maldi-TOF-MSé) soit biologiques (ELI SA, PF
est de I 6analyse chimique, l es extraits sont anal
liquide, SPE) ; les extraits destinés a des méthodes biologiques sont générallement analysés sans

purification et aprés dilution afin de réduire la quantité de solvant organique qui perturberait la

détection du test biologique.

Purification

La SPE est la procédure de purification qui a été la plus utilisée et appliquée a des extraits obtenus

a partir de matrices biologiques diverses. Les cartouches en phase inverse ont été largement
utilis®es sur des extraits obt enBu®©H (75:2@ &;r wviv)r doéu
(Kankaanpaa et al., 2005; Karlsson et al., 2003a; Konkaanpaa et al., 2002; Sipia et al., 2001; Sipia

et al., 2007; Vuorinen et al., 2009). Konkaanpaa et al. (2002) ont testé deux types de cartouches

C18 (Bakerbond & Sep Pak).

Karlsson et al. (2005) ont également eu recours a des cartouches SPE en phase inverse (C18)
afin de purifier des extraits méthanoliques de truites arc-en-ciel et de moules. Ces auteurs ont
rapporté avoir observé des effets matrices en LC-MS/MS pour des extraits bruts (non purifiés) :
+30% pour des moules, -20% a -40% pour des foies de poissons. En revanche, aucun effet
matrice n6a ®t ® observ® apr s SPE, ° |-408oxcepti on

Geis-Asteggiante et al. (2011b) ont utilisé la partition liquideil i qui de avec | 6hexane
le contenu lipidique des extraits de poissons obtenus avec un mélange ACN/eau (75/25) contenant

1% doéacide formiqgue.

4.2 Méthodes de détection

Méthodes chimigues

LC-UV

Pour | danal yse -0\IledanalytdsEont semanés sur@ne colonne en phase inverse

C18 avec des phases mobiles de différentes compositions : (A) 0.01 M (NH4)2HPOA4, pH 2.0 et (B)

ACN (70.5:29.5, v/v) en mode isocratique (Konkaanpaa et al., 2002; Sipia et al., 2001) ; (A) eau et

(B) ACN |l es deux phases cont emachd @r, Dbi%e ndtd acd @leu tf
et al., 2003a).

La | ongueur ddéonde pour la d®tection de l a NOD
Konkaanpaa et al.,, 2002; Sipia et al., 2001). Konkaanpaa et al. (2002) rapportent des LQ
comprises entre 120 et 150 ng/g selon la matrice analysée (tableau 17). Ces auteurs font
également état de rendements de récupération bas (54-58%).

]
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LC-MS/MS

Comme pour les méthodes LC-UV, | a s®par at i onMSAN senfait généralement y s e L
sur colonne en phase inverse de différentes tailles (Geis-Asteggiante et al., 2011b; Kankaanpaa et

al., 2005; Karlsson et al., 2003a; Karlsson et al., 2003b; Karlsson et al., 2005; Sipia et al., 2007;

Sipia et al., 2006; Stewart et al., 2012).

Les phases mobiles sont généralement composéede (A) eau aci di fi ®e avec 0, 1
formique et (B) ACN (Kankaanpaa et al., 2005; Karlsson et al., 2003a; Karlsson et al., 2003b;

Karlsson et al., 2005; Sipia et al., 2007; Sipia et al., 2006); (A) eau et (B) ACN, les deux phases

cont enant id@formidoe (GéisaAsteggiante et al., 2011b).

Dobautres phase mobiles ont ®galement ®t ® utilis®e
deux 50 mM acide formique et 2 mM dbéammoniaque ('
(B) 95% MeOH aqueux,lesdeux phases contenant 0, 1% dbéacide f or

Quelles que soient les phases mobiles utilisées, les analytes sont séparés en mode gradient.

Différents types de spectrométres de masse ont été utilisés : triples quadripbles (Geis-Asteggiante
et al., 2011b; Kankaanpaa et al., 2005; Karlsson et al., 2003a; Karlsson et al., 2003b; Karlsson et
al ., 2005), trappes doéi onBOF{MR &arlbsensebah, 2603b). al ., 2003

La détection se fait en mode positif avec les ions précurseurs m/z 8255 et m/z 811,5
correspondant © | a NOD et | a desmet hyl NOD respec
est commun aux deux toxines (Karlsson et al., 2003a; Karlsson et al., 2003b; Karlsson et al., 2005;

Wood et al., 2012). Stewartetal. (2 012) ont sui vi | 6i on pr®curseur n
ions fragments (ou fils) m/z 135 et m/z 163. Les conjugués glutathion (GSH) de la NOD ont un

rapport m/z de 1132,5 (Karlsson et al., 2003b). Les conjugués cystéine (NOD-CYS) (m/z 946,5)

peuvent également étre détectés avec les conjugués NOD-GSH (m/z 1132,5) mais les conditions
analytiques utilisées par Karlssonetal. ( 2005) ndéont pas permis | a s®pa
correspondants aux conjugués NOD-CYS et NOD-GSH.

Geis-Asteggiante eta | . (2011b) ont eu recours “ une ionisat
| a NOD, en suivant | 6i on pr®curseur m/ z 823, 6.

Méthodes biologiques

ELISA

Des m®t hodes ELI SA ont ®t ® utilis®es pour | 6analy
la NOD et la MC sont de structure similaire, les kits ELISA ont généralement une bonne réactivité

cCroi s®e pour ces deux toxines ; cbest l e cas not
per met doobtenir des rendements de nré@loruge®ORt i on
di ssout dans de | d6eau (Sipia et al., 2001).

Le kit ELISA EnviroLogixTM présente également une bonne réaction croisée entre les MC et la
NOD (Kankaanpaa et al., 2005; Karlsson et al., 2003a) et a été utilisé dans de nombreuses études
p o u analykedde la NOD (Kankaanpaa et al., 2005; Karlsson et al., 2003a; Sipia et al., 2006;
Vuorinen et al., 2009).

Le kit EnviroLogix a une LD de 0,2 g/L pour la NOD (Kankaanpaa et al., 2005) et présente une
réactivité croisée pour les formes conjuguées des hépatotoxines, telles que les conjugués
glutathion (Kankaanpdaa et al., 2005; Karlsson et al., 2003a).

Geis-Asteggiante et al. (2011b) ont eu recours au test ELISA de la société Abraxis qui utilise un
anticorps dirig® contre | 6 ®©Dethex M&,rendis@ueAdod at alc o mmu 1
(2011) ont développé un test ELISA qui utilisent un anticorps monoclonal spécifique de la NOD
sans r®action croi s®e avec doautres toxines (<0. 4

]
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Les r®sultats du test ELI SA et d paraliéle par Sipladet ah. h i bi t
(2001) sont généralement concordants sauf pour les muscles de poissons. Des différences de

résultats entre méthodes ELISA et LC-MS/MS ont été rapportés ; ainsi Karlsson et al. (2003a) ont

obtenu des résultats supérieurs avec la méthode ELISA comparés a ceux de la LC-MS/MS, bien

gue | a m°me proc®dure dbdédextraction ait O®t®
fait gue |l es extraits analys®s par ELI SA n
analysés par LC-MS/MS, ce procédé de purification ayant pu entrainer des pertes de toxines. De

plus | 6ELI SA peut d®tecter |l es conjuguBSMEGSSH et C

tilis

u
dont

Kankaanp&2 et al. (2005) ont ®gal emenlbiensupdiqusr t ® ¢
(jusqud”™ un facteuMS 1;0)c €t tcee uki fdfe®rl ean cLeC ®t ant due
proc®dures dbéextraction, aux ef f etesGSHaldtactéscpars ai n

| 6ELI SA ma i-MS (paasitions non duid@es).

Contrairement aux travaux cités précédemment, Sipia et al. (2006) ont obtenu des résultats plus
faibles avec |l e -MBEMSERhOSA lddeal Y€e de foies et

Test doéoinhibition de | a prot®i ne phosphatase (PPI

Le principe du PPIA est basé sur la capacité de la NOD et des MC a inhiber les protéines

phosphatases, mai s ce test d®t ect e ®gal ement do
bi ol ogiqgue comme | 6acide okadapque patestRPAcbasp| e . S
surunesous-uni t® catalytique de | a prot®i ne phosphat a
test a ®t ® r®alis® " 37N1AC pendant 2 h, et | 6

r®cup®ration de | 6®t al on dde 63% CeNeOnigthatlé re siéeate queal ans |
la NOD libre.

Les r®sultats du test ELI SA et du test doéinhibit
(2001) sont généralement concordants sauf pour les muscles de poissons.

Test doéi nhi bi tphasphatadeimnuao cplarimétriguie (CEPPIA)

Contrairement au test PPI A classique, |l e CIPPI A
desMCetdelaNODvis-a-vi s des PP. La capaci t-ERaddtagerlaaPRPT i s ®r L
de | 6acttieonm°dnee cteotxi ne et dbébautres toxines de cyal

de base du test CIPPIA (Metcalf et al., 2001). Ce test utilise la sous-unité catalytique de la protéine
recombinante PP1 du muscle squelettique de lapin, exprimé chez Escherichia coli. Le Para-
Nitrophenyl phosphate est un r®actif qui sous | dac
le para-nitrophenol (p-N P ) d®t ect ® ~ 410 nm. Léaction sp®ci f|
détectée en comparant les résultats apres pré-incubation en présence du sérum pré-immun ou de

| 6anti s®r duhlh de | a MC

La LD pour la NOD est de 20 nM et elle est comprise entre 10 et 40 nM pour les variants de la MC
(10 nM pour la MC-LR). Le test CIPPIA est environ 40 fois plus sensible que la LC-UV ; les LD
sans étape de concentration sont respectivement de 10 et 400 ug/L (Metcalf et al., 2001).

Tableau 16: inf or mati ons rel atives aux m®t hoN@Dsdanstdifférene®es po
matrices

Fidélité (%)
Auteus Matrices | Technique LD LQ Répétabilit{ Reproductibili Rendement| Effets
de de récup (R)| matrice
détection Exactitude (H
Geis Poisson | LGMS/MS| <10 ng/g - - 1020% 94+10% (R)| -2+12%
Asteggiante  pojsson ELISA | 1.7 ng/g - - - - -
et al. 2011
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Fidélité (%)
Auteus Matrices | Technique LD LQ Répétabilit{ Reproductibilii Rendement| Effets
de de récup (R)| matrice
détection Exactitude (B
Karlssoet | Poisson (F) LGMS/MS| S: 4 pg - - - - ° +30%
al. 2005 Moules (CH EP: 13 pg (M)*
EB: 16 pc¢ 20 &
40% (P)*
Konkaanpé&{ Poisson (F) LGUV F: 150 ng/( - - P: 54% (R) -
et al. 2002 Moules M: 140 ng/ M: 58% (R)
(CE), Clam C: 120 ng/ C:-
(CE)
Sipieet al. | Poisson (F PP1 <10 ng/g - - Eau: 63% (R -
2001 P: 32% (R)
Poisson (F] ELISA <10 ng/g - - Eau: 84% (R -
P: 29% (R)
Metcalf et Eau CIPPIA 10 nM - - - - -
al. 2001
Zhou et al. Poisson ELISA | 0.16 pg/L - - - P:90.7% (R -
2011 M: 86.9% (R

(*) Effets matrices mesurés sans étape de purification ; C=clams ; M = moules ; P = poissons ; CE = chair entiére; F = fc
extrait purifié; EB= extrait brut ; S = solvant.

5 Microcystines

51 Traitement de | 6®chantil |l on
Extraction

Différents procédés ont été appliqués a différents types d'échantillons pour extraire les MC, que ce
soit sous forme libre ou totale (somme des MC liées aux protéines et des MC libres).

Williams et al. (1997) ont extrait des MC libres de moules avec 100% de MeOH. Les surnageants,

une fois combinés ont été évaporés a sec et le résidu « huileux » a été testé par PPIA. Lawrence

et al . (2001) ont utilis® une solution de MeOH
saumon, truite arc-en-ciel et brochet. Berry et al. (2011) et Suchy & Berry (2012) ont utilisé une
approche similaire en extrayant les MC de différentes espéeces de poissons (capucettes,
Chirostoma spp.; Goodea sp.; et carpes, Cyprinus carpio) avec du MeOH 75%, puis avec du

Me OH 75% contenant 0,,pabHémadénéisatiomneécaaiqu®t i g u e

Preece et al. (2015) ont test® et compar® quatre proto
mélanges de solvants : 75% ACN ; 75%, 90% ou 100% MeOH, sur des tissus de muscles dorsaux
de truite arc-en-ciel dopés avec un mélange de MC-LR, RR, YR et LW. Les meilleurs rendements
de récupération ont été obtenus avec 75% de MeOH. Cependant, appliqué & des échantillons de
moules, ce protocole a entrainé des résultats faux-positifs avec les tests ELISA anti-Adda. Selon

les auteurs, ces r®sultats pourraient °tre dus ° la | o
heures), suscept i-dttagtiondldcemposésariterfégents.| a c o

Cadel-Six et al. (2014) ont rapporté I'extraction de MC a partir de différents tissus de truites
juvéniles (branchies, foie, intestin, muscles) en utilisant un mélange eau : MeOH : BUOH (75:20:5)
avec un rapport échantillon - solvant de 10 mg de tissu lyophilisé/1 ml de mélange de solvants.

La MC-LR et ses conjugués gluthation (MC-LR-GSH) peuvent étre extraits de poissons (foie et
reins) avec une solution de 0,01 M EDTAiI Na2 (0,01 M) 1 5% acide acetique (Dai et al., 2008). La
m® me proc®dure dbéextraction a ®t® appliqu®e ~ des
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et crevettes (Macrobrachium nipponensi s) afin -HRBGSKtla MC-LtR et ke MC
conjugués cysteine (MC-LR-Cys) (Zhang et al., 2009).

L'utilisation de solvants organi gu als(2005) ensextraip as n(
les MC et la NOD a partir d'échantillons de truite, mulet, perche et poisson rouge en utilisant une

colonne en acier inoxydable comme cellule d'extraction. Les tissus de poisson mélangés avec du

sable ont été introduits dans la cellule d'extraction et les toxines ont été extraites avec de l'eau

acidifiée a pH 2 (HCI) et chauffée a 80°C, passée a travers la cellule & un débit constant.

Pour I'extraction des MC totales de différentes matrices, une procédure spécifique a été décrite
dans |l a |itt®ratur e; i sbagit téeatioh d'uwe padieadeilao n  d e
fraction Adda, I'acide 2-méthyl-3-méthoxy-4-phénylbutanoique (MMPB).

Cadel-Six et al. (2014) ont utilisé cette procédure sur des juvéniles de truites qui ont été digérés
par de la trypsine dans du tampon phosphate de Sorensen puis oxydés avec une solution de
KMnO4 ° 0,1 M et 0,1 M NaloO4, ° pH 9,0 p-d&/MAENt 4

Suchy&Berry (2012) ont extrait | es MC totales en ay
de KHCO3, KMnO4 et NalO4, suivied' une ®t ape doest®rification, p
permettre une microextraction en phase solide (SPME) et I'analyse par GC-MS.

Williams et al. (1997) ont déterminé la teneur en MC totales dans des moules en utilisant la
procédure d'oxydation avant l'analyse GC-MS. Les auteurs ont rapporté des différences
importantes entre les MC libres et totales avec moins de 0,1% de la charge en MC totales dans les
moul es susceptible dé°tre extraite avec du MeOH.

Purification

Des cartouches SPE ont été utilisées pour nettoyer différents extraits avant leur analyse par
diverses méthodes. Ainsi Cadel-Six et al. (2014) ont testé les cartouches Strata X et Oasis
hydrophilic-lipophilic balance (HLB) (60 et 30 mg, respectivement) et sélectionné les cartouches
Strata X. Ces auteurs ont également testé les cartouches Oasis HLB (200 mg) et SampliQ OPT
(150 mg) pour I'analyse des MC totales et ont indiqué que les SampliQ OPT ont été plus efficaces.

Différents types de cartouches peuvent étre utilisés en combinaison pour augmenter I'efficacité du
nettoyage ; ce fut le cas pour les cartouches Oasis HLB et silice Sep-Pak utilisées pour purifier les
extraits obtenus a partir de poissons, d'escargots et crevettes (Dai et al., 2008; Zhang et al., 2009).

Lawrence & Menard (2001 ) ont choi si une approche quelque pe
les échantillons de poissons sur des colonnes d'immunoaffinité sur lesquelles étaient immobilisés

des anticorps polyclonaux anti-MC-LR. La moyenne des rendements de récupération était de 73%

(MC-RR) a 87% (NOD).

5.2 Méthodes de détection

Méthodes chimigues

LC-MS

Plusieurs publications f ont-MSnemduronl Geaendlbéyuste | d Geax
déterminer le contenu en MC (Bogialli et al., 2005; Cadel-Six et al., 2014; Dai et al., 2008; Geis-
Asteggiante et al., 2011a; Hiller et al., 2007; Karlsson et al., 2005; Kohoutek et al., 2010; Mekebri

et al., 2009; Neffling et al., 2009; Ott & Carmichael, 2006; Wu et al., 2010).

Les toxines sont généralement séparées sur des colonnes en phase inverse de différentes
caractéristiqgues (Bogialli et al., 2005; Cadel-Six et al., 2014; Dai et al., 2008; Preece et al., 2015).

Bien que | a composition de | a phase mobile varie,
lesdeuxphases mobiles wutilis®es en mode gradient sont
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Les MC sont analys®es en mode doéionisation positi
précurseur mono- ou doublement chargé. Ainsi Cadel-Six et al. (2014) ont suivil6i on pr ®cur s
m/z 995,8 pour la MC-LR ([M+H]+) et deux fragments caractéristiques, m/z 135,3 (caractéristique

du fragment of ADDA) et m/z 213,3.

Dai et al . (2008) ont ®gal ement ch®[MsH]+ MizeO9S5Hui vr e
Les fragments rapportés comprennent notamment les ions m/z 599,3, 553,2, 866,4, 967,4, et

977, 4. Léion preRERG@GIKBearumner a @ap dvrCt m/z de 1302, 8.
([M+2H]2+, m/z 652,0) était également présent.

Bogialli et al. (2005) ont suivi plusieur s anal ogues de | a MC et | 6ion p
eux était doublement chargé (m/z 498 pour la MC-LR, m/z 520 pour la MC-RR).

Apr s | doxydation de Lemieux, -M®/ MBUPBo pse ulta °ft d reme
précurseur [MMPB+H]+ m/z 209,3, et trois fragments caractéristiques m/z 91,1, m/z 131,1 et m/z
191,1 sont observés (Cadel-Six et al., 2014).

LC-DAD

Lawrence et Menard (2001) ont analysé des échantillons de poissons purifiés sur IAC et analysés
par LC-DAD. La séparation des analytes a été réalisée sur une colonne C18 avec un gradient de

phases mobiles compos®es d'eau et d'" ACN, aci di f i
détection était de 238 nm.
GC-MS

Suchy & Berry (2012) ont analysé par GC-MS les fibres SPME aprés oxydation de Lemieux et
estérification méthylique d'échantillons de poisson. La fragmentation de l'ester méthylique du

MMPB en impact électronique (EI)-MS ne pr ®sente pas de pic corres;y
(M + 222), mais les fragments m/z 190, 135, 131, 91 et 75. Les résultats GC-MS correspondant

aux MC totales étaient naturellement beaucoup plus élevés que ceux par ELISA correspondant a

la forme libre des toxines.

Williams et al. (1997) ont également analysé des extraits de moules par GC-MS apres oxydation
de Lemieux et ils ont suivi les ions fragments m/z 176 et 117 détectés en El.

Méthodes Biologiques

Méthodes immunologiques

Berry et al. (2011) ainsi que Preece et al. (2015) ont rapporté avoir utilisé le kit ELISA Abraxis qui

cible de maniére spécifique unaci de ami n® bhido-9-mEtldorye2,i6,8-EmétByl-10-
phényl-4,6-d ®c adi ®noi que ®gal ement appel ® motif Adda. (
anticorps polyclonal anti-Adda a une bonne réactivité croisée avec au moins 80% des MC connues

par ce que | danticoprs est dirig® contre ce motif /
NOD.

Un test ELISA utilisant un anticorps monoclonal est également disponible dans le commerce ; il a
une tres bonne réactivité croisée avec tous les analogues de MC testés a ce jour, y compris le

motif Adda (Preece et al ., 2015) . Ces auteurs rap
ant-Adda dans | eur ®tude ®taient des faux positifs
monoclonal a significatve ment r ®duit | es faux posAddai fs par rap

Tippkotter et al. (2009) ont développé un test immunochromatographique en flux latéral sur
bandelette pour la détection rapide de la MC-LR grace a un anticorps anti-MC-LR. Des particules
d'or colloidales avec des diameétres de 40 nm ont été utilisées comme marqueurs de couleur rouge
pour les anticorps afin de permettre la détection visuelle de I'antigene. La LD atteinte est de 90
pg/kg de chair de moules.

]
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Test doéinhibitionatade(PHIAA pr ot ®i ne phosph

Le test déinhibition de |l a prot®i ne phosphatase
protéines phosphatases de la sérine/thréonine.

Williams et al. (1997) ont wutilis® un test doéinhi
déterminer la quantité de MC dans les échantillons testés.

Le potenti el doéi nhi bi t i osérinettheésning paolds MC daassdespextraits p h at a
de poissons a ® ® ®valu® au moyen dobéune m®t hode

(2011). Le produit fluorescent, ou 4-m®t hyl umbel | i f ®r on e, a ®t ® mesur @
" |l 6aide du Il ecteur de milex=3p0nmdeme=A60BIMot ek Synerg

Le test CIPPIA déja présenté pour la NOD a également été utilisé pour la détection des MC.
Contrairement & un essai classique d'inhibition des PP, le test CIPPIA cible spécifiqguement

| "activit® inhibitrice des MC et de | a NOD envers
d'"autres inhibiteurs dage, IR Palydulimd /A ou gncare ld tdutommyicidee o k a
(Metcalf et al., 2001).

6 Saxitoxines

6.1 Traitement de | 6®chantil |l on
Extraction

Le protocole d'extraction décrit dans la méthode officielle AOAC 2005.06 (Lawrence et al., 2005) a
été utilisé pour extraire les saxitoxines (STX) de diverses matrices : palourdes Venerupis pullastra,
Meretryx lyrata ; mactres Spisula solida ; moules Mytilus galloprovincialis (Ben-Gigirey et al 2012) ;
moules Mytilus galloprovincialis (Botelho et al., 2010); moules Mytilus sp., huitres du Pacifique
Crassostrea gigas, huitres Ostrea edulis, coques Cerastoderma edule, coquilles St Jacques
Pecten maximus, pétoncles Aequipecten opercularis, mactres Spisula solida et couteaux Ensis sp.
(Turner et al., 2014).

En bref, d 6 aeafficiale, lesaSTXs®rit éxtraites des matrices avec une solution a 1%
d'acide acétique dans un bain d'eau bouillante (100°C). Ben-Gigirey et al. (2012) ont introduit une
étape d'hydrolyse pour convertir la GTX6 en néosaxitoxine (NEO) pour laquelle un étalon est
disponible. La fraction 2 recueillie aprés passage sur cartouche SPE COOH est hydrolysée avec
une solution de HCI, dans un bain d'eau, et la réaction est stoppée avec du NaOH.

Déautres m®t hodes dbéextracti on Ainsittay@®eck®talr (A0pPetr t ®e s
Watanabe et al. (2014) ont respectivement extrait les STX de moules et coquilles St Jacques
Patinopecten yessoensis, en utilisant la méthode AOAC 959.08. Dans cette derniére, les toxines

sont extraites de la matriceachaud( 100 AC) avec une solution doHCI

Van de Riet et collaborateurs (2011) ont développé et validé une méthode LC-FLD, baptisée
méthode PCOX (pour « post-c ol umn oxi dation &), pour | OWwytilual ys e
edulis, les myes Mya arenaria, les coquilles St Jacques Placopectin magellanicus et les huitres
Crassostrea virginicus, aprés extraction des toxines dans bain-marie (100°C) avec une solution

doHCI ) 0,1 M. La d®prot®i ni sation des extraits e

Rawneta |l . (2009) ont extrait l es STX de crustac®s
extraits ont ensuite été dilués dans un tampon avant d'étre analysés par résonance plasmonique

de surface (SPR). Devlin et al. (2011) ont utilisé un tampon PBS (pH 7,2) pour extraire les toxines

de moules avant de purifier les extraits en utilisant un anticorps monoclonal (mAb) fixé sur des
microsphéres.

]
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Purification

Dans le cadre de la méthode officielle AOAC 2005.06, deux étapes SPE consécutives sont
appliquées. La premiere nécessite l'utilisation d'une cartouche C18 pour purifier I'extrait acide

obtenu a partir des matrices. Le passage sur cartouche échange d'ions SPE-COOH est utilisé

uni quement pour | es extraits pr ®al abl estoxinesN-pass ®s
hydroxylées. Trois fractions sont collectées a partir de la cartouche SPE-COOH ; elles contiennent
respectivement (i) les toxines C, (ii) les GTX avec les Bl et B2, et (iii) NEO, STX, et dcSTX (Ben-

Gigirey et al., 2012; Botelho et al., 2010; Turner et al., 2014).

Wat anabe et al . (2014) ont ®gal ement rapport® |0
extrait acide de coquilles St Jacques avant analyse par LC-FLD.

Devlin et al. (2011) ont utilisé une approche différente pour la purification. Le STX ont été piégées
par un anticorps monoclonal dirigé contre les GTX 2,3 (GT-13A) et couplé a des microspheres. Le
complexe mAb-microsphere est réutilisable ; un rendement de récupération de 92% a été rapporté
pour la STX en solution dans du tampon PBS, aprés 35 utilisations des microsphéres. Les
rendements obtenus pour les extraits de moules ont montré une bonne récupération de la STX
(jusgqu'a 84%), 62% pour les GTX 2,3 et moins de 1% pour la NEO et les GTX 1,4 indiquant un
faible niveau de réactivité croisée.

Oxydation

Les STX doivent étre oxydées avant l'analyse LC-FLD pour les rendre fluorescentes et
détectables. Dans le cadre de la méthode officielle AOAC 2005.06, les extraits purifiés sur
cartouche SPE sont ensuite oxydés en utilisant une solution de périodate ou de péroxyde avant
analyse (Ben-Gigirey et al., 2012; Botelho et al., 2010; Turner et al., 2014).

Le protocole dbéoxydation de | a m®t hode AOAC 2011
ligne, post-c ol onne, en pr ®swda ¢ériddate) mt améte e matsortie du tube de

r®action ° | 6int®rieur dugqguel se d®roule | doxydat
Wat anabe et al . (2014) ont ®gal ement u tcoldnmes ® un
légérement différent de celui de van de Rietetal. (2011) ; l e r®actif dodo.;
p®r i odique et | a r®action est stopp®e en ajoutant

6.2 Méthodes de détection
Méthodes chimigues
LC-FLD

Plusieurs auteurs rapportent avoir utilisé la méthode Lawrence (méthode officielle AOAC 2005.06)
(Ben-Gigirey et al., 2012; Botelho et al., 2010; Devlin et al., 2011; Rawn et al., 2009; Turner et al.,

2014). Les toxines sont séparées sur une colonne en phase inverse (C18) en utilisant un gradient

de phases mobiles ( A formate déammonium 0, 1 M; B : form
les deux phases étant ajustées a pH 6) et détectées par fluorescence (I exc = 340 nm, | em = 395

nm).

Ben-Gigirey et al. (2012) ont signalé que la moyenne des rendements de récupération obtenus
pour les dcGTX2,3 étaient, en général, faibles (53,1 a 58,6%). Le coefficient de variation de
reproductibilité pour les dcGTX2,3 dans tous les échantillons analysés variait de 28,2 a 45,7%, et
les valeurs HorRat variaient de 1,5 a 2,8.

Les extraits de moules peuvent entrainer une suppression du signal de fluorescence pour les

dc GT X2, 3, GTX2, 3 et GTX1, 4, tandis qudune augmen:
dcSTX, B1, dc NEO et NEO (Botel ho et adamme étalénl 0) ,
en matrice est recommandée afin de minimiser ces effets préjudiciables pour la quantification des

toxines.

]
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Turner et al. (2014) ont adopté une approche semi quantitative de la méthode de Lawrence en

réalisant une oxydation périodate apres la purification des extraits sur cartouches SPE C18 ; cela a

pour effet ddéentrainer une surestimation des ten
moyenne, par rapport aux niveaux toxiques obtenus en utilisant la méthode quantitative.

Dans le cadre de la méthode PCOX (van de Riet et al., 2011), deux types de conditions
chromatographiques sont utilis®es pour | a s®par at
des toxines C de l'autre. Les deux sets de conditions nécessitent l'utilisation de colonnes en phase

inverse, bien que présentant des caractéristiques différentes. La phase mobile utilisée pour les

STX/ GTX est compos®e doheptane sulfonate contre d
toxines C. Les deux phases mobiles sont utilisées dans des conditions de gradient. Les longueurs

d'ondes de détection sont de 330 nm pour I'excitation et 390 nm pour I'émission.

Dans la méthode LC-FLD de Watanabe et al. (2014), la séparation a été réalisée sur une colonne
en phase inverse avec une phase mobile (30 mM de tampon de phosphate d'ammonium
contenant 2 mM d'heptane sulfonate a pH 7,1 / ACN; 96/4 v/v) dans des conditions isocratiques.
Les longueurs d'onde de détection sont de 330 nm pour l'excitation et 390 nm pour I'émission.
Cette méthode permet de détecter et quantifier la STX en utilisant dcSTX comme étalon externe.

LC-MS

Poyer et al. (2015) ont développé une méthode LC-MS basée sur les principes de
chromatographie liquide d'interaction hydrophile (HILIC) et la mobilité ionique (IM) pour séparer et
analyser les STX. Toutes les toxines sont analysées en mode d'ionisation positive mais les GTX
peuvent également étre analysées en mode négatif pour une meilleure sensibilité. Le couplage
complémentaire HILIC-IM-MS permet la différenciation de tous les analogues étudiés ; la
séparation des isoméres des GTX est réalisée dans la dimension HILIC tandis que les analogues
non sulfatés sont séparés en IM-MS.

Méthodes biologiques

Méthodes immunologiques

Kim & Choi (2015) ont développé un dispositif de phase stationnaire liquide sur puce, composé
d'une chambre de dépdt d'échantillon reliée a une chambre de détection par l'intermédiaire d'un
canal. Les différents réactifs (tampons, anticorps anti-STX, STX-péroxydase de raifort (STX-HRP)
et protéine G couplée a des particules magnétiqgues (G-MP)) et I'échantillon contenant les STX
sont ajoutés a la chambre d'échantillon. Un aimant est placé sous le dispositif et déplacé de la
chambre d'échantillon vers la chambre de détection remplie de solution substrat de HRP (3,3',5,5'-
tétraméthylbenzidine). L'absorbance de la solution est lue @ 650 nm avec le lecteur de plaque.

La STX-HRP et la STX présentes dans I'échantillon se fixent de maniére compétitive a I'anticorps
anti-STX attaché au complexe G-MP, qui est utilisé comme phase solide. Par conséquent, la
guantité de STX-HRP liée aux particules magnétiques est inversement proportionnelle a la
concentration de I'échantillon en STX. La limite de détection du procédé est inférieure a 800 ug
STX eg/kg.

Le kit Jellet Rapid Testing pour STX est un test immunologique compétitif dans lequel les toxines

dans I'échantillon sont en concurrence avec la toxine fixée sur la ligne test de la bandelette. En
I'absence de toxines dans I'échantillon, des particules d'or et leurs anticorps associés se lient a la
toxine sur la ligne test et forment une ligne rouge visible (Laycock et al., 2010). La LD de la STX

est de 250 pg STX 2HCI eqg/kg. Certains congéneres de la STX ont une réactivité croisée faible
avec | danticorps (GTX1, 440%) 8e%qui reNcEI€ur détactior ;difficdeceS T X :
entraine une sous-estimation du contenu toxinique.

Rawn et al. (2009) ont rapporté I'utilisation de la méthode SPR pour l'analyse des STX. Les LD
(0,55 a 71,3 ng/mL) étaient supérieures a celles déterminées par HPLC (0,16 a 1,29 ng/mL). En
outre, les analyses SPR ont généralement donné des niveaux en STX plus élevés que ceux
obtenus par HPLC ainsi que des faux positifs et faux négatifs.

]
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Bioassais
Un bioessai sur souris (BES) a été développé par Sommer et Meyer (19 3 7 ) pour | danal
toxines du groupe de | a STX. Ce BES devenu m®t ho

959.08) est pour | 6instant la m®t hode de r ®f ®r e
mollusques (réglements (CE) N°2074/2005 et N°1664/2006). Ce test quantitatif a une limite de

d®t ection de 370 Og ®quivalent STX/Kg de chair.
Cylindrospermopsis raciborskii, productrices de toxines du groupe de la STX.

Des cultures de cladocéres Daphnia pulex Leydig et Moina micrura Kurs sont utilisées dans le
cadre du test congu pour détecter limmobilisation des cladocéres exposés aux STX en se
nourrissant de cyanobactéries toxiques (Ferréo-Filho et al., 2010). Les STX paralysent les muscles
de la seconde antenne, qui est responsable des mouvements de natation des animaux. Le nombre
de cladoceres actifs, immobiles ou morts est comptabilisé. Le niveau de sensibilité du bioessai
avec D. pulex est de l'ordre de 0,3 a 10,0 ng STX eqd/L et dans la gamme de 2,7 & 10,7 ng STX
eg/L pour M. micrura.

Un bioessai sur cafard moucheté peut étre utilisé pour détecter les STX (Ruebhart et al., 2011).

Les animaux de l'espéce Nauphoeta cinerea Olivier ont été utilisés pour ce bioessai. Avant

l'injection, les cafards sont anesthésiés en induisant un état de torpeur (coma froid). La solution est
ensuite inject®e dans | 6h®moc | e abdominale de 1
bioessai est le "knock down" (KD) (animaux incapables de se remettre dans une posture normale

lorsque retournés). La valeur KD50, a savoir la dose qui affecte 50% des animaux testés, est de

31,2 ng/g de poids corporel a 60 min.

Tests cellulaires

Un biocapteur a impédance utilisant des cardiomyocytes a été développé par Wang et al. (2015) ;

ce test utilise des cardiomyocytes de rats Sprague-Dawley (SD) et un capteur d'impédance pour

suivre les battements des cardiomyocytes. La STX n'a aucun effet sur I'amplitude de battement

des cardiomyocytes mais inhibe | a fr &@égueacedes des
battements par la STX est temps et concentration-dépendante. La LD rapportée est de 0,087

ng/ml pour la STX.

Le principe du test de ligand-récepteur (RBA) est la compétition entre la STX marquée ([*H]STX)

et la STX non marquée présente sousf or me doé6®t al on ou dans | ' ®chant
canal sodium voltage dépendant présent dans la membrane de cerveau de rat (Van Dolah et al.,

2009).

La LQ rapportée par ces auteurs est de 53 pug STX équivalents/kg de coquillages. Le rendement
de récupération de la STX dans des moules dopées est en moyenne de 121%. Les deux procédés
d'extraction utilisés (HCI 0,1 M et acide acétigue a 1%) ont montré une corrélation entre les
r®sultats obtenus, sachant gue | a meorhdedoxicitdd ' ext r
| ®g rement plus ®l ev®es. Les r®sultats du RBA et
toutefois des r®sultats un peu plus ®l ev®s pour |

7 Ciguatoxines

71 Traitement de | 6®chantill o
Extraction

Différentes conditions ont été utilisées pour l'extraction de CTX de la chair de poisson. Certains
protocoles comprennent un traitement thermique a 60-70°C de la matrice avant I'extraction
(Caillaud et al., 2012; Lewis et al., 2009; Stewart et al., 2010; Wong et al., 2014).

]
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Wu et al (2011) ont valid® un protocole dbéextrac
poissons des récifs coralliens pour extraire les CTX. Les toxines ont été extraites avec du MeOH

dans des conditions de pression et de chaleur (1500 psi, 75°C) et l'extrait final est dans 50% de

MeOH aqueux.

Les solvants ou m®|l anges de solvants wutilis®s pol
sont | 6acetone (Abraham et al ., 201 2Me@Hakptlhoaud et
et al., 2014) ou MeOH : n-hexane (3:1, v/v) (Lewis et al., 2009; Stewart et al., 2010; Wong et al.,

2014).

Purification

Des étapes de purification ne sont pas nécessairement requises pour l'analyse des matrices
étudiées; deux types de procédures de purification ont été signalées : le partitionnement liquide-
liquide et la SPE.

Des étapes de partition liquide-liquide utilisant du n-hexane et de I'éther diéthylique ont été
utilisées pour éliminer les interférences lipophiles et extrairelest oxi nes d' i nt ®r °t ,
de poissons (Abraham et al., 2012; Caillaud et al., 2012; Epelboin et al., 2014; Oshiro et al., 2010).

Concernant la purification en SPE, des cartouches C18 et silice (Si) ont été utilisées seules ou en
combinaison sur des extraits de différentes natures : chair de poissons (Abraham et al., 2012;
Lewis et al., 2009; Stewart et al., 2010; Wong et al., 2014; Wu et al., 2011) ; échantillons de sang
de poissons coralliens (Mak et al., 2013).

7.2 Méthodes de détection

Méthodes chimiques

LaLC-MS/ MS est wune technique tr s couramment utilis
matrices dont les poissons (Abraham et al., 2012; Lewis et al., 2009; Mak et al., 2013; Oshiro et
al., 2010; Wong et al., 2014; Wu et al., 2011).

Les toxines sont séparées sur colonnes en phase inverse (C6, C8, C18) de différentes

caract®ristiqgues avec des phases mobiles compos®e
formate ddbammonium, avec une ®I| ut iaaton peu égalendrde gr ad
avoir |l ieu en mode isocratique, comme | 6ont mo nt
compos®e dbébeau, de MeOH et dobéacide formique.

Les CTX sont d®tect®es en mode doéionisatioudo posit
mol ®cul aire MH+ ou sous forme dbébun adduit NH4 +
rapporté. Les ions fragments généralement suivis correspondent a la perte successive de

mol ®cul es dobéeau. Léadduit peut ®gal eematont °tre per

Méthodes biologiques

Méthodes immunologiques

Zhang et al. (2015) ont mis au point un test immunologique a base de peroxydase de raifort et
d'anticorps couplés a des nanoparticules d'or, ce dispositif étant lui-méme couplé a une
électrophorese capillaire (CE), avec une détection électrochimique (EC). Cette technique est un
procédé chimique et biologique hybride. La limite de détection pour la CTX-1B en utilisant I'analyse
immunologique CE-EC (0,045 ng/mL) est beaucoup plus faible que celle de la LC-MS utilisée pour
la comparaison (1,72 ng/ml). De bons rendements de récupération (89,4 a 107,5%) ont été
obtenus pour | "analyse dé®chantitlBons de poissons

Tsumuraya et al. (2010; 2014) ont mis au point un test ELISA sandwich utilisant deux anticorps
monocl onaux ( mAb) ant i CTX pr®par ®s ~ partir dor
naturelles. Ces mAb se lient de maniére spécifique a I'une des deux ailes des CTXS. Selon les

]

page 85 /262 juin 2016



Ansesr apport dbéappui scientifique et technique

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

mADb utilisés, cet ELISA permet de détecter les 51-hydroxy CTX3C, CTX1B et CTX3C d'une
maniere dose-dépendante a moins de 0,01, 0,28 et 0,8 ng/ml, respectivement. Aucune réactivité
croisée n'a été observée avec d'autres toxines telles que brévétoxines, maitotoxine et acide
okadaique.

Bioassais

Le bioessaisur souri s (BES) a ®t® wutilis® pour | 6analy
2014, Oshiro et al., 2010). Des différences ont été observées entre les résultats du BES et de la

LC-MS/ MS ; <cela pourrait °tre d3%% au fontidétectgswparled av an

BESetpasparlaLC-MS / MS en raison du manque do®tal ons (O
Tests cellulaires

Le test de cytotoxicité Neuro-2a a ®t ® utili s® pour | 6danalyse de
2012; Cailllaud et al., 2012; Wu et al.,, 2011). La LQ de ce test est estimée a 0,32 ng/kg
déo®qui valents tissus (Bottei n e avecadux de la2O-MI/NIS et I
(Wu et al., 2011).

Une autre |lign®e <cellulaire peut °tre eatelules s®e |
hybrides neuroblastome x gliome NG108-15 (Cafiete & Diogéne, 2010). Dans les conditions de
test, une EC50 de 0.006 nM a été rapportée pour un étalon de P-CTX-1.

8 Palytoxines

81 Traitement de | 6®chantil |l on
Extraction

La palytoxine (PLTX) et ses analogues (ovatoxines [OVTX], ostreocine-D [OST-D]) ont été extraits

débune grande vari ® ® dbéorgani smes marins : poi s s
crustacées, céphalopodes (Amzil et al., 2012; Biré et al., 2013; Brissard et al., 2014; Ciminiello et

al., 2011; Suzuki et al., 2013).

Les toxines sont extraites des différentes matrices avec du MeOH en concentrations variables
allant de 50% (eau:MeOH; 1:1, v/v) a 100% (Amazil et al., 2012; Biré et al., 2013; Brissard et al.,
2014; Ciminiello et al., 2015; Selwood et al., 2012; Suzuki et al., 2013). Amzil et al. (2012) ont testé

di ff ®rentes concentrations en MeOH et Il es meill eu
90% de MeOH aqueux. Ciminiello et al. (2011) ont également testé différents types de solvants

dont |l e MeOH, | 6ac®t one et Il 6 ACN, et ont rappor
rendement de récupération et effets matrices ont été obtenus pour 80% de MeOH.

Purification

Le procédé de partition liquide-liquide a été utiise pour | a puri fication doex
PLTX. Les sol vant s utili s®s sont | e dichl or omet

chloroforme (Suzuki et al., 2013).

La SPE a également été utilisée comme étape de purification avant analyse des extraits. Différents
types de cartouches ont été testés : cartouches en phase inverse (Strata-X (Biré et al., 2013;
Ciminiello et al., 2015; Selwood et al., 2012), Oasis HLB LP (Ciminiello et al., 2015)) et cartouches
HILIC (PolyLC (Ciminiello et al., 2015)). Ciminiello et al. (2015) ont comparé ces différents types
de cartouches et identifié la Strata-X 500 mg comme celle ayant les meilleures performances.

Selwood et al. (2012) ont introduit une ®tape dobéoxydati
traitementdes ®c hantil |l ons. Le processus dooxydation es
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p®ri odique ©° travers | a cartouche SPE retenant | e
ensuite élués de la cartouche et analysés par LC-MS/MS.

8.2 Méthodes de détection

Méthodes chimigues

LaLC-MS/ MS a ®t® wutilis®e pour | 6anal yse de |l a PL"
vari ® ® dbéborgani smes marins dont |l es poi ssons,
crustacées, et céphalopodes.

Les toxines sont généralement séparées sur des colonnes en phase inverse de différentes
caractéristigues mais Rossi et al. (2010) ont utilisé une colonne HILIC & la place. Les phases
mobiles sont compos®es dbéeau et doACN, acigdeg;f i ®s
ell es peuvent parfois contenir du formate dbédammon
gradient do6®l ution.

En LC-MS/MS les toxines sont détectées en mode positif. La PLTX et ses analogues peuvent étre

multi-c har g®e s, par C eéaurse@rgsuive pett étte Glé différenpes formes : [M+H]+,
[ M+2H] 2+ ou [ M+3H] 3+. En ce qui concerne | a pr ®:
(2015) ont rapport® que dans |l eurs conditions an

précurseur le plus intense.

Méthodes biologiques

Méthodes immunologiques

Boscolo et al. (2013) ont développé un test ELISA sandwich indirect pour I'analyse de la PLTX.

Trois types dobéanticor psPLsToXntpouwtri |pis®ger: I(6iantumg
immobilisé dans les puits de la plaque 96 puits), (ii) un anticorps polyclonal anti-PLTX (pAb-PLTX)

utilisé comme réactif de détection et (iii) un pAb dirigé contre le pAb-PLTX et conjugué a la HRP.

La pr®sence de PLTX dans | ' exddantprecedui®vatoalRker @
l'action de la HRP sur le substrat liquide, le 3,3,5,5-tétraméthylbenzidine. L'absorbance est lue a

450 nm. Cet ELISA sandwich a une LQ de 11 ug PLTX/kg de chair de coquillages et ne réagit pas

en présence d'autres toxines telles que l'acide okadaique, l'acide domoique, la STX, la
brévétoxine-3, ou encore les yessotoxines.

Test de cytotoxicité

LetestNeuro-2a peut °tre utilis® pour | danalyse doé®chan
2009). La spécificité de détection de la PLTX par le test Neuro-2a est accrue en utilisant de
|l 6ouabapune, un compos® qui agit ®galement sur | a
moules dopés avec de la PLTX a donné des résultats cohérents avec les niveaux de dopage en
étalon,bien que | 6EC50 soit plus ®l ev®e pour | es extra

Le potentiel hémolytique de la PLTX sur les globules rouges est exploité comme principe de base

du test h®mol ytique. Léutilisation dé@re duttebtrd®mcyt e s
cytotoxicité a été rapportée, respectivement, par Biré et al. (2013) et Brissard et al. (2014). Le test
hémolytique est plus sensible que la LC-MS/MS avec une LQ de 1,2 ug PLTX eq./kg (Biré et al.,
2013), et comme pour le test Neuro-2 a , uabhaideoest utilisée afin de confirmer la présence de
PLTX et ainsi sbassurer que | dactivit® h®mol yt
Ce test a ®t ® appliqu® - une grande diversit®
avec ceux de la LC-MS/MS (Biré et al., 2013).

i gu
do

Volpe et al. ( 2014) ont d®vel opp® wune autre approche r
électrochimique pour mesurer le niveau de relargage de lactate déshydrogénase comme
indicateur du potentiel hémolytique de la PLTX sur les érythrocytes de mouton.
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Test de fixation sur récepteur (RBA)

Alfonso et al. (2014) ont développé un test sur biocapteur SPR dont le principe de fonctionnement
est bas® sur | 6interaction de -ATRaseRérgiXcarent | douabap

9 Lipopolysaccharides (LPS)

91 Traitement de | 6®chantill on

Lindsay et al. (2009) ont test® et compar® quatr
(LPS) de cyanobacteries (Microcystis sp., Planktothrix sp., Aphanizomenon sp. et
Cylindrospermopsis raciborskii) : |l 6extraction ° base de m®Il ange
(Westphal et al ., 1952) , deux proc®dur e&sMoutdhe xt r a
1993; Hitchcock & Br o wn 1983) et un protocol &HahdoekxlO83)act i on
La m®t hode donnant | es meill eurs r®sultats est ce
prot® nase K et ribonucl ®ase A pour | dextraction
La proc®dure HPW est | a pl us c oesrLBSrena&iétutilisée sut i s ®e

des échantillons de cyanobactéries (Blahova et al., 2013; Keleti & Sykora, 1982; Mohamed, 2008;
Papageorgiou et al., 2004; Weckesser et al., 1974). Cependant, en raison du potentiel toxique du

phénol et des risques associésason utili sation |l ors de |l a proc®du
solvants lui sont préférés : mélange chaud de BuOH-e au o u diiméthiforiddmide-eau

( Mohamed, 2008; Papageorgiou et al ., 2004). Léef f
aététest ®e sur di ff®rentes souches de cyanobact ®r i
dépendante de la composition de la membrane cellulaire (Papageorgiou et al., 2004). Ces auteurs

ont conclu quoil ndest pas possibpeurdélapexti gaet i
endotoxines de cyanobactéries.

9.2 Méthodes de détection des LPS de cyanobactéries

Lysat dbéami bocyte de | imule (LAL)

La méthode de choix utilisée pour l'analyse des LPS est le test de lysat d'amibocytes de limule

Limulus polyphemus (LAL). Différentes approches peuvent étre utilisées pour la détection : le
principe de g®lification, bas® sur | a capacit® de
méthode chromogénique basée sur l'activation par les LPS d'une protéase qui catalyse le clivage

d'un substrat chromogene, résultant en un produit coloré mesuré par fluorescence ou UV.

Le principe de gélification a été utilisé par Keleti et Sykora (1982) et Mohamed (2008).

Léapproche chromog®ni que a ®t GonrdV ¢BEhowret ap 2Ql8;i cat i
Lindsay et al., 2009; Papageorgiou et al., 2004) ou par fluorescence, dans le cadre du systéme de
détection des endotoxines PyroGene rFC (Blahova et al., 2013).

Bioessai sur souris

Keleti & Sykora (1982) ont rapporté avoirut i | i s® un BES pour ®valuer I
purifiée administrée par voie intrapéritonéale a des souris femelles Swiss-Webster de 20g.
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Annexe 3: Grilles de lecture des articles relatifs a la contamination des
poissons par les microcystines

Le cartouche en haut de chaque grille | Ccontam, Cdepur» Reau indique si des informations sont disponibles
concernant :
Ceontam:! @ cin®ti que dbébaccumul ation des MC chez |l es poissol
Cuepur - la cinétique de dépuration des MC chez les poissons
Reaw:!l @ rel ation entre | a concentration en MC dans | es ti
Articles éligibles Reau
Référence Amé et al. (2010) Microcystin-LR, -RR, -YR and -LA in water samples and
fishes from a shallow lake in Argentina. Harmful Algae 9(1): 66-73.
Objectifs Etude de | a contaminati on dteslienpavec
|l es concentrations en microcystine
Type do6®tude Environnemental
Pays Argentine
Espéce(s) de poisson
étudiée (s) Odontesthes bonariensis : pejerrey*
Présente en Europe QUI (introduit en Europe)
Présente en France NON
Cyanotoxines étudiées Microcystines
Protocole expérimental 20 poissons doéun poids moyen de 5

Padres (station 1) en 2007 au cours de la saison séche (juillet/ao(t) et de
la saison humide (novembre/décembre).

Tissus/organes étudiés Muscle et foie

Voi e dobéexposi t| Mileunaturel

M®t hode db6anal|LC-MS-MS

MC libres uniquement : MC-LR, RR, YR et LA

Niveau de confiance de la 2

m®t h o caealysled LD = 0,5 pg/kg de poids frais dans le muscle, 0,15 pg/kg dans le foie

LQ = 1,5 ug/kg dans le muscle, 0,45 pg/kg dans le foie

Rendement > 80% pour les 4 variants de MC

Lien avec le nombre de Des pr® " vements dbéeau dodéau morntétés
cellules de cyanobactéries | réalisés sur 2 stations pour la mesure de MC intra et extracellulaires, la
ou la concentration en somme des 2 donnant la concentration en MC totales.

cyanot oxines 14

Résultats Dans | 6 e aionlacohcantratidnan MC totales était de 0,43 +

0,32 pg/L en saison humide et 0,22 + 0,05 ug/L en saison seéche.

Dans le muscle, la concentration en MC était de 2,2 + 1,3 ug/kg pf en
saison humide et de 4,9 + 2,0 pg/kg pf en saison séche (valeur max = 8,0
Hg/kg pf).

Dans le foie, la concentration en MC était de 67,3 £ 18,3 pg/kg pf en
saison humide et < LD en saison séche.

Une analyse statistique de corrélation (Pearson) a montré une

corr®l ati on entre | a concentratid
dissoutes) et celle dans le foie des poissons. En revanche, pas de
corr®l ation pour | e muscle (ni ave
Dominance de MC-RR dans | 6eau et dans | e

dans le muscle et le foie sont différents selon la saison.

Les auteurs signalent des modifications temporelles et spatiales des
profils en MC et recommandent | a i
surveillance intensive dans le lac.

4http://fishbase.mnhn.fr/country/CountrySpeciesSummary.php?id=4678&c code=032 ;
https://www.fws.gov/injuriouswildlife/pdf files/Odontesthes bonariensis WEB-7-14-2014.pdf
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Table 1
‘Water quality parameters, total MC, MC-LR, -RR, -LA and -YR concentrations in water from Los Padres Lake, evaluated during both dry and wet season of 2007
Parameter Station 1 Station 2
Wet Dry Average Wet Dry Average
DO (mgL™") 8.94 +023 848+ 015 8.81+0.30 15.40+ 0.00 14.26+124 14.69+1.12
Nitrites (mgL™") 0.070 £0.004 0.056 + 0.002 0.067 £0.007 0.082 £ 0.004 00490003 0.062 £0017
pH 903 +013 880+ 0.00 8.97+0.15 827+010 9244005 8.88+049
Phosphates (mgL bl 0.029 + 0,005 0.031+ 0,001 0.029 + 0.004 0.037 + 0.000 0039 +0.000 0.038 + 0,001
Total MC (pgL N 043 +032 022+ 005 0374029 023+ 001 14.96 +0.72 7.60 + 8.08
MC-LR (pgL-") 0.01+001 008+ 0.03 0.03 +0.03 0.00+ 001 0324009 0.16+018
MC-RR (pglL ) 039 +032 0.00+ 0.00 0294033 021+ 002 12374116 6.29 +6.70
MC-LA (pgl ') 0.02:£001 0.11+001 0.04 £0.04 002+001 214085 1.08+1.28
MC-YR (pglL '] 0.01+001 003+ 001 0.01+0.01 0.00+ 001 013 +0.00 0.07 +007
Table 2
MC concentration in liver and muscle of 0. bonariesis collected in station 1, Los
Padres Lake, during both dry and wet season of 2007,
Concentration of microcystin (,.Lgkg“ fresh weight)
Liver Muscle
Wet Dry Average Wet Dry Average
MC-LR 24=09 <LOD 1.2x1.4 <L0Q 1.0x1.0 0709
MC-RR 492+158 <=LOD 246=278 16=1. 3026 25x22
MC-1A 137+186 <LOD 6973 05=03 08=08 0706
MC-YR 19207 <LOD 09=1.1 =L0Q =LOQ <L0Og
Total MC 673183 <LOD 336372 22213 49zx20 39zx22
<LOD, below detection limit; <LOQ, below quantification limit.
MC-YR MC-YR Station 1
23% 13.6 %
MC-LR
":‘; LA 23%
MC-LR
364 %
MC-LA
50.0 %
MC-RR
90.7 %
Fig. 1. Relative distribution of MCT LR, i RR, i LA and 7 YR in water samples from Los Padres Lake sorted
by station and season: (A)wet season, (B) dry season.
MC-YR (B) MC-YR Muscle
2% 6%
MC-LR MC-LR
MC-LA MC-LA
231% 4% 16.9% 000K
MC-RR MC-RR
70.6 % 62.0%
© % Liver
C-LR
204% 36%
MC-RR
73.2%
Fig. 2. Relative distribution of MCi LR, i RR, T LA and i YR in liver and muscle of O. bonariensis from Los
Padres Lake separated by season: (A)muscle, wet season; (B) muscle, dry season; (C) liver, wet season.
Conclusion Pas de corr®l ation entre | a concen
ou dissoutes) et celle dans le muscle.
Pas de corrélation entre le muscle et le foie.
Corr®l ation entre | a conc eesoburdissoltes)n
et celle dans le foie.
Qualit® de | 6 @ Bonne
Commentaires
Informations
complémentaires
I I N N N =
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Ccontam

Référence Bieczynski et al. (2013) Accumulation and biochemical effects of
microcystin-LR on the Patagonian pejerrey (Odontesthes hatcheri) fed
with the toxic cyanobacteria Microcystis aeruginosa. Fish Physiology and
Biochemistry 39(5): 1309-1321.

Objectifs Etude de cin®tique de |l a d®cont ami
Type doé®tude Laboratoire

Pays Argentine

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Odontesthes hatcheri pas de nom commun®

Présente en Europe NON

Présente en France NON

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Expérience 1 : 3 poissons (13 g) ont été nourris avec des cellules intactes

de Microcystis aeruginosa (culture produisant uniguement de la MC-LR)

et 3 autres poissons avec des cellules éclatées. Les cellules ont été
mélangées a la nourriture pour poissons pour correspondre a la dose de
1,3 ug MC-LR/kg pc. Les poissons ont été sacrifiés 12haprées | d e x p

Expérience 2 : 90 poissons ont été répartis en 3 groupes : 1) nourris avec
la nourriture pour poissons, 2) nourris avec la nourriture pour poissons +
des cellules non toxiques éclatées de M. aeruginosa, 3) nourris avec la
nourriture pour poissons + des cellules toxiques éclatées de M.
aeruginosa a la dose de 1,3 ug MC-LR/kg pc ; 6 poissons ont été sacrifiés
a6,12,24et48h apr s |l 6exposition.
Tissus/organes étudiés Foie, intestin

Voi e dbdbexposi t| Orale,

M®t hode do6anal|GC-MS etinhibition de la protéine phosphatase (PPIA)

Oxydation de Lemieux et GC/MS pour les MC totales (libres + liées)

Niveau de confiance de la |3 (p a s LD ni LQ) . Re n d e6m2bntt 26% @emietixr
m®t hode dbéanal|GCIMS),72+6% (PP1A)
Lien avec le nombre de Non étudié, 1 seule dose testée.

cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d
Résultats Expérience 1 :

La concentration en MC totales (oxydation de Lemieux) dans le foie des
poissons était de 334 + 34 ug MC/kg chez ceux ayant consommeé des
cellules intactes de M. aeruginosa et de 349 + 1394 ug MC/kg chez ceux
ayant consommé des cellules éclatées.Cela montre que les poissons sont
capables de digérer les cellules de M. aeruginosa.

Expérience 2 :
Les foies ont été analysés par PPIA (MC-LReq libres) et par oxydation de

Lemieux et GC-MS (MC totales). Les profils de cinétique
ddaccumul ation sont diff®rents sel

Par PPI A, | a concentration diminue
elle remonte a 12h et 24h (ou elle atteint son pic a 5,95 pg MC-LReq/kQg)
et diminue a 48h (2,62 ug MC-LReg/kg).

ParGC-MS, |l a concentration augment e
(ou elle atteint son pic a 9400 pgMCtot/kg) puis diminue a 12h, 24h et
48h (75 pg MCtot/kg).

Les auteurs concluent que 66% a presque 100% des MC dans le foie
sont sous forme liée.

Les résultats suggérent que les MC liées aux protéines sont dégradées ou
excrétées puisque les concentrations diminuent avec le temps.

5 http://lwww.fishbase.org/summary/50822
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Pas de mortalité de poissons.

Table 1 MCLR accumulated in O. hatcheri liver and intestine, measured by Lemieux oxidation-GC/MS and Protein phosphatase
inhibition assay

Sample Pellet-GC/MS Supernatant—GC/MS Supernatant—PPIA

ng MCLR/g % Of dose ng MCLR/g 9 Of dose ng MCLR/g % Of dose

tissue® detected tissue detected tissue® detected
Intestine 3 h 22,881 317 - - 1363 £ 6 0.019
6h 4,658 6.5 105 0.15 5472 0.008
12h 3,385 4.7 79 0.11 1255 £ 5 0.017
24 h 710 1.0 - - 7.50 0.010
48 h - - 84 0.12 4.90 0.007
Liver 3 h 1,943 22 1,021 1.18 33 0.004
6h 9.400 10.9 186 0.21 1.3 0.002
12h 1,284 1.5 107 0.12 262+ 1 0.003
24 h 384 0.4 66 0.08 595+5 0.007
48 h 75 0.1 - - 2621 0.003

A dash indicates points were MCLR could not be detected
* Values correspond to pools of 3 individuals

® Values are mean £ SE obtained from 3 individuals

Conclusion La proportion de MC-LR sous forme liée représente de 66% a
presque 100% de la concentration totale en MC dans l'intestin et le
foie.

Relation non-linéaire entre la concentration dans le foie et la durée
déexposition que clbresauipaurlpsaviCirtotale® s
Qualit® de | 6 ® Trésbonne

Commentaires
Informations
complémentaires

H =N N = =
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Ccontami Reau

Référence Cazenave et al. (2005 erratum 2006) Uptake, tissue distribution and
accumulation of microcystin-RR in Corydoras paleatus, Jenynsia
multidentata and Odontesthes bonariensis: A field and laboratory study.
Aquatic Toxicology 75(2): 178-190.

Objectifs Etude de la contamination des poissonsd 6 un r ®ser voir e

Type dbé®tude Environnemental et en laboratoire

Pays Argentine

Espéce(s) de poisson Corydoras paleatus corydoras poivré®

étudiée (s) Jenynsia multidentata pas de nom commun?’

Odontesthes bonariensis pejerrey 8

Présente en Europe NON (sauf pour le pejerrey introduit en Europe)

Présente en France NON

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

Laboratoire :

10 J. multidentata et 10 C. paleatus prélevés dans un site hon contaminé
par MC ont été exposés 24h dans une eau a 50 ug MC-RR/L sous forme
dissoute (MC-RR synthétique). Les poissons étaient répartis en 2 groupes
de 5 individus, ils ont ®t® mis °
nourris pendant | édexposition. Un g
comportait 5 individus. Les poids moyens étaient respectivement de 1,9 et
1,5 g. Les tissus ont été analysés par pool.

In situ :

30 O. bonariensis (poids moyen 61 g) ont été prélevés en 2004 a 2
saisons (séche et humide) dans un réservoir (San Roque) avec une haute
incidence défflorescence de cyanobactéries. Les tissus ont été analysés
par pool de 5 individus, il y avait 3 pools pour la saison seche et 3 pools
pour la saisine humide.

Tissus/organes étudiés

Muscle, foie, intestins, cerveau, branchies, vésicule biliaire, sang

Voiedbexposition

Orale ou milieu naturel

M®t hode dobanal

HPLC-UV et LC/TOF-MS (MC-LR)
MC libres uniquement

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

2.

J. multidentata et C. paleatus LD muscle = 11 ug MC-RR/kg de poids
frais, LQ = 34 ug/kg. LD foie = 400 pg/kg et LQ = 1200 pg/kg

O. bonariensis LD muscle = 1,6 ug MC-RR/kg de poids frais, LQ = 4,8
pg/kg. LD foie = 16 pg/kg et LQ = 48 pg/kg.

Rendement déextraction > 80 %.

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxinesdans 1?6

Des pr ® v e me@ffloescehdealacyanabactéries ont été
réalisés au cours des 2 saisons en 2004 pour la mesure des MC-RR
extra et intracellulaire par HPLC-UV.

Résultats

Laboratoire :

Dans le muscle, la concentration moyenne de MC-RR était plus élevée
chez J. multidentata que chez C. paleatus avec des valeurs
respectivement de 110 + 40 pg/kg pf et 40 + 180 pg/kg pf.

Dans | e foie, cbest | d6inverse, I a
pa/kg pf chez J. multidentata et de 19630 + 10010 pg/kg pf chez C.
paleatus.

Les r®sultats montrent donc udekaM@-i
RR dans le muscle et le foie ainsi que dans le ratio muscle/foie selon

6 http://www.fishbase.org/summary/Corydoras-paleatus.html
7 http://www.fishbase.se/summary/Jenynsia-multidentata.html

8http://fishbase.mnhn.fr/country/CountrySpeciesSummary.php?id=4678&c_code=032 ;
https://www.fws.gov/injuriouswildlife/pdf _files/Odontesthes bonariensis WEB-7-14-2014.pdf
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les espéces.

In situ :

Dans | 6eau, | a conc e RRin@atellutaine avaeoiéy e n
entre 9650 pg/kg de poids sec durant la saison séche et 41590 ug/kg de
poids sec durant la saison humide. En revanche, la concentration en MC-
RR extracellulaire est toujours restée < LQ (valeur non précisée).

Dans | e @.baenariensis ladncentration moyenne en MC-RR a
varié entre 10 = 10 pg/kg pf durant la saison séche et 130 + 180 pg/kg pf
durant la saison humide.

Dans le foie, les concentrations étaient respectivement de 50 + 50 et 380
+ 550 pg/kg pf.

La concentration en MC-RR dans le muscle et le foie des poissons
suit donc | daugnemtianttiroanc edlel uUMGri r e

Table 1. Presence of MC-RR in different tissues experimentally exposed to dissolved toxin
(J. multidentata and C. paleatus) or naturally exposed to toxic cyanobacterial blooms (O.
bonariensis)

Fisch species MC-FF in fish tissue (pg/g fw) (accummulation factor)
Liver Gill Bram Muscle Intestine
J multidentata 162+ 073(324) 056+015(112) Traces (<LOQ) 0.11+£00422) =L0OD
C. paleatus 19.63 410,03 (392.6) 1404050 (28.0) LOD 0.04£001(0.8) 209+040(418)
Q. bonariensis ds: 0.05£0.03 ds: 0.02+0.03 LOD ds: 0.01 £0.01 ds: cyan. cells
ws: 0380355 ws: 0.04 0,05 ws:0.13+£018 ws: cyan. cells
year: 0.16 £0.32 year- (.03 +0.03 av: 005+0.11
Min: <LOD Min.: <1LOD Min: <LOD
Max: 1.01 Max.: 0.10 Max: 034

Accumulation factor is given within parentheses

Muscle Intestine  Muscle
5.0% 9.0% 0.2%

Gill
6.0%

Brain
traces

Gill
24.4% Fig. 1. Relative

distribution of MC-RR in
different tissues of fish:

(A) Jenynsia multidentata,

Liver Liver (B) Corydoras paleatus
(A) 70,65 (B) 84.8% (C) Odontesthes
bonariensis.

Muscle
21%

Gill
12%

Liver
67%
Les auteurs ont alaMC-RR@arla éoasprpnmaton dei o
100g de muscle par un individu de 70 kg et ont conclu que cela conduirait
a des dépassementsdelaDJTpr opos ®e mpaurla MCALR.MS

(&)

Conclusion

La concentration en MC-RR dans le muscle des poissons est plus
élevée lorsque la concentrationen MC-RR i ntracel |l ul a
est plus élevée.

Des concentrations importantes de MC-RR dans les muscles sont
détectées des 24h apréesle d ®b ubte xdpeo sliét i on.

L6 a ¢ ¢ u mu Heald MCeRR dans le muscle et le foie est différente
selon les espéces de poisson (non seulement sur la concentration
mais aussi sur la répartition entre les 2 organes).

Qualit® ee | 6@® Bonne

Commentaires Attention, | 6®tude ne -BRpasduxdutmes ®r ¢
variants de MC ce qui peut biaiser les conclusions pour la partie
environnementale de | 6®tude.

Informations
complémentaires

sson
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Cdeoura Reau
Référence Chen et al. (2006) In situ studies on the bioaccumulation of microcystins in
the phytoplanktivorous silver carp (Hypophthalmichthys molitrix) stocked
in Lake Taihu with dense toxic Microcystis blooms. Aquaculture 261(3):
1026-1038.
Objectifs Etude de la contamination des poissons pendant un an
Type do6®tude Environnemental
Pays Chine
Espéce(s) de poisson
étudiée (s) Hypophthalmichthys molitrix carpe argentée®
Présente en Europe oul
Présente en France oul
Cyanotoxines étudiées Microcystines
Protocole expérimental Descarpes ont ®t® plac®es dbéavril 2
filets dans la baie Meiliang dulac Tahudans | 6 obj ect i f
efflorescences de cyanobactéries. 5 carpes ont été prélevées chaque
mois et les tissus ont été analysés par pool de 5.
Tissus/organes étudiés Muscle, foie, intestins, reins, branchies, rate, vésicule biliaire, sang
Voi e dbéexposi t|Milieunaturel
M®t hode do6anal|LC-MS(LR, YR, RR etleurs métabolites Cys et GSH).
MC libres uniguement.
Niveau de confiance de la 3 (pas LD ni LQ)
m®t hode dbéanallRendement dde&8 pour G RRen81% pour MC LR
Lien avec le nombre de Des pr® vements dbdeau i nt@gigéRssr2( s
cellules de cyanobactéries |si tes ~ |1 6int®rieur du filet chaqu
ou la concentration en mesure de MC intracellulaires LC-MS.
cyanotoxines?d
Résultats Dans | 6eau, |l e pic de MC intracel!l
15,58 pg/L (somme MC-LR, RR et YR). La concentration a rapidement
diminu® en ao%t vers 5,5 Og/L puis
— 16 r
4l OLR
2.2} bl
S 10} ann
: o
= ra data mo data
g, /-
Jun. Jul. Aug. Sep. Oct. Nov. Dec. Jan. Feb.
Months
Fig. 2. Seasonal changes of intracellular MC-LR, -YR and i RR concentrations (eg/L) in the
water column of the large net cage where silver carp were stocked. Each value was the
mean of two sampling sites.
Dans le muscle des carpes,| 6 augment ation progr e
concentration en MC ne suit paslece
atteint 500 pg/kg de poids sec. Le pic est aussi en juillet avec 1244 ug/kg
ps puis la concentration diminue trés fortement en aolt a moins de 100
Og/ kg ps alors que la concentratio
MC-RR était la forme dominante, suivie de MC-LR.
Les auteurs suggerent que les carpes mangent préférentiellement les
colonies de Microcystis pour expliquer les résultats de juin.
9 https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/67275/tab/rep/METROP
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9
Muscle

MC contnet (ug g' DW)
=]
[=1]

04 ELR
0.2 =
0.0 i e e OYR
Apr. May Jun. Jul. Aug. Sep. Oct. Nov. Dec. Jan. Feb. Mar.
ERR
Months

Fig. 5. The seasonal changes of MC-LR, -YR and -RR concentrations in muscle of silver
carp collected from a large net cage in the Meiliang Bay of Lake Taihu detected by ESI
LC/MS2. Each value represents a mean of five individuals.

Dans le foie, un 1* pic est observé en mai, un autre en juillet (pendant le

pic d@fflorescence) sui vi doune r aoftietdsepterdbrerat I
un3*™pic survient en octobre. Comme
juillet, le profil dbédaccumul ati on
MC dans |-RRéhail aussiNeGorme dominante.
E a b Liver
s
2
8 o } :ﬁ: } t t t i
% Apr. May Jun. Jul. Aug. Sep. Oct. Mow. Dec. Jan. Feb. Mar.

Months

Fig. 5. The seasonal changes of MC-LR, -YR and -RR concentrations in liver

Les proportions entre les différents variants de MC sont variables en
fonction de | 6organe.

Les mesures ont aussi porté sur les métabolites LR-GSH; YR-GSH, RR-
GSH; LR-Cys; YR-Cys et RR-Cys. Seule la MC-LR-Cys a été détectée

dans des ®chantillons de rein et d
Par ailleurs, | 6analyse de |l a pren
qubéil y a une i nga&ladoncentmation deoMCalans i o n
| 6eau. Mi se en ®vi dencMCviale systtmede |
biliaire.

Conclusion En juillet, le pic de concentration en MC dans le muscle correspond
au pic de concentration en MC intr
juin et ao%t il néy a pas de (@mojuinm @
fotec oncentration dans | e muscle mai
forte concentration dans | 6eau et

La concentration en MC dans le muscle diminue rapidement aprés le pic
(des le mois suivant) mais on observe un bruit de fond pendant plusieurs

mois.
Qualit® de | 6 ® Bonne
Commentaires Les ®chantillons dbéeau nbéont ®t® p

ne pas étre représentatif de la concentration en MC tout au long de ce
mois. Il aurait été préférable de faire un prélévement par semaine. Il
aurait également aurait été souhaitable de mesurer les MC
extracellulaires.

Informations La carpe argentée est phytoplanctonivore. Microcystis représentait 84%
complémentaires de | a biomasse de p hsyntdeladapeac masn d 4
doéao ¥t
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Référence Chen et al. (2007) In situ studies on the distribution patterns and dynamics
of microcystins in a biomanipulation fish - bighead carp (Aristichthys
nobilis) Environmental Pollution 147(1): 150-157
Objectifs Etude de contaminationdes poi ssons ddédun | ac pe
Type dbé®tude Environnemental
Pays Chine
Espéce(s) de poisson
étudiée (s) Avristichthys nobilis carpe a grosse tétel0
Présente en Europe oul
Présente en France oul
Cyanotoxines étudiées Microcystines
Protocole expérimental Des carpes ont ®t® plac®es dbéavril

filets dans la baie Meiliang dulac Tahudans | 6 obj ect i f
efflorescences de cyanobactéries. 20 carpes (poids moyen 264 g en avril
a 2811 g en octobre) ont été prélevées chaque mois et les tissus ont été
analysés par pool de 5.

Tissus/organes étudiés

Muscle, foie, intestins, branchies, rate, reins, sang, vésicule biliaire

Voie dbdexposit

Milieu naturel

M®t hode dbéanal

HPLC-UV et LC-MS/MS (MC-RR, MC-LR et MC-YR et leurs métabolites
Cys et GSH). MC libres uniquement.

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

2 pour HPLC-UV (LD= 20 ug/kg de poids sec, LQ= 70 pg/kg de poids sec)
3 pour LC-MS/MS (pas LD ni LQ).

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Rendementd 6 extr acti on -RRe673%poprdIG-LR. MC
Pas®t udi ® dans cet article mais i/l
Chen et al. (2006).

Résultats

Dans le muscle des carpes, un pic de concentration est observé en juillet

(d®but ddaugmentation en juin et r
petits pics sont observés en octobre et décembre.
3o —0— liver
—— 75 -#- pallbladder
== = =
:=:| g 20 —a— spleen
5§ 13 —-+— kidney
=2 L '
Yo 10 .
<= 05
0.0 g "/f—l--—'
Apr. May Jun Jul Awg Sep Oct Mov Dec Jan Feb Mar
Months
Log e gill
E :? 0&- I’I"-. -+ hlmdl
=8 06+ P —— muscle
B {0
£y o004k i \
= w / \
== \

0.2

0.0 =
Feb  Mar

Sep I:'l Now
Months

Fig. 5. Seasonal changes of MC concentrations in tissues of bighead carp collected from a
large net cage in the Meiliang Bay of Lake Taihu detected by LC/MS

Si | 6on rapproche ces r®sultats de
mesur® | es MC intracellulaires dan
concentration en MC dans le muscle correspond au pic de concentration

en MC intracellulaires. En revanche, la concentration dans le muscle
diminue trés fortement an aodt alors que la concentration de MC dans

|l 6eau est encore ®l ev®e. tr@liendankla s ,

Apr. May Jun Jul Aug Dec  Jan

10 https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/67277/tab/rep/METROP

poi sson
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muscle en octobre ne correspond pas a une concentration élevée dans
| 6eau.

~— 16 r

I:‘ 14 | OLR

Szr N

5 10l ERR

"

£ O

o 6F

=] I r

g 2F g e data ne data

= 0 " 1 LB L ! J
Jun. Jul. Aug. Sep. Oct. Nov. Dec. Jan. Feb.

Months

Fig. 2. Seasonal changes of intracellular MC-LR, -YR and i RR concentrations (eg/L) in the
water column of the large net cage where silver carp were stocked. Each value was the
mean of two sampling sites.

Dans le foie, un pic de concentration est observé en juillet (correspondant
au pic de concentrat i on stglssleste quebdans u
Il e muscle, elle se poursuit jusqud

Les mesures ont aussi porté sur les métabolites LR-GSH; YR-GSH, RR-
GSH; LR-Cys; YR-Cys et RR-Cys. Seule la MC-LR-Cys a été détectée
(fréqguemment) dans des échantillons de rein.

Conclusion

En juillet, le pic de concentration en MC dans le muscle correspond

au pic de concentration en MC intr
ao(t et octobrei | néy a pas de corr®l atio
(ao(t, forte concentratondans | 6eau et faible ¢
muscle, en octobre pic de concentration dans le muscle et faible
concentration dans | deau) .

La concentration en MC dans le muscle diminue rapidement aprés le pic
(des le mois suivant) mais on observe des fluctuations les mois suivants

sans |lien avec |l es MC dans | 6eau.
Qualit® de | 6 ® Bonne
Commentaires Dans Chen et al . (2006) , |l es ®chan

fois par mois ce qui peut ne pas étre représentatif de la concentration en
MC tout au long de ce mois. Il aurait été préférable de faire un
prélévement par semaine. Il aurait également aurait été souhaitable de
mesurer les MC extracellulaires.

Informations
complémentaires

La carpe a grosse téte est phytoplanctonivore.
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Cdenur

Référence Dai et al. (2008). Simultaneous determination of microcystin-LR and its
glutathione conjugate in fish tissues by liquid chromatography-tandem
mass spectrometry. Journal of Chromatography B: Analytical
Technologies in the Biomedical and Life Sciences 862(1-2): 43-50.

Objectifs D®vel oppement dobun&lafaskie MG-loRect dd WG-lzRg €
GSH avec une étude de cinétique de décontamination

Type dbé®tude Laboratoire

Pays Chine

Espéce(s) de poisson Carassius auratus carassin doré, poisson rouge

étudiée (s) mais les auteurs font référence a « crucian carp » qui correspond au

carassin commun Carassius carassius il y a peut-étre une erreur
déattribution du nom | atin

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental 15 carpes (poids moyen 265 g) prov

dose unique de 100 pg/kg pc de MC-LR synthétique par injection
intrapéritonéale. 3 carpes ont été sacrifiées a 1, 3, 12 ,24 et 48h post

injecton.Les carpes ont ®t® mises =~ | el
Des poissons non traités ont été utilisés comme témoins.
Tissus/organes étudiés Foie, rein

Voie dbébexposit|ip

M®t hode db6anal|LC-MS/MS (MC-LR et MC-LR-GSH). MC libres uniquement

Niveau de confiance de la 1 (méthode validée en interne). LD = 7 ug/kg de poids sec, LQ = 20 ug/kg
m®t hode dbéanal|de poids sec. Rend®elmdi8% podriMELR at BEGAL i
75,7% pour MC-LR-GSH

Lien avec le nombre de Non étudié, une seule dose testée.

cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Résultats Pas de MC-LR ni MC-LR-GSH détectées dans les poissons témoins.
Dans le foie, la concentration maximale en MC-LR a été observée 1h
apr s injection s uihvetapresdidplateau adzh ome n

nouvelle diminution a 24 et 48h. LaMC-LR-GSH ne r epr ®s e
faible concentration dont le pic est observé a 24h post injection, suivi

déune diminution ° 48h.
" MCLR Fig. 5. The mean (n = 3)
U1 + [ —*—MC-LR-GSH liver concentrationi time
I profiles for MC-LR and
05r : | MC-LR-GSH after the
= L \ intraperitoneal injection
2 04 1 [ ™ of single dose of MC-LR
E oo : (100 pg MC-LR/kg bw)
£ U \| ) to crucian carps.
ool 1
=0
=
01 & e
- i & e L b -
s 3 12 24 48
Time'h
Conclusion Aprés injection ip de MC-LR, la concentration dans le foie diminue
rapi dement mais | 6®l i mination ndes

reste 35% de la concentration observée 1h post injection.

LaMC-LR-GSH ne repr®sente qubdbune faib
de celle de MC-LR).

Qualitéde | 6 ®t ude | Bonne

Commentaires
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Ccontami Cdepun Reau

Référence Dong et al. (2009) Effects of dietary cyanobacteria of two different sources
on growth and recovery of hybrid tilapia (Oreochromis niloticus x O.
aureus) Toxicon 54(3): 208-216

Objectifs Etude de de la cinétique de contamination/décontamination
Type dbé®tude Laboratoire
Pays Chine

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Hybride Oreochromis niloticus xOreochromis aureus tilapia

Présente en Europe OUl, O. niloticus en élevage (Allemagne, Belgique, Pologne)!!

Présente en France NON

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Des tilapias provenant dobéune p°che

répartis en 3 groupes : 1) témoin recevant une alimentation normale, 2)
nourris avec un régime enrichi de cellules séchées de cyanobactéries
provenant du lac Taihu (correspondant & une dose de 80 mgMC/kg de
poids sec), 3) nourris avec un régime enrichi de cellules séchées de
cyanobactéries provenant du lac Dianchi (correspondant a une dose de
410mgMC/ kg de poids sec). Apr s 60
poissons ont regu un régime sans cyanobactérie pendant 55 jours.

Les aquariums comportaient 8 poissons, il y avait 2 aquarium/dose.
3 poissons de chaque aquarium ont été prélevés a 30, 60, 90 et 115j.

Les cyanobactéries du lac Taihu étaient composées de 50% de
Microcystis aeruginosa and 50% de M. wesenbegii. Celles du lac Dianchi
étaient a 95% des M. aeruginosa.

A Ila fin de | 6®ude |l es poissons p
Tissus/organes étudiés Muscle, foie, visceres, reins

Voi e dbébexposi t|Orale

M®t hode dbanal|Elisa( ki tnstdute oflhgdiobiology, Wuhan, Chine)

MC libres uniqguement ? (les auteurs indiquent que leur méthode leur
permet de mesurer les MC liées aux protéines phosphatases 1 et 2)
Niveau de confiance de la 3 (pas LD ni LQ)

m®t hode dbéanallRendement d&B8x3%%acti on

Lien avec le nombre de La concentrati on mesurée, 2lddsaesdeuMCroiit été t

cellules de cyanobactéries |t est ®e s . L6identit® des variants d

ou la concentration en été recherchée.

cyanotoxines?d

Résultats Pendant |l a phase dbdaccumul ati on, I
augmenté entre J30 et J60 mais pas de maniére dose-dépendante. En
effet, malgr® | a diff®rence de dos
concentrations dans les muscles sont trés proches a J30 et J60.
A J60, | 6exposi ti onrAprasu3fjolMsde dép®dti®n, a

la concentration dans le muscle des poissons exposés aux
cyanobactéries du lac Taihu (la faible dose) a augmenté trés fortement
pour atteindre un pic & 2500 ug/kg de poids sec. Selon les auteurs, il y
aurait un transfert de MC du foie vers le muscle.

Pour | a forte 6asgmentanhdpnampas d
lente pour rejoindre la valeur observée avec la faible dose a 55 jours de
dépuration autour de 700 pg/kg ps qui correspond a la concentration
observ®e apr s 30 jours dbébexpositi

Dans les 2 cas, aprés 55 jours de dépuration, la concentration dans
le muscle est toujours élevée.

11 hitp://www.fao.org/docrep/t8655f/t8655f03.htm ; http://www.sypagua.com/elevage-aquaculture/tilapia-oreochromis-niloticus.html
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Fig. 10. Microcystin accumulation and depuration in muscle of hybrid tilapia.

Mean values with different lowercase letters represent the significance of AMt diet at each
sampling (P < 0.05); mean values with different capital letters represent the significance of
AMd diet at each sampling (P < 0.05); asterisks (*) represent significance between AMt and
AMd diets at each sampling (P < 0.05).

AMt = lac Taihu, AMd = lac Dianchi

Dans le foie, la concentration a J30 et J60 suit une relation dose-réponse.
Apr s |l éarr°t de | 6exposition aux
pour rejoindre aprés 55 jours de dépuration la valeur correspondant & 30
jours dbdbexposition.

A

8000
S ~ 6000
-
E 7 4000}
u.
& u
S = 2000
0 1 1 1 J

30 60 90 115
Sampling day

Fig. 10. Microcystin accumulation and depuration in liver of hybrid tilapia.

Conclusion La cinétique de dépuration des MC dans le muscle est différente
selon la dose. Pour la faible dose, une augmentation de la
concentration en MC est observée pendant la phase de dépuration
(@30jours)suiviedb6une di mi nut i.daurldforte 8oBe,if o
nédy a pas dobéaugmentation mais une
valeur observée avec la faible dose a 55 jours de dépuration autour de

700 ug/kg ps qui correspond a la concentration observée apres 30 jours
débexposition.

Dans les 2 cas, apres 55 jours de dépuration, la concentration dans
le muscle est toujours élevée.

Concernant | a ci n ®tugmentationddé la coccentnation a
dans le muscle et le foieenfoncton de | a dur ®e dobex
60 | dobemgsmasiddrélatiam flose-réponse dans le muscle, les
concentrations sont trés proches a J30 et J60 malgré la différence de
dose de MC.

La dépuration des MC dans le muscle et le foie est donc trés lente.
Qualit® de | 6 ® Bonne

Commentaires Poi ssons juv®niles au d®but de | 6@
Informations
complémentaires
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Ccontamy Cdeoura Reau

Référence Dong et al. (2011). Response and recovery of hybrid sturgeon from sub-
chronic oral administration of cyanobacteria. Environ Tox 26(2):161-170.

Objectifs Etude de la cinétique contamination/décontamination des poissons

Type dbé®tude Laboratoire

Pays Chine

Espéce(s) de poisson

etudiée (s) Hybride Acipenser baeri x gueldenstaedtii esturgeon12 et 13

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Des jeunes esturgeons (poids moyen

été nourris pendant 47 jours avec une alimentation enrichie en cellules de
cyanobactéries séchées provenant du lac Dianchi (90% Microcystis
aeruginosa) a la dose de 0, 26 600, 78 820 ou 201 030 pg MC/kg de

poids sec doéaliment. Les poissons
avec une alimentation sans cyanobactérie.
Les poissonsont été misajeun 24 h avant | e d®but

Chaque groupe comportait 30 poissons. Chaque dose a été testée en 5
réplicats. 3 poissons par aquarium ont été prélevées a 24, 47, 69 ou 90 j.
Tissus/organes étudiés Muscle, foie, viscéres

Voie dbébexposi t|Orale

Mét hode dodanal \Elisa( ki tnstduee oflhgdiobiology, Wuhan, Chine)

MC libres uniqguement ? (les auteurs indiquent que leur méthode leur
permet de mesurer les MC liées aux protéines phosphatases 1 et 2)
Niveau de confiance de la 3 (pas LD ni LQ)

m®t hode dbéanal|Rendement d®B8Xx3%5%.acti on

Lien avec le nombre de La concentration dans | 6deau nbéa pa
cellules de cyanobactéries |t est ®e s . L6i dentMiCt @achess | Vaxitami $ d
ou la concentration en pas été recherchée.
cyanotoxines?d
Résultats Pendant | a phase doéaccumulation, |
augmenté entre J24 et J47 de maniére dose-dépendante.
A J47, | b6expositi onprasu3 joMEdealép®rat®n, a

la concentration dans le muscle des poissons exposés aux doses faible et
moyenne a augmenté tres fortement pour atteindre un pic a 550 et 650
ug MC-LReg/kg de poids sec. Puis elle a diminué au 43°™ jour de
dépuration pour rejoindre lavaleur obser v®e apr s 24
Selon les auteurs, il y aurait un transfert de MC du foie vers le muscle.

A la forte dose, la concentration a diminué lentement pendant les 22 jours
de dépuration puis semble stabilisée 21 j plus tard.

Dans tous les cas, aprés 43 jours de dépuration, la concentration
dans le muscle est toujours élevée.

12
s https://inpn.mnhn.fr/espece/cd _nom/200254/tab/rep/METROP
http://sturia.com/the different types of caviar.html
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S Low dose

S ling t day . !
©) anpling time (fla7) Median dose,
£ go0 ~-La High dose
F] -o~-MCD
g _ 600 ——HCD Fig. 7. MC accumulation and depuration in
_; = muscle of hybrid sturgeon. Means with different
= =2 100 1 letters (ai d) represent the significance of LCD
é 20 P diet at each sampling time (P<0.05); Means with
2 é‘ 200 N different letters (Ai D) represent the significance
£ d of MCD diet at each sampling time (P<0.05);
; 0 Means with different letters (Hi K) represent the

significance of HCD diet at each sampling time
24 47 69 90 (P<0.05); Asterisk (*) represent significance
. between diets at each samplina time (P<0.05).
Sampling time (day)

Dans le foie, la concentration a augmenté entre J24 et J47 de maniere
dosecd ®pendante pendant | a ph aadieindgd a
lentement pendant les 43 jours de dépuration.

-~LCD Fig. 7. MC accumulation and
depuration in liver of hybrid
sturgeon. Means with different
letters (ai d) represent the
significance of LCD diet at each
sampling time (P<0.05); Means with
different letters (AT D) represent the
significance of MCD diet at each
sampling time (P<0.05); Means with
different letters (Hi K) represent the
significance of HCD diet at each
sampling time (P<0.05); Asterisk (*)
24 47 69 90 represent significance between diets
at each sampling time (P<0.05).

&

600 r

400

200 r

Microcystins in liver
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Conclusion

La cinétique de dépuration des MC dans le muscle est différente
selon la dose. Pour les 2 faibles doses, une augmentation de la
concentration en MC est observée pendant la phase de dépuration
(a 22 jours) suivie d @ne diminution (a 43 jours). Pour la forte dose, il
néby a pas dbéaugmentation mais une

Dans tous les cas, aprés 43 jours de dépuration, la concentration
dans le muscle est toujours élevée (proche de celle observée apres 24
jour s itiadh)expos

Concernant | a ci n®tugmgentationddé la coscantnaiidna
dans le muscle et le foieenfonct i on de | a dur ®e- dob
dépendante.

La dépuration des MC dans le muscle et le foie est donc tres lente.

Qualit® de

0 ®

Bonne

Commentaires

Poi ssons juv®niles au d®but de | 6@

Informations
complémentaires

sson

page 103 /262 juin 2016



Ansesr apport dbéappui scientifique et technique

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

Ccontam: Cdepuri Reau

Référence Dyble et al. (2011) A kinetic study of accumulation and elimination of
microcystin-LR in yellow perch (Perca flavescens) tissue and implications
for human fish consumption. Marine Drugs 9(12): 2553-2571.

Objectifs Etude de la cinétique de contamination et de décontamination

Type dobé®tude Laboratoire

Pays USA

Espéce(s) de poisson 14

étudiée (s) Perca flavescens perchaude

Présente en Europe NON

Présente en France NON

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Des perches juvéniles (9-14cm,5-29 g) provenant do

exposées oralement avec une paillette de nourriture pour poisson traitée
avec de la MC-LR synthétique a la dose de 5 ou 20 pg.

4 poissons de chaque dose ont été prélevés 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 17,

19, 21 et 24h aprés exposition.

2 groupes de 4 poissons ont été utilisés comme témoins : 4 poissons ont
été sacrifiés a Oh et les 4 autres a 24h.

Tissus/organes étudiés Muscle, foie

Voi e dbébexposi t|Orale

M®t hode do6anal| Elisapolyclonal (Envirologix)

MC libres uniguement

Niveau de confiance de la 3 (pas LD ni LQ)

m®t hode dbéanallRendement dbéextraction = @gl&sl8fsee.d an
Lien avec le nombre de 2 doses de MC-LR ont été étudiées.
cellules de cyanobactéries |Des pr ®l  vements dobébeau de | 6aquari
ou la concentration en concentrations de MC excrétées par les poissons.
cyanotoxines?d
Résultats 120 +
100 4 +* muscle
= liver
. 80 4
:il’. 60 -
= | |
40 - &
N
ROSER
a8 L ¢t | 01 %
0 5 10 15 20 25
Time point (h)

Fig 1. Concentrations of MC (ng MC/ g dw fish tissue) in yellow perch liver and muscle tissue
for time points 07 24 h after given a single oral dose of 5 eg MC-LR. Error is expressed as
standard deviation of four replicate fish.

Dans |l e foie, l e pic de concentrat
di minution jusqué”™ 20h et un pl ate

Dans le muscle, le pic de concentration est observé entre 12 et 16h suivi
ddéune diminution jusqud”™ 24h mai s
(les concentrations sont de 8,54 + 2,58 ug et 2,75 + 2,14 uyg MC-LReqg/kg
ps pour les doses de 5 et 20 ug).

Les auteurs suggerent un transfert des MC du foie vers le muscle pour
expliquer le décalage des pics.

Les profils de concentration dans les 2 organes sont similaires pour les 2

14 http://www.fishbase.se/summary/359
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doses testées et les concentrations sont du méme ordre de grandeur. ||
néy apaddenraation dose-réponse. Le pic de concentration dans
le foie est de 86,58 + 20,01 pg MC-LReqg/kg de poids sec pour la dose de
5 ug et de 96,19 + 21,56 ug MC-LReg/kg ps a la dose de 20 ug.

Dans le muscle, les valeurs sont respectivement de 41,38 + 51,49 ug et
30,35 + 25,75 pg MC-LReq/kg ps pour les doses de 5 et 20 ug.

Dans le foie des poissons témoins, les concentrations moyennes étaient
comprises entre 0,7 et 9,0 ug MC-LReqg/kg ps. Pour le muscle, elles sont
comprises entre 0,08 1,81 ug MC-LReqg/kg ps.

Les auteurs signalent que les poissons traités a 5 pug avaient un poids
moyen plus faible que ceux traités a 20 ug, ce qui peut avoir un impact sur
les cinétiques (12,6 + 4,8 g et 17,6 + 5,6 g respectivement).

Dans | 6eau de | daquarium, | es MC d
6h apr s | 6expos iladomentration en MC@ augmentd s
progressivement jusqud” 24h. Les 4
dosedeMC-LR admini str ®e aux poissons
aprées 24h.
120
# muscle
100 1 W liver

80 A +

60

40 + +
1
20 1
f " % } ¢ $ . L
IIO lli ZI{J 25
Time point (h)

ng MC g dw

o
Ln

Fig 2. Concentrations of MC (ng MC/ g dw fish tissue) in yellow perch liver and muscle tissue
for time points 07 24 h after given a single oral dose of 20 eg MC-LR. Error is expressed as
standard deviation of four replicate fish

Conclusion Dans le foie,la p has e d o6 aatteint unyit detcanaemtration entre
8etl0Oh apr s | 6exposition, suivie d
plateau a 24h a la faible dose.

Dans le muscle, le pic de concentration est observé entre 12 et 16h suivi
débune diminution jusqudéd”™ 24h mai s

Lesproflsde ddéaccumul ation/ d®purati on
sont similaires pour les 2 doses testées et les concentrations sont du
m° me ordre de gr armpaaerelation dosendpgnsea d

Les auteurs concluent a une rapide absorption de la MC-LR par les
poissons et une rapide élimination des MC libres en 24h.
Qualit® de | 6 ® Bonne

Commentaires
Informations
complémentaires
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Reau
Référence Hardy et al. (2015) Cyanotoxin bioaccumulation in freshwater fish,
Washington State, USA. Environmental Monitoring and Assessment
187(11).
Objectifs Etude de la contamination des poissons de 7 lacs lors dé@fflorescences de
cyanobactéries
Type do6®tude Environnemental
Pays USA
Espéce(s) de poisson truite arc en ciel (présente en France)
étudiée (s) crapet-soleil = perche soleil = achigan a petite bouche (présente en
Présente en Europe France)
Présente en France perchaude (NON présente en France, https://inpn.mnhn.fr)
poisson chat = barbotte brune (présente en France)
achigan a grande bouche (présente en France)
crapet de roche, (présente en France)
truite fardée (NON présente en France)
meunier a grandes écailles (NON présente en France)
sauvagesse du Nord (NON présente en France)
Cyanotoxines étudiées Microcystines
Protocole expérimental Des poissons de diverses espéces ont été prélevés entre mai et octobre
2010 puis entre juillet et septemb

Washington réguliérement affectés par des efflorescences de
cyanobactéries (Waughop, Ketchum, Cassidy, Pattison, Black, Anderson,

Spokane).
Le prélevement des poissons a été déclenché dés que les résultats de la
surveillance de | 6eau ®taient > 6

Seuls les poissons de taille comestible ont été analysés.

Les analyses de MC dans les tissus des poissons ont été réalisées sur

des pools de 5 individus (ou moins).

Tissus/organes étudiés Muscle, foie, intestins

Voi e dbéexposi t|Miieunaturel

M®t hode do6anal|Elisa(Envirologix anti-MC-LR et Abraxis anti-Adda) et

LC-MS/MS (MC-LR, MC-desmethyl-LR, MC-RR, MC-desmethyl-RR, MC-
YR, MC-LA, MC-LW, MC-LF, MC-LY)

Niveau de confiance de la 1 pour LC-MSM/S (validée en interne), LD = 0,5 pg/kg de poids frais

m®t hode dbéanal|3pourELISA(pasLDniLQ,rendement d o6 e xt r-34éstpouno n
ELISA anti-MC-LR et de 65% pour ELISA anti-Adda).

Un échantillon de muscle a été analysé 2 fois par ELISA anti-Adda et les
r®sultats ont vari® doéun facteur 2
de cette méthode est faible.

Le rendement dH@bRtestmesfaibleon ant i

Lien avec le nombre de Non étudié.

cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d
Résultats 7 échantillons de muscle de 2010 ont été analysés par les 2 ELISA. Les
concentrations estimées par ELISA anti-Adda étaient comprises entre 6,3
et 11 pg MC-LReqg/kg de poids frais et celles estimées par ELISA anti-MC-
LRentre 0,25et24puygMC-Req/ kg de poids frai-s
MS nbéa pas confir m® c a8 vamnaetsrecheechés c a
nba ®t ® d®tect® (dans 20 ®chantil]l

En 2011, seul e | 0 a-Adad ayés etalipéa du faiE dul S A
faible rendement dobéeMkMECkRacti on par

Les concentrations dans les muscles étaient comprises entre 2,0 et 5,9 ug
MC-LReg/kg de poids frais et dans les foies entre 35 et 132 ug MC-
LReqg/ kg de poids f rMSIMS dufdie@ aentfié lg BE-
LA comme seul variant présent avec des concentrations entre 2,5 et 14
ug/kg pf. Aucune MC détectée dans les échantillons de muscle.
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Table 6 ELISA results for MC in selected fish fillet samples from 2010 (eg/kg, wet weight)

Site/Lake Species Date Anti-Adda Anti-MC-LR
Arlington hatchery Rainbow trout 19 Apr 7.0 1.0
Cassidy Pumpkinseed 26 Aug 8.7 0.3
Yellow perch 26 Aug 17 0.8
21 Sep g0 0.5
Pattison Largemouth bass & Sep g2 0.3
Anderson Rainbow trout 27 Aug 6.3 22
Rainbow trout (dup.) 11 24
Rainbow trout 28 Aug 9.6 0.4

Conclusion Les auteurs recommandent d o6 uAddalpous e
|l es mesures de premi re intention

précision et sur le fait que les concentrations sont surestimées.

Les échantillons positifs doivent ensuite étre confirmés par LC-MS/MS.
Les concentrations dans le muscle de poissons de diverses espéces
prélevées lors d dfflorescence de cyanobactéries étaient faibles (2 a 11 ug
MC-LReg/kg pf par ELISA anti-Adda et < LD par LC-MS/MS)
Qualit® de | 6 ® Bonne

Commentaires

Informations La saxitoxine ont été recherchées dans quelques échantillons de muscle

complémentaires de poissons de 2010 et nda pas ®t @
uniguement pour la saxitoxine, analyse par ELISA avec un LD = 0,5-0,8
Hg/Kg).

L 6 a n a tam¥té neaherchée dans 20 échantillons de muscle de 2010
et dans |l es foies de 20I1-MS/MSLDF&6a p

ug/kg)
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Ccontamy Cdeoura Reau

Référence He et al. (2012). Quantitatively evaluating detoxification of the hepatotoxic
microcystins through the glutathione and cysteine pathway in the
cyanobacteria-eating bighead carp." Aquatic Toxicology 116-117: 61-68.

Objectifs Etude de la cinétique de contamination/décontamination chez le poisson
Type dbé®tude Laboratoire

Pays Chine

Espéce(s) de poisson s

etudiee (s) Aristichthys nobilis, carpe a grosse téte

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Des carpes (poids moyen250g) provenant doéun ®I

en 3 groupe de 54 et ont recu par injection intrapéritonéale soit 1) une

dose de 50 ug MC-LReg/kg pc, soit 2) une dose de 200 ug MC-LReg/kg
pc, soit 3) une solution saline (groupe témoin).

Dans chaque groupe, 9 carpes ont été prélevées a 1, 3, 12, 24, 48 et 72h
post injection.

La dose de MC a été préparée avec des MC-LR et RR extraites et

puri fi ®es " par dédifloresckbice colled@écah lacrDiamchi.l o
Les poissons ont ®t® mis$ionjeannd8
nourris ensuite. Les analyses de MC ont été réalisées sur des pools de 3.
Tissus/organes étudiés Muscle, foie, intestins, reins

Voie dbéexposit|ip

M®t hode do6anal|LC-MS/MS (MC-LR et RR et leurs métabolites Glutathion et Cystéine)
MC libres uniqguement

Niveau de confiance de la 2

m®t hode dbéanal|LDMCLR,LR-CysetLR-GSH :7 ug/kg de poids sec

LD MC RR, RR-Cys et RR-GSH : 5 ug/kg de poids sec
Rendement ddansxetfaiea 8%, 86% et 72% pour MC-LR, LR-
Cys, LR-GSH ; 95%, 91% et 64% pour MC-RR, RR-Cys, RR-GSH

Lien avec le nombre de 2 doses de MC ont été testées.

cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d
Résultats Pas de MC détectée dans les poissons du groupe témoin.

Les résultats des cocnetrations de MC dans les tissus sont présentés
séparément pour MC-LR (et ses conjugués) et pour MC-RR (et ses
conjugués).

MC-LR

Dans le muscle des poissons traités avec la forte dose, la MC-LR est
présente en forte concentration dés 1h post injection (autour de 18 pg/kg
ps) et la concentration reste stable pendant 48h avant de diminuer
légérementa 72h. MC-LR-GSH nbdéest d®tect ®e qubd
(trés faible concentration). MC-LR-Cys apparait 3h post injection en
concentration > a celle de MC-LR puis chute a 12h pour remonter a 24h.

Dans le foie, une faible concentration est observée 1h post injection et
cela reste stable pendant 48h-LRrGysa n
appara’t " 24h post injection etionag
dépasse celle de MC-LR.

A faible dose, les profils de concentrations sont tres différents. La MC-LR
est détectée dans le muscle 1h post injection puis disparait a 3h pour
revenir a 12h, disparaitre a 24h et atteindre un pic 72h post injection a

plus de 20 pg/kg ps. La concentration dans le muscle a 72h est donc plus
®l ev®e avec |l a faible dose qubavec

15 https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/67277/tab/rep/METROP
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Fig. 3. MC-LR, MCLR-GSH and MCLR-Cys content in liver, kidney, intestine and muscle of
bighead carp (Aristichthys nobilis) with 200 and 50 pg MC-LReg/kg bw Values are
expressed as means * standard errors for three replicates;

MC-RR

Comme pour MC-LR, la MC-RR est détectée dans le muscle des 1h post
injection aux 2 doses. La concentration dans le muscle est 10 fois plus
faible que celle de MC-LR.

Les concentrations fluctuent selon les temps de prélevement entre 1 et
72h ainsi que les toxines détectées parfois majoritairement MC-RR et
parfois MC-RR-GSH ou MC-RR-Cys. Pas de nette diminution & 72h post
injection. Pas de relation dose-réponse.

Dans le foie, a forte dose le pic de concentration apparait 1h post injection

alors quo” faible dose il appara’t
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Fig. 4. MC-RR, MCRR-GSH and MCRR-Cys content in liver, kidney, intestine and muscle of
bighead carp (Aristichthys nobilis) with 200 and 50 ug MC-LReg/kg bw Values are
expressed as means + standard errors for three replicates;

Conclusion

Pas derelation dose-r ®ponse de | accumul ati g
LR et RR dans le muscle.
Pas de nette diminution de la concentration 72h post injection, au

contraire cbest “ ce moment-LRattent| a
son pic a lafaible dose testée.
Qualit® de | 6 ® Bonne

sson
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Référence Ibelings et al. (2005) Distribution of microcystins in a lake foodweb: no
evidence for biomagnification. Microb Ecol 49(4): 487-500.
Objectifs Etude de la contamination des poissons dans un lac pendant 3 mois
Type doé®tude Environnemental
Pays Pays Bas
Espéce(s) de poisson Noms latins non précisés
étudiée (s) perche
gremille
éperlan
Présente en Europe oul
Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

25 poissons de chaque espéce ont été prélevés dans le lac ljsselmeer
entre juin et septembre 1999 sur 3 sites (Nord, Sud et milieu du lac).

Tissus/organes étudiés

Foie

Voi e dbébexposit

Milieu naturel

M®t hode dobéanal

HPLC-UV
MC libres uniquement

Niveau de confiance de la

3 (pas LD ni LQ)

cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

m®t hode dbéanallRendement doext lkeamricenvationdpesseit@dmont été
corrig®es par lrextomendement dbext
Lien avec le nombre de Des pr® vements dbdeau ont ®t® r ®I

octobre en 1997, 1998 et 1999 sur 6 sites pour la mesure de MC intra et
extracellulaires par HPLC-UV.

Résultats

Les auteurs ont
zooplancton, des moulesd 6 e a u

anal lephgteplancwrsle MC d 4
at des moigsons.

Dans | éeeflonescencende cyanobactéries a été observé chaque
année en septembre avec 10° particules/mL, dominé par Microcystis en
1997 et 1998 et par Planktothrix en 1999. Les concentrations en MC
intracellulaires en 1999 ont varié entre 0,21 et 10 pg MC-LReg/L pour les
moyennes des 3 sites au nord et des 3 sites au sud du lac.

Dans le foie des poissons, la concentration en MC était comprise entre 9
a 874 mg MC-LReg/kg AFDW (ash-free dry weight contents) avec une

forte variation selon | 0esp ce. La
chez la perche qui est carnivore (24 mg/kg) et plus élevéeche z | 6 ®p
qui est phytoplanctonivore (218 mg/kg).

Conclusion

Une forte variabilité de la concentration en MC dans le foie est observée
selon | 6esp ce deegifloréssence.bLa cpneamtthtion t
est plus élevée chez les phytoplanctonivores que chez les carnivores.

Pas de preuve de biomagnification des MC le long de la chaine
alimentaire.

Qualit® de | 0@

Bonne

Commentaires

Des résultats sont présentés sur la concentration en MC dans le
zooplancton (57 & 192 mg MC-LReqg/kg de poids sec) et dans des moules
déeau douce.

Informations

complémentaires

poi sson
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Présente en France

Demande « 2015-SA-0206 ¢ cyanot oxi nes et
Reau
Référence Jiang et al. (2014) Concentration and bioaccumulation of cyanobacterial
bioactive and odorous metabolites occurred in a large, shallow Chinese
lake. Bulletin of Environmental Contamination & Toxicology 93(5): 643-48.
Objectifs Etude de la contamination des poissons
Type do6®tude Environnemental
Pays Chine
Espéce(s) de poisson Carassius auratus carassin doré, poisson rOLige
etudiee (s) Hypophthalmichthys molitrix

carpe arglgntée
Coilia ectenes (Coilia nasus)  anchois

OUI pour C. auratus et H. molitrix , NON pour C. ectenes
OUI pour C. auratus et H. molitrix , NON pour C. ectenes

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

Des carpes (poids moyen 216 g), des carassins (poids moyen 167 g) et
des anchois (poids moyen 25 g) ont été prélevés en ao(t et en décembre

2012 dans |l e |l ac Chaohu (nombre d§
|l danchois n=15) .

Tissus/organes étudiés Muscle

Voi e dbéexposi t|Miieunaturel

M®t hode dodanal|ELSA(MC-LR, YR, LF, RR, LW)

Niveau de confiance de la 3 (pas LD ni LQ)

m®t hode dbéanal|lRendement dbe8&85r4Wwtdams | 6eau, 78,

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Des pr® " vement s 8 mpontétdréaliseusur’ sitese
en ao(t et en décembre 2012 pour la mesure des MC intra et
extracellulaires.

Résultats

Dans | 6 e a atratioh maximmaterert MC extracellulaires était de 1 ug
MC-LReg/L et celle de MC intracellulaire de 3,4 ug MC-LReqg/L en ao(t.
Les résultats détaillés ne sont pas présentés.

Dans le muscle des poissons, les concentrations en MC étaient comprise
entre :

16,6 et 27,9 ug MC-LReqg/kg de poids sec chez le carassin (omnivore)

4,4 et 8,8 ug MC-LReqg/kg de poids sec chez la carpe (phytoplanctonivore)
<IDet6,7ugMC-LReq/ kg de poids sec chez
Les concentrations moyennes étaient trés proches pour les poissons
péchés en aodt et ceux péchés en décembre.

Léanalyse statistique ndba pas mis
concentration en MC dans | ePoaouscl €
|l danchoi s, pas de corr®l ation astler
et la taille des poissons (pois ou longueur).

Conclusion Forte variabilité de la concentration en MC dansle muscles el on | 6

de poisson pendant une efflorescence : omnivores > phytoplanctonivores
> carnivores.

Pas de corrélation entre la concentration en MC dans le muscle et
celle dans | 6eau.

Pas de corrélation entre la concentration en MC dans le muscle et la
taille des poissons.

Qualit® de | 0@

Moyenne

Commentaires

Informations

complémentaires

16 hitps://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/67275/tab/rep/METROP

17 hitp://www.fishbase.org/Nomenclature/ScientificNameSearchList.php?Genus=Coilia
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poi sson

Référence Kagalou et al. (2008) Assessment of microcystins in lake water and the
omnivorous fish (Carassius gibelio, Bloch) in Lake Pamvotis (Greece)
containing dense cyanobacterial bloom. Environmental Monitoring and
Assessment 137(1-3): 185-195.

Objectifs Etude de la contamination des poissons

Type do6®tude Environnemental

Pays Grece

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Carassius gibelio carpe de Prusse, carassin argenté

Présente en Europe
Présente en France

Ooul
oul

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

10 carpes femelles (poids entre 716 et 1080 g) ont été prélevées dans le
lac Pamvotis en octobre 2005; 6 car pes provenant
maintenues en aquarium pendant 16 mois pour servir de témoin.

Tissus/organes étudiés

Muscle, foie, reins, gonades, intestins

Voie dbdexposit

Milieu naturel,

M®t hode dbéanal

Elisa anti-Adda (Abraxis)
MC libres uniguement

Niveau de confiance de la
m®t hode dobanal

3 (pas LD ni LQ)
Rendement dbéextraction 54 %

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Des pr® " vement s d20&m)wntékéeréabsésrcfague e
mois sur 2 stations de mars a octobre 2005 pour la mesure de MC intra et
extracellulaires par ELISA.

Résultats

Dans | oeeflarescencende cyanobactéries (10° cellules/mL) a été
observé en juillet dominé par Anabaena et en aot dominé par
Microcystis.

La concentration en MC extracellulaires a varié entre 0,31 et 2,4 pg MC-
LReg/L a la station 1 et entre 0,40 et 1,8 ug MC-LReg/L a la station 2.

La concentration en MC intracellulaires a varié entre 3,1 et 11,6 pug/L a la
station 1 et entre 3,2 et 11,3 pg/L a la station 2.

Le pic de MC intracellulaires a été observé en ao(t.

En octobre (date de prélévement des poissons), la concentration en MC
extracellulaires était de 2 pg/L et celle de MC intracellulaires de 4 pg/L
(pas de différence entre les 2 stations.

Dans les poissons,la concentration dans le foie était de 275,1 + 84,5 ug
MC-LReg/kg de poids frais et celle dans le muscle de 16,05 + 11,97 ug
MC-LReg/kg de poids frais

Pas de MC détectées dans les poissons témaoins.

Conclusion

L or s e dfffonestence de cyanobactéries, la concentration en MC dans
le muscle de carpe était de 16 + 12 yg MC-LReg/kg de poids frais.

Qualit® de | 0@

Bonne

Commentaires

La carpe de Prusse est omnivore.
Les auteurs recommandent une surveillance des MC dans les poissons
comestibles des lacs eutrophes et en aquaculture.

Informations

complémentaires
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Ccontam' Cdepur

Référence Lance et al. (2014) Evidence of trophic transfer of microcystins from the
gastropod Lymnaea stagnalis to the fish Gasterosteus aculeatus. Harmful
Algae 31: 9-17

Objectifs Etude de la cinétique de contamination des poissons par ingestion
dbescargot déeau douce contami n®s

Type ddé®tude Laboratoire

Pays France

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Gasterosteus aculeatus épinoche

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Des ®pinoches provenant edndéaérépBtiexen a

3 groupes de 21 individus, chaque poisson étant placé individuellement
dans un aquarium. Les poissons ont été nourris pendant 5 jours avec des
glandes digestddoeauddescar gbasgran
contaminées, non contaminés ou décontaminés. Les poissons ont ensuite
été suivis pendant 5 jours de dépuration (nourris avec des glandes
digestives non contaminées).

Les escargots (n=200) ont été nourris avec une suspension de
Planktothrix agardhii (en culture) a la concentration de 33 pug MC-LReg/L
(dmMC-LR, dmMC-RR,MC-YR) . Apr s 28 jours d
digestives de 100 escargots ont été extraites pour servir de nourriture aux
®pinoches. Les 100 escargots rest &
MC et nourris avec de la salade pendant 28 jours pour dépurer leur
glande digestive. Aprées 28 jours, celles-ci ont été extraites pour servir de
nourriture aux épinoches.

6 échantillons de foie et 2 échantillons de muscle ont été préleveés.
Tissus/organes étudiés Muscle, foie, reins, branchies

Voie dbébexposit|Orale(gl ande digestive dbdbescargots)
M®t hode doan al| Elisa(Envirologix) pourles MC libres et LC-MS/MS pour les MC totales
(libre + liées) par MMBP

Niveau de confiance de la 3 (pas LD ni LQ)

m®t hode doéanal|gisan:rendement doodext rceheetzi dmedse at 4o
négligeable (de 0,05 a 4,8% de différence entre les résultats avec matrice
et ceux avec méthanol, moyenne de 1,7+0,4%).

LC-MS/IMS: rendement déos%dat i meandemen
de 62-97%% pour MMBP chez | 6escargot
Lien avec le nombre de Noncar apport des MC par | 6ali ment g
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en

cyanotoxines?d
Résultats Dans | a glande digestive de libtees c a
étaient de 6,82 +0,24 mg/kg de poids sec et pour les MC liées de 11,61 £
1,63 mg/ kg ps apr s 28 jours dobéexp

Aprés 28 jours de dépuration, les concentrations étaient respectivement
de 0,44 + 0,05 et 6,25 + 0,85 mg/kg ps.

Dans les épinoches, les concentrations en MC libres sont plus élevées
dans | e groupe nourri avec | es gl 4
(3,9 £ 0,1 mg/kg ps dans le foie et 1,05 mg/kg ps dans le muscle) dont
63% des MC étaient sous forme liée.

Le groupe nourriaveclesgland es di gesti ves dobesc
une concentration en MC libres dans le foie et le muscle beaucoup plus
faible (0,3 mg/kg ps et 0,2 mg/kg), 94% des MC étaient sous forme liées
dans |l a glande digestive de |1 6escad
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Les auteurs concluentquelesr ®s ul t at s montrent (
liées a été séparée des protéines PPases et absorbée par les poissons.

Aprés 5 jours de dépuration, la concentration dans le foie et le muscle du

groupe nourri avec |l es glandes dig
fortement diminué (vers 0,3 ug/kg ps dans le foie et 0,4 mg/kg ps dans le
muscle). Les concentrations sont d

groupe nourri avec des glandes digestives décontaminées.
(I néy a pas eu de d®pur adepoissonsd ans

Les auteurs ndédont pas r®ussi ~ ana
poissons (probléemes analytiques dus a la teneur en lipides hépatiques).

Intoxication pericd Depuration period
: ;
=
E 35
£
= E]
&
T s
E
B s
E 1
4 &
2 a a c
L os - i .
o | Ml B - m
“depur snai” “Iniox snai “depur snal” “inlox snai”

Fish feeding treatments

Fig. 1. Free MC accumulation ( pg g~ DW) in different organs (liver, n =6, black
color; gills, n=2, deep grey; kidney, n=2, light grey: muscle, n = 2, white) of .
aaileatis fed during a 5-day intoxication pericds on snail digestive glands: (1)
highly MC-intoxicated (“intox snail®, 4-week exposure to MC-producing
cyanobacteria) or (2) low MC-intoxicated (‘depur snail”, 4-week exposure to
MC-producing cyancbacteria followed by 4 weeks of depuration ), and fed on MC-
free snail digestive glands during the S5-day depuration periods. Two different
letters (a, b or c) indicate significant differences in MC accumulation in liver
between groups analysed using the Mann-Whitney U-test.

Conclusion

Ces travaux mettent en évidence la contamination des poissons suite
alaconsommation d 6 e s s matucelbetment contaminés par les

MC. lls soulignent! 6i nfl uence de | a for me deé
liées) sur la concentration dans les tissus des poissons. Ainsi, dans

l e glande digestive de | 6escargmet ,
de |l a phase dbéexposition aux cyango
en phase de d®puration apr s | darr
biodisponibilité des MC pour le poisson est plus faible mais les MC restent
dans ses tissus plus longtemps puisqu 6 i | néy a pas de

concentration apres 5 jours de dépuration (foie, muscle).
Ces travaux montrent une certaine biodisponibilité des MC liées.

Qualit® de

0 @

Bonne

Commentaires

Ces travaux permettent doéexqgohsitatte er
dans les résultats des études sur la cinétique de dépuration des
poissons (puisque laquasi-t ot al i t ® dbdentre eux
la mesure des MC libres et ne prennent pas en compte les MC liées).

Informations
complémentaires

sson
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Demande « 2015-SA-0206 ¢ cyanot oxi nes et

Ccontami Reau

Référence Mitsoura et al. (2013) The presence of microcystins in fish Cyprinus carpio
tissues: a histopathological study. International Aquatic Research 5(1).

Objectifs Etude de la contamination des poissons pendant une efflorescence

Type dbé®tude Environnemental

Pays Gréce

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Cyprinus carpio : carpe commune

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental 30 carpes dbdun poids moyen decKarlakg

durant une efflorescence de cyanobactéries en mai et juin 2011.

10 carpes ont ®t® obtenues dbéune f
Tissus/organes étudiés Muscle, foie, reins
Voi e dbéexposi t| Mileunaturel
M®t hode do6anal|ELISA (Abraxis)

MC libres uniqguement

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

3 (pas LD ni LQ). Rendement de 72,6 + 2,12% pour le muscle, 77 = 2,5%
pour | e foie. Loeffet matrice est
entre les résultats dans la matrice et ceux avec le méthanol, avec une
moyenne de 1,9 £ 0.7%).

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Les MC intra et extracellul aires o
ELISA, au cours des mémes mois que ceux auxguels les poissons ont été
pr ® ev®s. Le protocole des pr®l ve

Résultats

Dans | 6 e a@fflorestanacedeas toncentrations en MC
intracellulaires étaient comprises entre 4,2 et 5,5 ug MC-LReq/L et celles
en MC extracellulaires entre 2 et 3 ug MC-LReq/L

Des MC ont été détectées dans tous les échantillons de poissons (20
poissons analysés). Pas de MC détectées dans des poissons témains.

Dans le muscle, les concentrations moyennes étaient de 114 + 25 ug MC-
LR eg/kg de poids frais en mai et de 108 + 33 ug MC-LR eq/kg de poids
frais en juin.

Table 1 MCYST concentrations in C. carpio tissues (ng/g), extracellular MCYST({pg/l) and
intracellular MCYST (pg/l) in May and June 2011

May 2011 June 2011

C. campio liver 732 + 350 35 + 156
mpic kidney 362 + 207 696 + 258

i muscle 114+ 25 108 £33
Extracellular 203 + 032 301 + 041
Intracellular 419+ 033 55+ 025

Values are given as mean = 5D. In all of the contral C. capio individuals' examined tissues, there were zem levels
of MCYST.

Conclusion

L o r s e dffforestence de cyanobactéries caractérisé par une
concentration de 2-3 pg/L en MC dissoutes et 4-5 pg/L en MC
intracellulaires, la concentration moyenne dans le muscle de carpes était
de 108 & 114 pg MC-LR eq/kg de poids frais.

La concentration dans le muscle est restée stable entre les 2 dates de

poi sson

pr® vement entre mai et juin 2011
alors que les poissons ont été exposés plus longtemps).
Qualit® de | 6 ® Tréshonne
Commentaires
Informations
complémentaires
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Référence Ni et al. (2015) Microcystin accumulation in bighead carp (Aristichthys
nobilis) during a Microcystis-dominated bloom and risk assessment of the
dietary intake in a fish pond in China. Environmental Science and
Pollution Research.

Objectifs Etude de contamination des poissons lors d 6 @ efflorescence

Type dbé®tude Environnemental

Pays Chine

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

18
Aristichthys nobilis carpe a grosse téte
oul
oul

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

5 carpes (poids moyen 1528 g) ont
d 6 e dgfflorescence de cyanobactéries dominées par Microcystis
aeruginosa de juin a ao(t 2009. Les mesures de MC ont porté sur des

échantillons poolés des 5 individus pour chaque tissu.

Tissus/organes étudiés

Muscle, foie, reins, rate, vésicule biliaire, intestins

Voie dbdexposit

Milieu naturel,

M®t hode dbéanal

LC-MS (MC-LR, RR, YR, LF, LY, LA, LW)
MC libres uniguement.

Niveau de confiance de la
m®t hode dobanal

3 (pas LD ni LQ)
Rendement dbéext r ach7,2% pour@-bRs 72,9% pourn
MC-RR, 64,7% pour MC-YR, 70,8 % pour MC-LF, 66,7% pour MC-LA,
70,1% pour MC-LW et 65,8% pour MC-LY

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Des pr® " vements 056 mpontétdréalisesien 4 miote
durant l&fflorescence entre juin et ao(t 2009.

Résultats

Dans |1@wréants de MC ont été détectés pendant I&fflorescence,
MC-LR était le variant majoritaire. La concentration maximale était de
12,24 pg/L (pour la somme de tous les variants).

Table3 MC contents (ug L) of four sampling sites in the fish pond,
China

MC vanants Site 1 Site 2 Site 3 Site 4
MCLR 4.08 3.26 1.52 2.87
MCRR 1.52 n.d 1.36 n.d.
MCYR 0.83 n.d 0.74 n.d.
MCLF 226 1.79 1.08 1.65
MCLA 0.69 n.d n.d. n.d.
MCLW 0.45 0.38 n.d. n.d.
MCLY 241 218 1.57 1.83
MCFR n.d. n.d n.d.

I-MCLR n.d. n.d n.d.

MCWR n.d. n.d.

n.d. not detected, V detected but unknown concentration, J-MCLR [D-

Glu-OC;H3(CH3)OH® [MCLR
Dans les poissons, 10 variants ont également été détectés dans les
différents organes mais les profiles different selon les organes. Dans le
muscle, MC-LR et MC-LW ont été détectés avec une concentration de
200 et 380 pg/kg de poids sec. Dans le foie MC-LR et MC-LY dominent
avec chacun une concentration autour de 400 pg/kg ps.

La concentration maximale dans le muscle pour la somme des variants
détectés était de 880 pg/kg de poids sec (et de 780 pg/kg dans le foie).

18 hitps://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/67277/tab/rep/METROP
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25
z
';"# 2
? = muscle
g 1.3 u liver
E - = intestine
2 m kidney
g

05 m spleen
ol ) I k L | = gall bladder
MCLR MCRR MCYR MCLF MCLAMCLW MCLY
Microcystin variants

Fig. 1 MC variant accumulation in different organs of bighead carps in the fish pond
Conclusion Lor s edfforestenceavec une concentration
12,24 ug/L, la concentration en MC dans les muscles a atteint une
concentration maximale de 880 pg/kg de poids sec.

Qualit® de | 6 ® Bonne

Commentaires
Informations
complémentaires

I B N
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Référence Papadimitriou et al. (2010). Accumulation of microcystins in water and
fish tissues: an estimation of risks associated with microcystins in most
of the Greek Lakes. Environmental Toxicology 25(4): 418-427.

Objectifs Etude de la contamination des poissons dans 13 lacs en Gréce.

Type do6®tude Environnemental

Pays Gréce

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

Carassius gibelio carpe de Prusse, carassin argenté
oul
oul

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

Des poissons ont été prélevés dans 13 lacs grecs (10 poissons/lac) au
printemps 2005. 6 poissons proven
16 mois dans un aquar i umrsewiede térdoin.

Tissus/organes étudiés

Intestin, foie, reins, ovaires, cerveau, muscle

Voie dbébexposi ti

Milieu naturel

M®t hode dbanal

ELISA anti-Adda (Abraxis-Microcystin 520011)
MC libres uniguement

Niveau de confiance de la
m®t hode sebanal y

3.
LQ=0.0210.07pgMC-LR eq/ L (pas LD), rends

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries

Des pr® "vements dbéeau int®gr ®s (
dans chaque lac a des sites utilisés pour des activités récréatives ou

ou la concentration en pour | dirrigation. Les MC ont ®t®
cyanotoxines?dgdi ssoute dans | deau ou associ ®es
Résultats Dans kEbebht6®cume, | es coeavéesontétéat i o

mesurées dans le lac Koronia avec respectivement 3,7 et 15,9 yg MC-
LR eg/L. Les concentrations les plus basses ont été mesurées dans le
lac Volvi avec respectivement 0,2 et 1,1 ug MC-LR eq/L.

"
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100
: j_tj_n._L
w0y -
Chimaditis Petron w Pamvotis

1

) -
-
-
| -
e
LW | |

Zazan Volvi

|

w0t
41~ILJI_JLJI~‘L.D_-gle-_JL_-_JL
= Mikri Prespa | it

"

"

-

w

»

[

" E
" Kerkin

™ il
w

)

u

n

o

n UK ov B Mu

-u s g3 EEl.nseefdil.yeas

EEE|aw

cmEEEESE

~uEEEEEES

Koronia

Doirani

MYCST's concentration (ng g-1)

w0 Kastoria

-mEEEEE
s EE:.}
2
9
g
E

Fig. 3. Microcystin concentrations (ng/g) in the tissues of Carassius gibelio, collected from 13 lakes in Greece. (In): Intestine,

(Li): Liver, (Ki): Kidneys, (Qv): Ovaries, (Br): Brain, (Mu): Muscle.

Chez les carpes, des MC ont été détectées dans les muscles des
poissons des 13 lacs. Ni les valeurs individuelles ni les moyennes par
lac ne sont présentées. Les concentrations moyennes les plus élevées
sont trouvées dans le foie (124,4 + 23,4 ug/kg de poids frais). La
concentration moyenne dans le muscle est de 7,1 + 2,5 pg/kg de poids
frais.

Pas de MC détectées dans les poissons témoins.
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Les auteurs ont estim® | dexpositi
300g de muscle par un individu de 60 kg et ont conclu que cela
conduirait a des dépassementsdelaDJ T propos®e par
des 13 lacs.

Conclusion Les r®sultats ne sont pr®sent ®s ¢
de données chiffrées pour les concentrations dans les muscles et dans
| 6eau, il nbest pas possirblitienentre c
ces 2 parametres.

Qualit® de | 6 ®t Moyenne

Commentaires Cette étude met en évidence des concentrations élevées de MC dans
des |l acs wutilis®s pour |l a p°che,

débusage r®cr ®atif. MCdasslecnustledest r at
poissons pourraient conduire a des expositions alimentaires pouvant
présenter un risque pour la santé du consommateur.

De plus, |l e rendement dbéextractio
peut induire une sous-estimation des niveaux réels de contamination
des muscles de poisson.

Informations
complémentaires

La carpe de Prusse est omnivore.

page 119 /262 juin 2016



Ansesr apport dbéappui scientifique et technique

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

Reau

Référence Papadimitriou et al. (2012a). Seasonally accumulation of microcystins in
the various tissues of an endemic and protected fish species (Rutilus
panosi) with different sizes. Clean i Soil, Air, Water 40(4): 402-407

Objectifs Etudedelacont ami nati on des poissons d

Type dbé®tude Environnemental

Pays Gréce

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Rutilus panosi, gardon

Présente en Europe OUI mais trés rare (liste rouge), endémique de quelques lacs grecs??

Présente en France NON

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental 160 poissons ont été prélevés dans le lac Pamvotis au cours des 4
saisons de | 6ann®e 2005 et ont ®t® 1

individus/saison.

10 gardons de différentes tailles provenant du lac Trichonis ont été utilisés
comme témoins. De plus, 6 carpes (Carassius gibelio)) pr ovenant
pécherieontété maintenus 16 moi s dans un aqu
MC pour servir de témain.

Tissus/organes étudiés Foie, muscle, rein, cerveau

Voi e dbdexposi t| Mileunaturel

M®t hode do6anal|ELISA anti-Adda (Abraxis-Microcystin 520011)

MC libres uniguement

Niveau de confiance de la 3.

m®t hode dodéanal|LQ=0020, 07 Og/ L, rendement dbéextr acq
dans | e muscle. Lbéeffet matrice ®t
différence entre les essais avec matrices et ceux dans le méthanol avec
une moyenne de 1,9%).

Lien avec le nombre de Des pr®l vedenstsr fl &de & wredété rébiis&chague
cellules de cyanobactéries | mois entre mars et octobre 2005. Les MC ont été analysées par ELISA

ou la concentration en sous forme dissout e da matieresérsagpension
cyanotoxines?ddans | 6®cume

Résultats Dans | 6eau, |l a concentrat i oloRedl pouar

les MC dissoutes.

Présence de Microcystis et Anabaena entre juin et mi-automne, avec
efflorescence visible en surface.

Dans | 6®cume, |l a concentrati-bReg/la v
14000 -
=
@ 12000 1 —empCYSTin water
§ 10000 -
8 goop. =—MCYSTinscum
|
g 6000 -
§ 4000
&
S 2000
= 1 .—-—-—&~_‘_./\—_‘
0 ' :
= o = £ = ) = 4
i} =
< £ = 2 = 32 & 8

Figure 1. Variation of MCYST concentrations in water and scum of Lake
Famwotis during the period March-October, 2005.

19 http://www.iucnredlist.org/details/135630/0
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Dans le poisson, des MC ont été détectées dans tous les échantillons de
tissus des poissons. Les échantillons témoins ne contenaient aucune
concentration détectable de MC.

La plus forte concentration moyenne a été trouvée dans le foie (407,97
32,53 ug MC-LReg/kg de poids frais). Dans le muscle, la concentration
moyenne était de 19,03 + 2,56 ug MC-LReg/kg de poids frais. La
concentration moyenne la plus élevée est au printemps alors que le pic de
cyanotoxines dans | deau et | 6®cume

Lédanal yse statistique (mod le |inga
a montré des différences significatives de la concentration en MC selon
les saisons, sauf pour les muscles et des différences significatives selon
la taille des poissons. Les individus de petite taille ont des
concentrations en MC dans le muscle significativement plus élevées
que les poissons de grande taille.

A) a0 W First Class
5 Second Class W First Class
] H 8econd Class

45 [ Third Class
[ Fourth Class

2
8
‘

I Third Class.
[0 Fourth Class

g

MCYST Concentration (ngid)
MCYST Conceniration (nglg)
8
i

Winter  Spring  Summer  Autumn
Seasons
C) D)
004 W FirstClass o W First Class
£l Second Class B second Class
w00 ] [1 Third Class 0 O Third Class
O Fourth Class w00 . @ Fourn Crass

MCYST Concentration ing/g)
MCYST Concentration (ng'g)

Seasons Seasons

Figure 2. MCYST concentration (ng/g) in (A) liver, (B) musde, (C) kidney, and (D) brain of A. panosi, belonging to different length classes, during winter,
spring, summer, and autumn

Les aut eur s o nitton asMCi par®@ cdnsbmmation de 300g
de muscle par un individu de 60 kg et ont conclu que cela conduirait a des
d®passements de |l a DJT propos®e pa

grande taille.

Conclusion Pas de corrélation entre la concentration en MC dans le muscle et la
concentration en MC dans | 6eau (di
Au sein ddédune m° me e dppettetaillelostsesi n d
concentrations en MC dans le muscle significativement plus élevées
que les poissons de grande taille.

Qualit® de | 6 ®t ud| Bonne

Commentaires

Le rendement ddé 4% tdansle foie, D1% damslés reins et
72.5% dans le cerveau et 70.6% dans les muscles ce qui peut induire des
di f f ®r e n estirsatiod den iveduxdréels de contamination.

Informations
complémentaires

Pour expliquer les concentrations en MC plus élevées dans les tissus des
poissons de petite taille par rapport a eux de grande taille les auteurs
avances 2 hypothéses : i) des régimes alimentaires différents, les petits
poissonssenourr i ssant plus dbdéal gues et |
zooplancton et de larves de mollusques ; ii) une capacité de détoxication

et/ ou doéextraction des MC moins ef

sson
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étudiée (s)
Présente en Europe
Présente en France

Référence Papadimitriou et al. (2012b). Assessment of microcystin distribution and
biomagnification in tissues of aquatic food web compartments from a
shallow lake and evaluation of potential risks to public health.
Ecotoxicology 21(4): 1155-1166.

Objectifs Etude de la contamination de la chaine alimentaredd un | ac g
(phytoplancton, zooplancton, écrevisses, crevettes, moules,
gastéropodes, poissons, grenouilles).

Type dbé®tude Environnemental

Pays Gréce

Espece(s) de poisson

Cyprinus carpio
oul
oul

carpe commune

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

Entre ao(t et novembre 2008, 10 individus de chaque espéce ont été

pr ® ev®s dans | e | ac Pamvotis. Pou
avec un poids moyen de 850 g. 6 carpes (C.carpio)pr ovenant (
pécherie ont été maintenues 16 moi s dans un aquag
sans MC pour servir de témoins.

Tissus/organes étudiés

Foie, intestin, muscle, rein, cerveau, ovaires

Voie dbdexposit

Milieu naturel

M®t hode dbéanal

ELISA anti-Adda (Abraxis-Microcystin 520011).
MC libres uniguement

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

3.
LQ=0,02i0, 07 Og/ L, rendement dbéextrac
dans | e muscl e. Loef fet matri ee ®t

différence entre les essais avec matrices et ceux dans le méthanol avec
une moyenne de 1,9%).

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Des pr ®| v e aeesortace (14, @ e dewprofondeur) ont été
réalisés chaque mois en 2008. Les MC intra et extracellulaires ont été
analysées par ELISA.

Résultats

Dans I&au, la concentration en MC dissoutes a varié entre 0,32 MC-
LReg/L en décembre et 4,12 ug MC-LReg/L en octobre. Pour les MC
intracellulaires, elle a varié entre 0,29 MC-LReqg/L en mars et 15,83 ug
MC-LReg/L en septembre.

Dans le muscle des carpes, la concentration en MC a varié entre 119,07 +
32,99 ug et 95,78+ 30,79 MC-LReqg/kg de poids frais.

Dans le foie, la concentration en MC a varié entre 462,09 + 125,54 ug et
367,09 + 89,58 MC-LReg/kg de poids frais.

Les échantillons témoins ne contenaient aucune concentration détectable
de MC.

700 +

Cyprinus carpio

season: F=56.95; P<0.05

600 tissues: F= 165.28; P<0.05

500 -+
400 ~

300 4

200 4
N . m
o ] mr
. Aug. Nov. Aug. Nowv. Aug. Nov.

Aug.

Microcystin concentration {ngMC-LReq/g)

Nov. Aug. Nov. Aug. Nov.

Intestine Liver Kidney Ovary Brain Muscle

Fig. 4 Microcystin concentrations (ng MC-LReq/g) in tissues of fish (Cyprinus carpio)
originated from Lake Pamvotis, during August and November 2008
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Conclusion Pas de preuve de biomagnification des MC le long de la chaine
alimentaire.
Les auteurs d®conseillent | a consago
Pamvotis, en raison des concentrations en MC.

Qualitéde | 6 ®t ude | Bonne

Commentaires

Le rendement dbéextraction est de 1
72.5% dans le cerveau et 70.6% dans les muscles, ce qui peut induire

des diff®rences dans | 6esti mati on
Informations La carpe commune est omnivore.
complémentaires
8% 1 [ Rana epirotica | season: F=78.01; P<0.05

700 - tissues : F=121.98 ; P<0.05

600

500

400
300 -
200
100 m ’—I_‘ I
. mil _HuE NN
Aug. Nov. Aug. Nov. Aug. Nov. Aug. Nov.

Aug. Nov. Aug. Nov.

Microcystin Concentration (ngMC-LReq/g)

Intestine Liver Pancreas Ovary Skin Muscle
Fig. 4 Microcystin concentrations (ng MC-LReqg/g) in tissues of frogs (Rana epirotica)
originated from Lake Pamvotis, during August and November 2008

Dans le muscle des grenouilles, la concentration en MC a varié entre
325,49 + 87,01 pg et 88,12+ 20,85 MC-LReq/kg de poids frais.

1000 - season : F=56.84; P<0.05

tissues : F=108.65; P<0.05
800
600 -
400 -
o i LTETET
. [ ull B

Aug. Nov. Aug. Mov. Aug. Nov. Aug. Nov. Aug. Mov. Aug. Now.

Microcystin Concentration
(neMC-LReq/g)

Gills Hepatop. Brain Muscle  Stomach = Ovaries
Fig. 3 Microcystin concentrations (ng MC-LReqg/g) in crayfish originated from Lake Pamvaotis,
during August and November 2008

Dans le muscle des écrevisses, la concentration en MC a varié entre
368,61 + 95,29 ug et 216,41+ 65,71 MC-LReq/kg de poids frais.

I B N
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Référence Papadimitriou et al. (2013). Artificially-b or n A ki I 1 er o | ak
based water quality and microcystin affected fish in a reconstructed lake.
Science of the total environment 452-453:116-z124
Objectifs Etude de |l a contamination des poi s
Type doé®tude Environnemental
Pays Gréce
Espéce(s) de poisson
étudiée (s) Cyprinus carpio, carpe commune
Présente en Europe oul
Présente en France oul
Cyanotoxines étudiées Microcystines
Protocole expérimental 10 carpes femelles ddédun poids moye

lac Karla en juin et ao(t 2010. 6 carpes communes (C. carpio) provenant

ddéune p°cheri e epldmoisRian® unraguarinm a/ec ade

|l 6eau sans MC pour servir de t®moi
Tissus/organes étudiés Foie, intestin, muscle, rein, cerveau
Voi e dobéexposi t| Mileunaturel
M®t hode do6anall|ELISAanti-Adda (ABRAXIS-Microcystin 520011)

MC libres uniquement

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

3.
LQ=1002i0, 07 Og/ L, rendement doéextr acq
dans | e muscl e. Loef fet matrice ®t

différence entre les essais avec matrices et ceux dans le méthanol avec
une moyenne de 1,9%).

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Des pr ®| v e aesorface (58 dneda profondeur) ont été
réalisés chaque mois entre avril a octobre 2010, dans 3 stations. Les MC
intra et extracellulaires ont été analysées par ELISA.

Résultats

Dans | deau, l a concentration en M(
MC-LReg/L et celle en MC intracellulaires entre 1,01 et 9,83 ug MC-
LReqg/L.

129 —g—mMCysT

water

104
—— WCYST cell-

bound

AMOCYST
CONCENTRATION(pgL)

b

&

13@“ \\5& \3&
Fig. 5. Variation of MCYST concentration in water and seston of Lake Karla.

Dans le poisson, des MC ont été détectées dans tous les échantillons de
tissus des poissons. Les échantillons témoins ne contenaient aucune
concentration détectable de MC.

Les concentrations en MC étaient significativement plus élevées en ao(t
qubéen juin dans |l e foie et | e musc

Dans le foie, la concentration en MC en ao(t était de 181,91 pug MC-
LReg/kg de poids frais).

Dans le muscle, elle était de 29,83 + 32,53 pg MC-LReg/kg de poids frais
en juin.

poi sson
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La concentration de MC musculaire est corrélée a celle du foie et dans

| inbestin.
I l. ‘ | I | I
h l

June August June Aupust June August June August June August

250

T = Pl
=] n o
(] ] -

[9a)
L]

MCYST Concentration (ng/g)

Intestine Liver Kidney Brain Muscle

Fig. 6. MCYST concentrations in the tissues of Cyprinus carpio collected from Lake Karla
during June and August 2010.

Les auteurs ont esti m® | 6ex piangé 300gg
de muscle par un individu de 60 kg et ont conclu que cela conduirait & des
d®passements de |l a DJT propos®e pa

La concentration en MC dans le muscle des carpes est plus élevée

Conclusion
|l orsque | a concentrat i oetextracellMares an
est aussi plus élevée.

Qualit® de | 6 ® Bonne

Commentaires

Le rendement débextraction est de 7
72.5% dans le cerveau et 70.6% dans les muscles, ce qui peut induire
des dif f ®r e nmatian des diveaus rédls @ecsrtamination.

Informations
complémentaires

La carpe commune est omnivore.

sson
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Référence Rios et al. (2013). Analysis of MC-LR and MC-RR in tissue from
freshwater fish (Tinca tinca) and crayfish (Procambarus clarkii) in tench
ponds (Caceres, Spain) by liquid chromatographyi mass spectrometry
(LCi MS). Food and Chemical Toxicology 57: 1701 178

Objectifs Etude de |l a contamination dbéune &es
Type dbé®tude Environnemental

Pays Espagne

Espece(s) de poisson

étudiée (s) Tinca tinca tanche

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental 60 poissons ont été prélevés dans 3 étangs (Barruecos de Abajo, Lugar,

et Albufera), 4 spécimens par étang et par période de prélevement (5

entre juillet et septembre 2009), avec des poids compris entre 17 et 255 g.
Des poissons prélevés dans des eaux dépourvues de MC ont été utilisés
comme témoins.

Tissus/organes étudiés Foie, muscle

Voi e dbéexposi t| Mileunaturel

M®t hode do6anal|QTRAPLC-MS/MS pour MC-RR, MC-LR et MC-YR

MC libres uniquement

Niveau de confiance de la | 1. Les auteurs indiquent que leur méthode a été validée.

m®t hode doéanal|LD=30pug/kg poids sec pour le foie et 6 ug/kg pour les muscles.

LQ entre 30 et 40 pg/kg de poids sec pour le foie et 8 ugk/g pour les
muscles.

Les rendements dbdédextraction sont s
tissus examinés, et pour chacune des trois toxines

Lien avec le nombre de |[Des pr ® " vements doe20um derofsndeur) cmtce
cellules de cyanobactéries | réalisés dans les 3 sites en juillet (1 prélévement), ao(t (3 prélévements)
ou la concentration en | et septembre 2009 (1 prélévement).

cyanotoxines?d
Résultats Dans | oeefilorescencende cyanobactéries (> 10" cellules/ml) a été
observ® au mois dbéao¥%t dans | esM3
aeruginosa, A. spiroides, A. inaequalis, A. flos aquae, A. tanganykae, A.
issatchenkoi.

Les concentrations en MC intracellulaires ont varié de < LD a 51,75 ug
MCI/L (pour la somme de MC-RR, MC-LR et MC-YR).

Dans la tanche, pas de MC détectées dans le foie ni dans le muscle des
60 poissons prélevés.

Conclusion Pas de MC détectées dans le muscle de tanches (LD = 6 pg/kg de poids
sec) mal gr ® | eefflpores@esce deccyanobadtérias et de
fortes concentrati(ojnss gnd MC51d,ahs &
Qualit® de | 6 ® Bonne

Commentaires Une méthode LC-MS a été développée et validée pour la détermination
des toxines MC-RR, MC-YR et MC-LR dans les tissus de poisson et
dd®crevisse. Cette technique sembl

Informations La tanche est omnivore.

complémentaires 20 écrevisses (Procambarus clarkii) ont été prélevées, la concentration en

MC dans la partie comestible (hors téte) était en moyenne de 48,7 + 38,5
Hg MC/kg de poids sec pour la somme de MC-RR, MC-LR et MC-YR (min
7,2 et max 85,7 ug MC/kg de poids sec). MC-LR était dominante, le reste
était sous forme de MC-RR. Pas de Mc-YR détectée.

La perte de poids par lyophilisation était de 78-80% dans le muscle de
poi sson et doé®crevisse.
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Demande « 2015-SA-0206 ¢ cyanot oxi nes et
Reau
Référence Schmidt et al. (2013). Variations in the microcystin content of different fish
species collected from a eutrophic lake. Toxins 5: 992-1009
Objectifs Etude de la contamination des poissons dans un lac.
Type doé®tude Environnemental
Pays Etats-Unis
Espece(s) de  poisson | pomoxis nigromaculatus marigane noire20
étudiée (s) NON
Présente en Europe NON
Présente en France Cyrinus carpio carpe commune
Présente en Europe Oul
Présente en France OFJ' . . N
Micropterus salmoide achigan a grande bouche?!
Présente en Europe oul
Présente en France oul

Lepomis macrochirus crapet arlequin
OUI ? (introduit)
NON

Ictalurus punctatus
oul

NON

barbue de riviere22

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

129 poissons ont été prélevésdans un | ac de | 60Ohi
Marys) en juin et ao(t 2011, juin et juillet 2012, dont 69 mariganes noires
et 15 individus pour chacune des 4 autres espéces.

Tissus/organes étudiés Non pr®ci s® dans | d6article (mais n
Voi e dsitierx p Milieu naturel
M®t hode db6anal|LC-MS/MS (MC-LR)

MC libres uniguement

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

3.
LD fournies pour chaque état de transition de la MC-LR (0.05 & 0.24 pg/kg

cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

de poids frais). Le rendsledaitéen doe x
moyenne de 68,5% (54 a 106%).
Lien avec le nombre de 4 pr® vements dbébeau ont ®t® r ®al

analysés par LC-MS/MS.

Résultats

Dansl 6 eau, | 6 aiMEl Yy MS madra pa@s-LE@D2=ect
0,01 pg/L).
Mal gr® | 6absence de MC dans | 6eau,

concentrations en MC-LR dans le muscle supérieures ala LQ : 7
mariganes noires et 1 carpe.

Chez la marigane noire, les concentrations étaient de 1 a 70 ug/kg de
poids frais.

Chez la carpe, la concentration de MC-LR était de 3.5 pg/kg.

Conclusion

Les résultats mettent en évidence une forte variabilité de la
contaminationen MC-LR sel on | d6esp ce
especes sur 5 étudiées au total avaient des concentrations
guantifiables. Cependant, cela ne représentait que 10% des
échantillons de Pomoxis nigromaculatus et 6,6% des échantillons de
Cyprinus carpio.

Présence de MC dans les tissus des poissons en absence de MC
dans | 6eau.

@e po

20 http://www.fishbase.org/summary/Pomoxis-nigromaculatus.html

21 https://inpn.mnhn.fr/espece/cd nom/69346/tab/rep/ METROP

22 http://www.gt-ibma.eu/wp-content/uploads/2013/01/INVAQUA rapport annexe Octobre2011.pdf

poi sson
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Qualit® de | 6@ Moyenne

Commentaires Les auteurs ne mentionnent pas précisément dans quels tissus sont
effectués les dosages de toxines, ce qui peut altérer grandement les
r®sultats, et fausser | 6interpr ®t a
Lesauteursnepr ®ci sent pas |l e |ieu de pr

prélévement des poissons.

Le rendement doé4eRtreasd¢tiden 8@e 8RHC d ar
dans les muscles de poisson, en moyenne, ce qui peut induire des
di ff®rences dans Kkm@asgdé domteminatiann d e s

Informations
complémentaires
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Reau

Référence Sotton et al. (2011). Spatial match between Planktothrix rubescens and
whitefish in a mesotrophic peri-alpine lake: evidence of toxins
accumulation. Harmful Algae 10: 74971 758

Objectifs Etudedecor r ® ation entre |l es distri by
(Planktothrix rubescens) et ddéune esp ce de po

Type doé®tude Environnemental

Pays France

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Coregonus lavaretus, lavaret

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental 8 poissons ont été prélevés dans le lac du Bourget.en septembre 2009

| or se dffloresoence de Planktothrix rubescens.

La distribution des cyanobactéries a été suivie par une sonde fluoroprobe
BBE et celle des poissons par une sonde acoustique.

Tissus/organes étudiés Foie, muscle, intestin, branchies

Voi e dbéexposi t| Mileunaturel

M®t hode do6anal|HPLC/PDA pourles MC intracellulaires et par LC-MS pour les MC dans
les tissus des poissons (MC-LR, MC-RR)

Niveau de confiance de la 3. LD =0.5 pug/kg et LQ = 1.6 pg/kg de poids sec. Une courbe de

m®t hode doéanal]calibration a été réalisée.

Lien avec le nombre de Des pr® " vements dbédeau (2 L) ont @
cellules de cyanobactéries | sur 3 profondeurs (6, 12m et au pic de densité cellulaire).
ou la concentration en
cyanotoxines?d
Résultats De la MC-LR a été détectée dans 5 des 8 lavarets analysés dans leur
intestin et/ou le foie.

Dans le foie, les concentrations étaient de: 15,40, 6,05 et 4,25 ug/kg de
poids sec. Dans 2 des 5 poissons contaminés, seul l'intestin présentait de
la MC-LR, & 1,61 et 5,18 pg/kg de poids sec. Ces résultats suggérent une
ingestion de P. rubescens par les lavarets. En revanche, la MC-LR n'a
été détectée dans aucun échantillon de muscle ni de branchie.

Table 2
Concentration of MC in different tissues of C lovaretus naturally exposed to toxic
cyanobacterial blooms of P rubescens in the lake Bourget.
Fish weight (gww ] MC-LR (ng)® MC-LR (ngfg dw) in:
Liver Gill Intestine Muscle
280 4.11 i i 161 nd
300 95.11 1540 el 5.16 e
340 nd nd nd e nd
350 26.39 6.05 nd 278 nd
380 nd nd nd | nd
450 15.67 nd nd 5.18 i
550 nd nd nd nd nd
590 31.08 425 nd 3495 nd

* Weight without tip.
" Concentration in MC-LR equivalent (MC-LR and MC-RR) in organs, nd: not
detectable, below detection limit of B5ng/g: quantification limit of 1.6 nglg

La distribution spatiale des lavarets montre que ceux-c i néont p
compor t e menmehtouwdé @éférences des zones avec une forte
densité cellulaire de cyanobactéries.

Conclusion Les résultats indiquent que la présence de P. rubescens n'exerce

pas une pression importante sur le modéle de distribution spatiale

du lavaret. Ce poisson était présent dans les mémes zones que P.
rubescens pendant la journée, et il ne cherchait pas a éviter la zone
de présence abondante de cette cyanobactérie.

Pas de MC détectée dans le muscle malgré I@&fflorescence de P.
rubescens.
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Qualit® de

0 @

Bonne

Commentaires

Le rendementndéextpastiodi qu®
Seule la MC-LR a été recherchée.
Les r®sultats de concentratio

ns en

Informations
complémentaires
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Ccontam
Référence Sotton et al. (2012a). Short-term uptake of microcystin-LR by Coregonus
lavaretus: GST activity and genotoxicity. Ecotoxicology 21: 1788i 1796
Objectifs Etude de la cinétique de contamination pendant 96h
Type doé®tude Laboratoire
Pays France
Espéce(s) de poisson
étudiée (s) Coregonus lavaretus, lavaret
Présente en Europe oul
Présente en France oul
Cyanotoxines étudiées MC-LR
Protocole expérimental Des |l avarets juv®niles de 2 g (Tuf

exposés individuellement par gavage a de la MC-LR synthétique (dose
unique de 0,05 ou 0,5 pg/poisson) aprés un jeline de 24h. Les animaux
ont été sacrifiés a différents temps (6, 12, 24, 48 ou 96 h) pour prélever le
foie, 1l es muscles et | e s adtgtéGITets
le test des cométes.

Les essais ont été réalisés en triplicat. Chaque essai comportait 200
poissons : 20 poissons/dose/temps de préléevement. + 100 poissons
témoins gavés avec la solution sans MC + 100 poissons non gaves.

Les mesures ont été réalisées sur les muscles poolés (n=20).

Le taux de survie des poissonspendant | 6 e x psRoompnise n t
entre 80 et 100% (sauf a 96 h sur un réplicat ot une mortalité élevée a été
observée quel que soit le traitement). Les poi ssons ndon

pendantl 6 exp ®r i ence. Il s ®taient 20 p
Avant le gavage, les poissons étaient anesthésiés (propiscine).
Tissus/organes étudiés Foie, muscle, sang (hématies)

Voi e dbébexposi t|Orale

M®t hode do6anal|ELISAanti-Adda(Abraxis LLC)

MC-libres uniquement

Niveau de confiance de la 3. LD =0.15 pg MC-LReg/L

m®t hode dbéanal|Le rendement dedMEC-4Rdstrda87% poarre foie et 78% pour

les muscles,

Lien avec le nombre de 2 doses testées en gavage : 0,5 et 0,05 pg MC-LR/poisson.

cellules de cyanobactéries

ou la concentration en

cyanotoxines?d

Résultats Pas de MC-LReq détectée dans les échantillons de poissons témoins.
Les profils de cin®tique ddédaccumul

administration unique par gavage) sont différents pour les 2 doses
testées. Il en est de méme pour le foie. A la forte dose, une tendance a
une plus forte accumulation est o
apparait a la faible dose. En raison du faible nombre de valeurs (n=3 pour
3 réplicats car | es 20 individus par po
statistique ne montre pas de différence significative.

A la fin de | 6exp®r i enlikeqg,dans la foie esinde
120 et 40 pg/kg de poids frais a la forte et faible dose. Dans le muscle,
elle est respectivement de 40 et 15 pg/kg de poids frais.
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1307 4 R = 0,89, P< 0001

120

100 -

[--]
=

R?=0.80 F=0005

RY= 057, P 0000

30 4

Microcystin-LR equival. concentration {ng o' FW)

20 -

-

10 - . R= 081, P< 0,001

mA W,
6 12 24 48 96
Time duration after exposure (hours)

Fig. 1 Accumulation of MC-LR in liver (a) and muscle (b) of whitefish (Coregonus lavaretus)
under two relevant doses, 0.5 Ig/fish (diamond, full line) and 0.05 Ig/fish (square, dotted line).
Mean values (n = 3 tanks/treatment) are presented on the figure with error bars indicating
standard deviations. Regression curves were done using raw data at each sampling points. *
correspond to significant differences (Manni Whitney, P\0.05) observed for the comparison
between microcystin treatments. Different letters correspond to significant differences
between sampling times for each dose (Kruskali Wallis followed by a multiple pairwise
comparisons of Conover-Iman, P\0.05). Concentrations of MC-LR eq are expressed as ng g-
1 of liver and muscle fresh weigh

Conclusion Les concentrations en MC-LR augmentent dans le muscle et le foie
pendant 48h aprés une exposition unique (orale par gavage). Au-dela
ded48h,l es profils de cin®tiquehdpdéacc
administration) sont différents selon la dose de MC-LR (forte ou
faible) que ce soit pour | e foie 0
continue pour la forte dose mais stagne pour la faible dose.

Qualit® de | 6@ Moyenne

Commentaires Lerendement dodext r alRtestderB7%l mour M Die et 78% pour
|l es muscl es, ce qui peut induire d

niveaux réels de contamination.
Poissons juvéniles.
Poi ssons non nourris pendant | éexp

Informations
complémentaires

Le lavaret est omnivore.

sson
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Reau

Référence Sotton et al. (2012b). Impact of toxic cyanobacterial blooms on eurasian
perch (Perca fluviatilis): experimental study and in situ observations in a
peri-alpine lake. PLoS ONE 7(12): €52243

Objectifs Etudlede | a contamination des poisson
Type dbé®tude Environnemental et laboratoire

Pays France

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Perca fluviatilis, perche commune

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Insitu:27 jeunes per chesprékeeéesidanalelacRie o

Bourget en 2009 (11 et 27 ao(t, 7 et 29 septembre, 22 octobre). Les
muscles et les foies ont été analysés par pool de 3. La distribution des
cyanobactéries a été suivie par une sonde fluoroprobe BBE et celle des
poissons par une sonde acoustique.

En laboratoire :

Des perches juv®niles de 3,3 g (Tu
été exposés individuellement par gavage a de la MC-LR synthétique

(dose unique de 0,05 ou 0,5 pg/poisson) aprées un jeline de 24h. Les
animaux ont été sacrifiés a différents temps (6, 12, 24, 48 ou 96 h) pour
prélever le foie, les muscles et le sang. Les mesures comprenaient

|l bactivit® GST et |l e test des com’|

Les essais ont été réalisés en triplicat. Chaque essai comportait 220
poissons : 22 poissons/dose/temps de préléevement. + 110 poissons
témoins gavés avec la solution sans MC + 110 poissons non gaveés.

Les muscles et les foies ont été analysés par pool de 10.

Le taux de mortalité n'a jamais dépassé 10% dans les groupes
expérimentaux..

Les poissons néont pas ®t® nourris
aquarium. Avant le gavage, les poissons étaient anesthésiés (propiscine).
Tissus/organes étudiés Foie, muscle

Voi e dobexposi t| Mileunaturel ou orale

M®t hode doan al| ldentification par HPLC-PDA, quantification par ELISA anti-Adda (Abraxis
LLC). MC libres uniqguement.

Niveau de confiance de la 3.LD=0.15pgMC-LReq/ L ( do agpal., 2812af0ot t on

m®t hode dbéanal|{Le rendement dedEC-4Rdstrda87% poarre foie et 78% pour

les muscles,
Lien avec le nombre de Insitu:despr ® ~vements doeau a(mnileltde6ont
cellules de cyanobactéries | transepts et sur 3 profondeurs (6, 12m et au pic de densité cellulaire) 2
ou la concentration en fois par mois en ao(t et septembre 2009 et 1 fois en octobre 2009..
cyanot oxines?d gpyjaporatoire : 2 concentrations de MC-LR testées par gavage.
Résultats In situ. Pas de corrélation spatiale entre I'abondance de la perche et la

cyanobactérie P. rubescens.

Des MC ont été détectées dans le foie et le muscle de la perched 6 a 0 %
octobre. Les concentrations maximales (34 pg MC-LReg/kgde poids frais
dans le foie; 14 pg MC-LReg/kg de poids frais dans les muscles) ont été
mesurés le 27 ao(t 2009, ce qui correspond au pic de MC dans la

colonne d'eau (3,4 ug MC-LReg/L pour les MC intracellulaires, moyenne
des 3 profondeurs). La concentration en MC dans les daphnies (proies de
jeunes perches) était de 422 ug MC-LReqg/kg de poids frais.

Par la suite, une diminution significative de concentration de MC a été
mesuréedans| 6 eau kEg42odj@aessL dbanal yse stati
une corrélation positive entre la concentration de MC dans le seston

et celle dans le foie et le muscle (corrélation de Pearson). Quelle que
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poi sson

soit la date, les concentrations de MC sont plus élevées dans le foie que
dans le muscle.

F 4
e
: . ¢
B T ]
3 A — . Seston §
= s g
= . \ = YOY perch liver "’g
o I 7 . =
K] 40 . \ YOY perch muscle 13 o
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Fig 4. MC concentrations in liver and muscle of YOY perch and in seston during summer

2009 in Lake Bourget. Sestonic MC-LR eq concentrations are expressed as pg/L and

correspond to the sum of average concentrations found at the 3 depths sampled (6 m, 12 m,

P. rubescens peak depth). MC-LR eq concentrations measured in organs are expressed as
ng/g fresh weight.

En laboratoire.
Pas de MC-LReq détectée dans les échantillons de poissons témoins.

Pour les 2 doses de MC-LR, la toxine a été détectée dans les échantillons
de foie et de muscle des perches de la 1°° période d'échantillonnage (6h)
jusqu'a la fin de I'expérience (96h). Les concentrations dans le foie sont
supérieures a celles dans le muscle.

A 6h, les concentrations dans les 2 organes sont dose-dépendantes
(concentration dans le tissu plus élevée avec la forte dose de MC-LR).

Dans le foie, les profils delacinétique ddédaccumul ati o
différents selon la dose de MC-LR (faible ou forte).

Pour la plus forte dose, une augmentation significative de MC-LR est
observéel2h aprés administration, la concentration passant de 22 a 37 ug
MC-LReg/kg de poids frais. Puis la concentration a chuté rapidement pour
atteindre une valeur proche de 10 pg/kg a 24h.

Pour la plus faible dose, i | néy a pas de pic ° 1

baisse vers 5-6 pg/kg, puis une légére augmentation pour retrouver une

valeur de 10 Og/ kg (comme ~ 6h) su

une diminution & 96h pour retrouver 6 pg/kg.

Dans le muscle, les profils delacinétigue dbéaccumul at
similaires pour les 2 doses testées : une augmentation entre 6 et 24
aprés administration, une diminution a 48h puis une nouvelle
augmentation a 96h pour atteindre une valeur 2 a 4 fois supérieure a celle
observée a 6h. A la fin de I'expérience, la concentration en MC-LR était
d'environ 7 pg/kg pour la forte dose et 4 pg/kg pour la faible dose.
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Fig 5. MC-LR accumulation in liver of YOY perch exposed to 0.5 or 0.05 mgf/fish. *
corresponds to a significant difference observed between MC treatments (Mann-Whitney,
p<0.05). MC-LR eq concentrations are expressed as ng/g fresh weight. Different letters
correspond to a significant difference between sampling times (Mann-Whitney, p<0.05)

10
—  D.Spgitish b

- D.0Sugifish

Microcystin-LR equivalant concentration
(ng.g' FW}

6 12 24 48 96

Time {hours)

Fig 6. MC-LR accumulation in muscle of YOY perch exposed to 0.5 or 0.05 mg/fish. *
corresponds to a significant difference observed between MC treatments (Mann-Whitney,
p<0.05). MC-LR eq concentrations are expressed as ng/g fresh weight. Different letters
correspond to a significant difference between sampling times (Mann-Whitney, p<0.05).

Conclusion Pas de relation linéaire avec la durée d'exposition dans le muscle et
le foie (en laboratoire).

Dans le foie, les profils delacinétique déaccumul ati o
différents selon la dose de MC-LR (faible ou forte).

Dans le muscle, les profils delacinétigue dbéaccumul ati
similaires pour les 2 doses testées. La concentration 96h aprés

| 6admini stration est sup®rieure

| 6augment ati on nbéest pas |l in®aire
48h.

Corrélation entre la concentration en MC intracellulaires et celle
dans le foie et le muscle (in situ).
Qualit® de | 6 ® Bonne

Commentaires Poissons juvéniles
Informations La perche juvénile se nourrit de zooplancton et principalement de
complémentaires daphnies dans le lac du Bourget or ces daphnies sont trés contaminées

par Mc et représentent une source de contamination.
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Référence Trinchet et al. (2013). Toxicity of harmful cyanobacterial blooms to bream
and roach. Toxicon 71 : 121i 127.

Objectifs Etude de la contamiantion des poissons de plusieurs lacs

Type doé®tude Environnement

Pays France

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

Rutilus rutilus gardon
Abramis brama breme
Lepomis gibbosus perche-soleil
Perca fluviatilis perche
Sander lucioperca sandre

Esox lucius brochet
Gymnocephalus cernua  grémille
Cyprinus carpio carpio carpe miroir

C. carpio
oul
Ooul

carpe commune

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

93 poissons de 9 especes ont été prélevésd ans 3 | &mglsen,(ak ¢
de La Grande Paroisse et lac de la base de Loisir de Champs-sur-Marne,
lle-de-France) concernés par des efflorescences de cyanobactéries au
cours de. 8 campagnes de prélévements sur 2 années au moment des
pics de cyanobactéries (septembre et octobre). Années non précisées.
Résultats montrés pour deux espéces représentatives : la breme (n=4) et
le gardon (n=6).

Tissus/organes étudiés

Foie, intestin, muscle, branchies, gonades

Voi e dbébexposit

Milieu naturel

M®t hode dobéanal

Eau : identification par LC/MS-MS et quantification par ELISA anti-Adda
(Abraxis) ou inhibition de la protéine phosphatase.

Poissons : LC-MS (MC-LR et RR).

MC libres uniquement.

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

1. Méthode validée en interne selon la procédure AFNOR NF V03 110.
MCiipres muscle LD = 0,21 pg/kg de poids frais et LQ = 0,7 pg/kg.
MC,,t muscle LD = 0,67 ug/kg de poids frais et LQ = 2,07 pg/kg.

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Pas de r®sultats d®taill ®s de MC d

mentionne le suivi des MC intracellulaires dans les 3 lacs.

Résultats

Au moment du prélevementdes brémes, | a concentrat.i

MC intracellulaires était de 5 uyg MC-LR eq/L.

Dans les tissus, pas de MC-LR détectée, seulement de la MC-RR avec
une concentration de 0,31 + 0,19 pg/kg de poids frais dans le foie et 0,01
+ 0,02 pg/kg de poids frais (< LQ ).

Au moment du prélévement des gardons, | a
MC intracellulaires était de 2,88 ug MC-LR eq/L.

Dans les tissus, les MC-LR et MC-RR ont été détectées, majoritairement
MC-RR. Les concentrations étaient similaires a ceux de la bréeme,
notamment une faible concentration dans les muscles : 0.04 + 0,001pg
MC-RR/kg de poids frais (< LQ !).

concentr at

Table 1
Concentrations in ng g' wet weight of MC-LR and MC-RR in liver, in-
testine, gills and muscles of bream. nd: not detectable.

MCvariant Tissue content in bream (ng g "]

Liver Intestine Gill Muscle
MC-LR nd nd nd nd
MC-RR 031019 107 =033 018x0.14 001 =002

poi sson
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poi sson

Conclusion

Les concentrations en MC dans les muscles de plusieurs espéces de
poisson sont faibles (< LQ = 0,7 pg/kg de poids frais) malgré une
efflorescence de cyanobactéries avec des concentrations en MC
intracellulaires de 2,88 a 5 ug MC-LR eq/L

Qualit® de

0 @

Moyenne

Commentaires

Les concentrations en MC quantifiées dans les muscles sont < LQ !
Les résultats relatifs aux concentrations en MC dans les tissus des
poi ssons auraient m®rit® dbé°tre pr

Informations
complémentaires

La breme et le gardon sont omnivores.
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Reau

Référence Wilson et al. (2008). Evaluation of the human health threat associated with
the hepatotoxin microcystin in the muscle and liver tissues of yellow perch
(Perca flavescens). Can. J. Fish. Agquat. Sci. 65: 1487-1497

Objectifs Etude de | a contaminati on 3Jdnwisaugauiss
d 6 e gfflorescence de cyanobactéries.

Type doé®tude Environnemental

Pays Etats-Unis

Espéce(s) de poisson

étudiee (s) Perca flavescens perchaude23

Présente en Europe NON

Présente en France NON

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental 68 poissons sont été prélevés sur 11 sites du bassin ouest du lac Erié les
22 juin, 18 juillet ecteffbredsscamaede 200
cyanobactéries dominé par Microcystis aeruginosa.

Tissus/organes étudiés Foie, muscle

Voi e dbébexposi t| Miieunaturel

M®t hode do6anal|ELISA(EP-022, EnviroLogix)

MC libres uniquement

Niveau de confiance de la 3. LD =0,16 u MC-LReqg/L, rendement = 64% dans le foie et le muscle,
m®t hode doéanal]|92% dans les cyanobactéries. .

Lien avec le nombre de Des pr® vements dbéeau int®gr ®s (
cellules de cyanobactéries | de profondeur) ont été réalisés sur les 11 sites les mémes jours que les
ou la concentration en prélévements des poissons pour la mesure de MC intracellulaires.
cyanotoxines?d

Résultats Dans | 6eau, |l es concentrations en

entre 34 et 767 760 ug/kg de poids sec.

Dans le foie, les concentrations de MC étaient comprises entre 17 et 1182
po/kgdepoi ds sec. Léanalyse statistidg
différence significative entre les sites en juillet, mais pas en juin ni aoQt.
Pas de différence significative au cours du temps. Pas de corrélation avec
la taille ou le poids des poissons (corrélation de Pearson). Pas de
corrélation entre les concentrations en MC du foie des perchaudes
de chaque site et les concentrations de MC intracellulaires dans

| 6eau.

Dans le muscle, les concentrations en MC étaient comprises entre 0,12 et
4,02 ug/kg de poidssec.L 6anal yse statistique (
différence significative entre les sites en ao(t, mais pas en juin ni en

juillet. En général, les concentrations musculaire de MC étaient
relativement faibles, et ne représentaient que 0,8% de la concentration
mesurée dans le foie. De grandes différences ont été observées entre les
concentrations en fonction du temps pour tous les sites de prélévement.

En revanche, contrairement a latendance™ | 6 a u g nobseivée pauro
la concentration en MC dans le seston au cours du temps, les
concentrations en MC ont diminué. Les concentrations musculaires de
MC sont négativement corrélées a la longueur totale des poissons,
leur poids, et la concentration en MC dans le foie.

Pas de corrélation (corrélation négative) entre les concentrations en
MC dans le muscle et les concentrations de MC intracellulaires dans
| 6eau.

# http://www.fishbase.se/summary/359
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Fig. 3. Mean (+SE) (a) liver and (b) muscle MC concentrations measured as MC-LR eq (ng/g
DW) for yellow perch collected at 11 sampling stations during the summer of 2006. Left
panels contain monthly site averages (n = Oi 3 per site). Right panels contain monthly
averages across sites, n = 22 (for June and August) or 24 (for July) per date. Sampling
dates: solid bars, 22 June 2006; shaded bars, 18 July 2006; open bars, 22 August 2006.

Pas de MC détectées dans les tissus de poisons témoins.

Conclusion Pas de corrélation entre les concentrations en MC dans le muscle et
|l e foie et | es concentrations de

Qualit® de | 6@ Moyenne

Commentaires Les auteurs recommandent de mieux comprendre le transfert trophique
des cyanotoxineset do6®t udi er | a biodisponi
| 6Ho mme .

Le rendement ddé e4% tdanslestmuscles etdeddie des
poissons,cequipeutindui r e des di febtidatienrdeses d
niveaux réels de contamination.

Informations
complémentaires

La perchaude estomnivore.Dans | 6i ntestin, |l es

invertébrés benthiques et du zooplancton.

sson
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Reau
Référence Wood et al. (2014). Exposure to the cyanotoxin microcystin arising from
interspecific differences in feeding habits among fish and shellfish in the
James river estuary, Virgina.Envi ron. Sci . Technol
Objectifs Etude de la contamination des poissons dans un estuaire
Type dbé®tude Environnemental
Pays Etats-Unis
Espéce(s) de poisson Dorosoma cepedianum alose a gésier?
étudiée (s) Dorosoma petenense  alose fil25
Ictalurus furcatus poisson-chat bleu26
Brevoortia tyrannus alose tyran?’
Présente en Europe NON
Présente en France NON
Cyanotoxines étudiées Microcystines
Protocole expérimental 10 a 15 poissons par espéce ont été prélevés chaque mois de mai a

octobre 2012 et en mai 2013. La s a4

Les poissons chats ont été répartis en 4 classes de taille : <20 cm ou 20-
40 cm, > 40 cm. Pour les poissons juvéniles, les muscles ont été analysés
par pool de 2 ou 3.

Tissus/organes étudiés Foie, muscle

Voi e dbdexposi t| Mileunaturel

M®t hode do6anal|ELISA (Abraxis).

MC libres uniguement

Niveau de confiance de la 3.LD=0,05ugMC-LR eqg/ L, r ende medatl2% daasde r
m®t hode d6éanal| muscle 74 + 15% dans le foie.

Lien avec le nombre de Des ®chantillons dbébeau de surface
cellules de cyanobactéries |de mai ~ novembre 2012 sur 3 sistes
ou la concentration en (Virginie, USA) en trois points de mai a novembre 2012 (20 relevés). La

cyanotoxines?ddensit® de cyanobact®ries a ®t ® es
pigment (phycocyanine) et du gene mcyD par gPCR. Des sédiments
superficiels ont également été prélevés (& 2m de profondeur).

Résultats Dans | 6eau, 6 pics de concentratio
octobre 2012. La valeur maximale de 0;92 ug/L était le 29 ao(t (MC intra

et extracellulaires, moyenne des échantillons pris sur 3 sites, faible
variation entre les sites). En novembre, la concentration était < LD.

12 12
== Microcystin

——Phycocyanin
0.8

Microoystin {ug L)
Phycocyanin {RFU)

0.4

ii=l

May-01 May-21 Jun-10 Jun-30 Jul-20 Aug-09 Aug-29 Sep-18 Oct-08 Oct-28

Fig 1. Seasonal patterns in phycocyanin fluorescence, Microcystin concentrations, and
genes specific to Microcystis and Microcystin (mcyD) in the tidal freshwater segment of the
James River Estuary during 2012.

Les concentrations tissulaires de MC les plus élevées ont été observées
en juillet-et ao(t. Les aloses a gésier juvéniles présentent un pic précoce
et exceptionnellement élevé en MC dans le foie (1000 pg/kg de poids sec)
par rapport aux poissons (< 300 pg/kg de poids sec).

24 http://www.fishbase.se/summary/Dorosoma-cepedianum.html
25 http://www.fishbase.se/summary/Dorosoma-petenense.htmi
26 http://www.fishbase.se/summary/Ictalurus-furcatus.html

27 http://www.fishbase.se/summary/Brevoortia-tyrannus.html
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Pour toutes les espéces, la proportion de poissons avec des
concentrations mesurables de MC dans le foie a généralement augmenté
au cours de la période suivant les pics de cyanobactéries. Les
échantillons obtenus en mars 2013 ont montré une concentration
faible, mais mesurable dans | e foi
concentration de MC était < LD.

Dans le muscle, les concentrations moyennes étaient comprises entre 0,4
et 5,3 ug MC-LReg/kg de poids sec selon les espeéces, les valeurs
maximales étaient comprises entre 10 et 70 ug MC-LReqg/kg de poids sec.

Au sein ddédune m°me esp ce (poisson
taille (>40 cm) sont moins contaminés (foie et muscle) que ceux de
petite taille (< 20 ou 20-40 cm). La méme tendance est observé chez

| 6al ose " g®sier entre |l es adultes

045

5 Shad

e seaslees Gizzard-Adult

o 0995 O

L ,* —— Gizzard-YOY

T 030 - PRl

£ - \ — & — Threadfin

B %

o

s

=

£ 015

B
0.00 % T T

May-12 Jun-12 Juk12 Sep-12 Oct-12 Dec-12 Jan-13 Mar-13

Fig 2. Seasonal variation in concentrations of MC in the tissues of threadfin shad, and
gizzard shad (adults and young-of-the-year, YOY) from the tidal freshwater segment of the
James River Estuary, May 2012 to March 2013 (mean + SE; some error bars not visible).

Conclusion

Les niveaux de toxines les plus élevés dans les tissus animaux ont
coincidé avec les concentrations les plus élevées de MC dans .l
Cependant, les toxines dans les tissus ont persisté au-d e | de
suggeérant que leur impact potentiel sur la santé ne peut pas étre limité
aux efflorescences estivales. Les différences interspécifiques dans les
concentrations tissulaires de MC sont liées au régime alimentaires et aux
sources de matiéres organiques : les poissons ingérant une plus grande
quantité d'algues, leur foie et muscles contiennent plus de MC.

Corr®l ation entre | a concetodlgdartsies n
tissus pour 1 espéce (alose fil) mais pas pour les 3 autres espéces.

Présence de MC dans les tissus mémeen absence de M
depuis plusieurs mois.

L6®tude montre une accumul ation de
muscle) de plusieurs espéces de poisson alors que la concentration
en Ma@pas dépassé 1 ug/L (intra et extracellulaires).

Au sein ddédune m°me esp ce (poisson
concentrations en MC dans le foie et le muscle sont moins élevées
chez les individus de grande taille que chez ceux de petite taille

(juvéniles).

Qualit® de | 6 Bonne

Commentaires Le rendement d dee74% daamscld foi® des mwissbns et de
89% dans | e muscle, ce qui p esstimationn

des niveaux réels de contamination.

Informations
complémentaires

Le poisson-chat bleu est piscivore (adulte) et planctonivore (juvénile).
Lébal ose tyran, | 6al os e-fildesgoBsonsdiltreur§.j
Léal ose " g®sier (adulte) est pl an

Des palourdes (Rangia cuneata) et des crabes bleus (Callinectes sapidus)

ont également été prélevés.Les palourdes ont été placées 48h dans de

sson
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| 6eau d®i oni s®e avant anal yse.

L6® ude montre wune accumul at ivisaeres
muscle) du crabe et de la palourde alors que la concentration en MC
n 6 as @passé 1 ug/L.

Corr®l ation entre | a concentlapalouraden
mais pas pour le crabe.
045 12
Blue Crab
—fi— Viscera
A = & = Muscle
030 4 4 L o2

Water Column /'

0.15 r 04

Blue Crab Microcystin (ug MC g ! DW)

Water Column Microcystin (ug L)

—————

ooo 4 E==E ook gy b s

—r 0.0

Fig 2. Seasonal variation in concentrations of MC in water and the tissues of Blue Crabs,
from the tidal freshwater segment of the James River Estuary during May 2012 to March
2013 (mean * SE; some error bars not visible).

La concentration moyenne dans le muscle de crabe est 20 pg MC-
LReg/kg de poids sec, la valeur maximale a atteint 340 ug MC-LReqg/kg
de poids sec.

0.045
3
[a)
- ’
= \
20.030 %’ \
= ] \
| ] '
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Fig 3. Seasonal variation in MC content in tissues of the common wedge clam in the tidal
freshwater segment of the James River Estuary during May 2012 to March 2013 (mean +
SE; some error bars not visible).

La concentration moyenne dans le muscle de palourde est 5,8 ug MC-

LReqg/kg de poids sec.

sson
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Reau

Référence Wu et al. (2013). Preliminary study of the distribution and accumulation of
GSHJ/cys metabolites of hepatotoxic Microcystins-RR in common carp
from a lake with protracted cyanobacterial bloom (Lake Taihu, China). Bull
Environ Contam Toxicol 90: 382-386

Objectifs Etude de | a contaminati on-RRetsespoi s
métabolites

Type dbé®tude Environnemental

Pays Chine

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Cyprinus carpio (carpe commune)

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental 3 carpes (poids moyen de 520g) ont été prélevées mensuellement, au
cours de | dann®e 2008 (de janvier

Tissus/organes étudiés Foie, muscle, rein

Voi e dbéexposi t| Mileunaturel

M®t hode dbanal|LC-MS/MS (MC-RR et ses métabolites MC-RR-Cys et MC-RR-GSH).
Niveau de confiance de la 1. Méthode validée en interne (Wu et al. 2010).

m®t hode dbéanallRendement doe x%%,pcut MCoRR, 68,1-78% Bour MC-
RR-GSH et 90,0-95,2% pour MC-RR-Cys.

LD =4, 7 yg/kg de poids sec pour MC-RR et 5 pg/kg de poids sec pour
MC-RR-GSH et MC-RR-Cys,

LQ = 10 pg/kg de poids sec pour MC-RR, 18 pour MC-RR-GSH et 13
pour MC-RR-Cys.

Lien avec le nombre de Les auteurs indiquent qubéils ont r
cellules de cyanobactéries || a concentration en MC dans | 6eau
ou la concentration en détaillent pas le protocole.

cyanotoxines?d

Résultats Dans | 6eau, |l a concentration en MC(

l ann®e a v arliO®ug/k.haconeenttatioa ¢n ME-RR
intracellulaire a varié entre 0,001 et 6,94 ug/L. Le pic a été observé en
octobre avec une concentration a 0,925 pg/L en MC dissoutes et 6,94
Hg/L en MC intracellulaires.

Chez le poisson, les pics de concentration en MC-RR ou ses métabolites
ont été observés entre avril et octobre dans le muscle, en novembre et
décembre dans le foie et en décembre dans le rein.

Les pics de concentration en MC-RR ou ses métabolites dans les
tissus des poissons ne correspondent pas au pic de concentration

enMC-RRdans | 6deau
La MC-RR et son métabolite la MC-RR-Cys ont été présents dans le foie
et les reins la plupart des moisde 'ann® e, et uni quement

dans le muscle. La MC-RR-GSH a été détecté a une seule occasion en
décembre dans le foie.

La proportion de MC-RR et de MC-RR-Cys a varié selon les mois de

| ann®e et selon |l es organeslagudasioi e
totalité est sous forme de MC-RR-Cys. Dans le foie et le rein, certains

moi s cO6RRtguC domine, doaRRQyes moi

La concentration de MC-RR-Cys était plus élevée dans les reins (253
pgk/g de poids sec) et le foie (63 pg/kg ps), de 5,3 et 39,8 plus que la
concentration de MC-RR, respectivement. Les auteurs suggérent que la
MC-RR est métabolisée en MC-RR-Cys dans le rein avant son excrétion.

Dans le muscle, la moyenne mensuelle la plus élevée était en septembre
avec 20 ug/kg de poids sec sous forme de MC-RR-Cys.
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Fig. 2 Seasonal changes for MC-RR, MC-RR-GSH, and MC-RR-Cys contents in a liver, b
kidney, ¢ muscle of common carp (C. carpio) in Gonghu Bay, Lake Taihu, China, from
January to December 2008.

Conclusion

Les pics de concentration en MC-RR ou ses métabolites dans les
tissus des poissons ne correspondent pas au pic de concentration
enMC-RRdans | 6eau

Des concentrations importantes de MC-RR-Cys ont été trouvées dans les
tissus,dans des pr op dQfaisiplisimporiantes que de”
parent MC-RR

Qualit® de | 6® Moyenne.
Commentaires Les auteurs ne s on tRRietsées@ietabslie® pagau 6 a
| 6ensembl e des variants pot eR)tdqail |

peut biaiser les résultats et leur interprétation au regard de la
problématique des MC dans son ensemble.
Le risque associé a la consommation de poissons contaminés par des MC

sson

peut étresous-e st i m® s |l 6on ne prend pas
que la MC-RR-Cys qui peut étre présente en quantité 2 fois plus
importante que le parent MC-RR.
L6®t ude porte sur un ®chantill onna
étre insuffisant pour en conclure sur des tendances robustes.
Informations La carpe commune est omnivore
complémentaires
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Référence Xi et al. (2007). Accumulation of microcystins in various organs of the
freshwater snail Sinotaia histrica and three fishes in a temperate lake, the
eutrophic Lake Suwa, Japan. Toxicon 49: 646-652.

Objectifs Evaluer la distribution de MC-RR et MC-LR dans les tissusd 6 u n
gast ®r opode eailadymamiqué saisanmére, dans un lac
tempéré, le lac Suwa, s o u meutrephisatioh. &'accumulation de
microcystines dans certains poissons a également été étudiée.

Type doé®tude Environnemental

Pays Japon

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

Carassius auratus carassin doré, poisson rouge
Silurus glanis silure glane

Cyprinus carpio carpe commune

oul

oul

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

3 poissons de chacune des 3 espéces provenant lac Suwa ont été
collectés auprés de pécheurs locaux le 16 novembre 2005.

Tissus/organes étudiés

Foie, muscle, rein

Voi e dbébexposit

Milieu naturel

M®t hode dobéanal

HPLC-PDA (MC-RR et MC-LR)
MC libres uniquement

Niveau de confiance de la

3. Pas de LD, ni de LQ.

m®t hode dbéanal|Le rendement didujpurstsupérieur a 80%. e s t

Lien avec le nombre de Des pr® vements dbdeau ont ®t® r ®a4a
cellules de cyanobactéries | jour que celui des prélévements de poissons.

ou la concentration en

cyanotoxi nees?d

Résultats Dans | 6eau, |l es concentrations en

37000 et 58 600 pg/kg de poids sec pour la somme de MC-RR et LR,
présentes en proportions équivalentes. Le pic a été observé en juillet.
Léfflorescence de cyanobactéries était dominé par Microcystis
aeruginosa, M. wesenbergii, M. ichthyoblabe et Aphanizomenon flos-
aquae.

Dans le foie des poissons, la MC-RR a atteint 820 et 2060 ug/kg de poids
sec chez le carassin doré et la carpe commune, respectivement. EIl | ¢
pas été détectée chez le silure.

Dans le muscle, la MC-RR a été détectée chez les 3 especes a des
concentrations moyennes de 140 pg/kg ps pour le silure, 270 pg/kg ps
pour la carpe et 490 ug/kg ps pour le carassin doré.

LaMC-LR nbda ®t ® d®tect®e dans aucun
pr®sence dans | es cyanobact®ries).
étre présente sous forme liée.

Les MC n dnt pas été détectées dans les reins.

Table 2

MC contents in the different organs of fish in Lake Suwa

Fish name Wet weight (g) Liver (ngg™ DW) Kidney (ngg™ DW) Muscle (ngg™ DW)*
MC-RR MC-LR MC-RR MC-LR MC-RR MC-LR

Silurus glanis 1180 ND ND ND ND 0.14 ND

Carassius auratus 120 0.82 ND ND ND 0.49 ND

Cyprinus carpio 1818 2.06 ND ND ND 027 ND

Conclusion

Durant une efflorescence de cyanobactéries, des concentrations élevées
en MC intracellulaires-RR et LR ont été mesurées.LaMC-LR nda @
détectée dans aucun organe de 3 espéces de poissons. Les auteurs
sugg rent quodell e pourrait ° tRRaétdr
détectée dans le muscle des 3 espéces de 140 a 490 ug/kg de poids sec
en moyenne.

Qualit® de |

Moyenne

poi sson
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Commentaires Les auteurs recommandent le suivi régulierdes MC dans | 6 e a u ese
animaux comestibles du lac.

La concentration en MC totales est trés certainement sous-estimée, il est
surprenantquelaMC-LR ndéait pas ®t ® d®tect @
poissons. Il aurait été intéressant de confronter ces résultats a ceux
obtenus par ELISA anti-Adda.

Informations La carpe commune et le carassin doré sont omnivores. Le silure glane est
complémentaires carnivore.
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Reau
Référence Zhang et al. (2009a). Transfer, distribution and bioaccumulation of
microcystins in the aquatic food web in Lake Taihu, China, with potential
risks to human health. Sci Total Environ 407(7): 2191-2199
Objectifs Etude de |l a contamination des poi s
Type dbé®tude Environnemental
Pays Chine
Espéce(s) de poisson Hypophthalmichthys molitrix  carpe argentée28
étudiée (s) Carassius auratus carassin doré, poisson rouge??
Cyprinus carpio carpe commune
Culter ilishaeformis (Chanodichthys erythropterus) carpe3©
Neosalanx taihuensis (pas de nom commun)3L,
Coilia ectenes (Coilia nasus)  anchois32
Présente en Europe OUI pour H. molitrix, C. carpio, C. auratus, NON pour C. ilishaeformis, N.
taihuensis, C. ectenes
Présente en France OUI pour H. molitrix, C. carpio, C. auratus, NON pour C. ilishaeformis, N.
taihuensis, C. ectenes
Cyanotoxines étudiées Microcystines
Protocole expérimental Des poissons de 6 especes (nombre non précisé) ont été prélevés
chaque mois de juin & novembre 2005 dans le lac Taihu, Les poissons
étaient maintenus dans un tres large filet utilisé pour minimiser les
efflorescences de cyanobactéries.
Les poissons représentaient 3 régimes alimentaires :
phytoplanctonivore (carpe argentée),
omnivores (carassin doré, carpe commune),
carnivores (C. ilishaeformis, N. taihuensis, C. ectenes).
Tissus/organes étudiés Foie, muscles, intestin (paroi intestinale et contenu intestinal), gonades
Voi e dbéexposi t| Mileunaturel
M®t hode db6anal|LC-MS(MC-RR, MC-YR, MC-LR)
MC libres uniguement
Niveau de confiance de la 2. LD = 3 pg/kg de poids sec dans les tissus de poissons.
m®t hode dbéanal|{Le r endement dadsdecoietetrles muiscles est en moyenne
respectivement de 61,.5% et 74% pour MC-RR, 83,7% et 86,8% pour MC-
YR, 85,7% et 91,4% pour MC-LR.
Lien avec le nombre de Des pr® "vements dbdédeau (5 L) ont @
cellules de cyanobactéries | novembre 2005 en mélangeant un échantillon a la surface et un en
ou la concentration en profondeur pour | a mesure de |l a co
cyanot oxi nes? df dansles efflorescences algales (intracellulaires et extracellulaires) par LC-
MS.
Résultats Dans | 6eau du filet, | a biomasse n
observée en juillet (dominé par Miscrocystis aeruginosa).
La concentration intracellulaire de MC (somme des 4 variants) a
beaucoup fluctué au cours des 6 mois avec 2 pics en juillet et septembre
(1,37 pg/L). Elle était minimale en juin et novembre (0,31 pg/L).
La concentration extracellulaire de MC a aussi beaucoup fluctué mais pas
de maniére similaire aux MC intracellulaires. Le pic de 0,0042 ug/L a été
observé en juillet.
Dans la biomasse de cyanobactéries, la concentration de MC était de 328
000 a 780 000 pg/kg de poids sec.

28 hitps://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/67275/tab/rep/METROP

29 https://inpn.mnhn.fr/lespece/cd nom/67208

30 hitp://www.fishbase.org/Nomenclature/ScientificNameSearchList.php?Genus=Culter

31 http://www.fishbase.se/summary/55418

32 http:/lwww.fishbase.org/Nomenclature/ScientificNameSearchList.php?Genus=Coilia
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Fig. 211 Intracellular toxins and extracellular toxins concentration in the water column, and
MCs concentration in surface cyanobacterial blooms in fish pen of Lake Taihu.

-0~ LRE; - @-YE; -H- R, NA = not analysed.
Poissons carnivores

La concentration en MC (uniquement MC-RR, autres variants non
détectés) était faible, pas de corr ® ation ave

C. ilishaeformis, muscle <LD en octobre a 27 ug/kg ps, en juin
N. taihuensis, corps entier <LD en octobre a 7 pg/kg ps en juin

C. ectenes muscle <LD en septembre et octobre a 7,4 pug/kg de ps en juin
et novembre.
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Fig. 3 Seasonal variations of MCs concentration in whole tissue of N. taihuensis (Nt), visceral
organs and muscle of C. ectene (Ce)s, gut content, liver, and muscle of C. ilishaeformis (Ci)
from Lake Taihu. NA = not analysed

Poisson phytoplanctonivore

La concentration en MC dans l'intestin, le foie, les muscles de la carpe
argentée a montré de grandes variations selon les mois.

Pic en juillet dans le foie a 550 pg/kg de ps (présence des 3 variants
majoritairement MC-LR).

Dans le muscle, le pic était en septembre a 75 pg/kg ps puis diminution en
octobre et novembre. Pas de pic en juillet pendant le 1* pic de MC intra
et extracellulaire dans | 6eau.

Donc,pas de corr ®l ation avec | es MC

sson
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Fig. 4 Seasonal variations of MC concentration in gut content, liver, muscle, intestine of H.
molitrix

Poissons omnivores : carassin doré et carpe commune.

Les profils de concentration en MC dans le foie et le muscle des 2
espéces sont différents, pas de corrélation aveclesMC dans. |

Chez la carpe, la concentration dans le muscle augmente de septembre a
novembre pour atteindre son pic a 170 pug/kg ps (majoritairement MC-LR).
Dans le foie, le pic est en juillet & 42 pg/kg ps puis la concentration reste
faible avec une petite remontée en novembre.

Chez le carassin doré, la concentration dans le muscle est faible sauf en
octobre ou elle atteint un pic a 130 pg/kg ps.

Dans | e foie, |l e pic est en ao%t
en septembre et une remontée en septembre/octobre.
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0.14 ¢
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Fig. 5 Seasonal variations of MC conc. in C.auratus and C. carpio

Conclusion

Poissons carnivores
La concentration en MC (uniguement MC-RR, autres variants non
détectés) était faible, pas de corrélation aveclesMCdans | 6ea

Poisson phytoplanctonivore

Pas de corrélation entre la concentration en MC dans le muscle et
cell e da(nsaeltbeaxuracell ulaire). Le
sdbaccompagne ddédun pic dans | e musc
juillet ou la concentration dans le muscle est restée trés faible.

Poissons omnivore
Les profils de concentration en MC dans le foie et le muscle des 2
espéces sont différents, pas de corr ®l ati on a\

Qualit® de

0 ®

Bonne

Commentaires

Les concentrations en MC dans le foie et l'intestin étaient les plus élevées
chez les poissons phytoplanctonivores, suivie des poissons omnivores, et

étaient les plus faibles chez les poissons carnivores.

sson
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Les concentrations dans le muscle donnent des résultats différents : elles
sont plus élevées chez les poissons omnivores, suivies par les
phytoplanctonivores et sont plus faibles chez les carnivores.

Les MC dans le foie peuvent constituer un réservoir de contamination
pour les muscles.

Lesrendementsd 6 e x t rsalan te$ variants de MC et les organes
peuvent induire deestimationfdds®veaun Basde d

contamination.

Informations
complémentaires
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Référence Zhang et al. (2009b). Determination of microcystin-LR and its metabolites
in snail (Bellamya aeruginosa), shrimp (Macrobrachium nipponensis) and
silver carp (Hypophthalmichthys molitrix) from Lake Taihu, China.
Chemosphere 76: 9741 981

Objectifs Etude de |l a contaminatioant&nwis poi s
Type do6®tude Environnemental

Pays Chine

Espéce(s) de poisson

etudiée (s) Hypophthalmichthys molitrix carpe argentée 33

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Des carpes argentées (poids moyen 1 kg) ont été placées dans un enclos

artificiel dans le lac Taihu en janvier 2005 ; 2 carpes ont été prélevées
mensuellement de juillet a décembre 2005.

Tissus/organes étudiés Foie, rein, intestin

Voi e dobéexposi t| Mileunaturel

M®t hode do6anal|LC-MS(MC-LR etses métabolites MC-LR-GSH et MC-LR-Cys)

Mc libres uniguement

Niveau de confiance de la 2. LD =5 pg/kg de poids sec dans les tissus de poissons.

m®t hode dbéanallRendement d daxlefoiea: 8%00@our MC-LR, 62,9% pour
MC-LR-GSH et 83,5% pour MC-LR-Cys

Lien avec le nombre de Non étudié

cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d
Résultats Dans le foie, la concentration le plus élevée est observée sous forme
de MC-LR-Cys avec des valeurs entre 3170 et 1470 pg/kg de poids sec.
La concentration en MC-LR est 10 fois plus faible : de 27 a 110 ug/kg de
poids sec. MC-LR-GSH n @été détecté que dans un seul échantillon en
aodt.

Le pic de concentration en MC-LR est observé en juillet, celui de MC-LR-
Cys en aodt.

Aucune relation significative n'a été établie entre les concentrations
de MC-LR et de MC-LR-Cys.

Dans le rein, la concentration le plus élevée est aussi observée sous
forme de MC-LR-Cys avec des valeurs entre 1850 et 7930 pg/kg de
poids sec. La concentration en MC-LR a varié entre 29 et 100 pg/kg de
poids. MC-LR-GSH a étén 6 a p aé&ect®dars le rein au cours de la
période d'étude.

Une corrélation significative a été trouvée entre les concentrations de MC-
LR et MC-LR-Cys.

33 https://inpn.mnhn.fr/espece/cd _nom/67275/tab/rep/METROP
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Fig. 4. Seasonal changes of MC-LR, MC-LE-GSH, and MC-LRE-Cys concentrations in
liver, kidney, and intestinal content of silver carp (Hypophthalmichthys molitrx) in
Meiliang Bay, Lake Taihu, China, from July to December 2005, Values are expressed
as means + standard deviations for two replicates: DW = dry weight; ND = not
detected; LOD (limit of detection) = 0,005 pg ' DW.

Conclusion Chez la carpe argentée, le métabolite principal de MC-LR est la MC-LR-
Cys, mais pas MC-LR-GSH. Les concentrations en MC-LR-Cys dans le
foie sont 10 plus élevées que celles de la MC-LR.

Qualit® de | 6 @ Bonne

Commentaires Le risque pour la santé humaine peut étre sous-estimé, car la toxicité de
MC-LR-Cys est importante (DL50 de MC-LR-Cys 7 fois supérieure a celle
de MC-LR chez la souris). La concentration de métabolites doit donc étre
évaluée. Par ailleurs, la teneur en toxines dans le foie peut constituer un
réservoir de contamination pour les muscles.

Le rendement ddé 29%,8354et 83,0% pow les MC-LR-
GSH, MC-LR-Cys, et MC-LR, en moyenne dans le foie, ce qui peut

induire des diedtifhakion €as niveaux réadsmes | 6
contamination.
Informations La carpe argentée est phytoplanctonivore.

complémentaires
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Reau

Référence Zhang et al. (2012). The role of cysteine conjugation in the detoxification
of microcystin-LR in liver of bighead carp (Aristichthys nobilis): a field and
laboratory study. Ecotoxicology 21:244i 252

Objectifs Etude de la contamination des poissons par la MC-LR et ses métabolites
dans des conditions naturelles et contrdlées en laboratoire.

Type dbé®tude Environnemental et laboratoire

Pays Chine

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Avristichthys nobilis carpe a grosse téte34

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental In situ.

3 carpes a grosse téte (poids moyen de 876 g) ont été prélevées en juillet
et aolt 2008 dans 5 lacs chinois concernés par des efflorescences
estivales de cyanobactéries (Maoli, Huanggai, Dianshan, Bajiao, et
Gehu).

Laboratoire

Des carpes a grosse téte (poids moyen 899 g) ont été achetées a une
pécherie et placées dans un aquarium sans nourriture. Elles ont recu une
dose unique de 500 pg/kg pc de MC-LR synthétique par injection intra-
péritonéale et 3 carpes ont été sacrifiées a 1, 3, 6 ou 12h apres injection.
Tissus/organes étudiés Foie

Voiedb e x po si t i on| Milieunaturel (environnement) et intra-péritonéale (laboratoire)

M®t hode do6anal|LC-MS(MC-LR et ses métabolites MC-LR-GSH et MC-LR-Cys)

Mc libres uniguement

Niveau de confiance de la 2. LD =5 pg/kg de poids sec dans les tissus de poissons, pour MC-LR
m®t hode dbéanal|MC-LR-GSH, MC-LR-Cys;r ende ment do&05%,8h6%et o
86,2% pour MC-LR-GSH, MC-LR-Cys, et MC-LR

Lien avec le nombre de Des prélevementsd 6 eau i nt ®gr ®s (50 cm sou
cellules de cyanobactéries | fond) ont été réalisés dans chacun des 5 lacs pour mesurer la
ou la concentration en concentration en MC intra et extracellulaires par LC-MS.
cyanotoxines?d
Résultats In situ.

Dans | 6eau, | a c-bRhétaiedet rati on en MC(C

Huanggai = 5,58 pg/L
Bajiao = 2,97 pg/L
Maoli = 2,27 pg/L
Gehu = 1,19 ug/L
Dianshan = 0,24 ug/L.

Dans le foie des carpes, la plus forte concentration de MC-LR a été
mesurée dans le lac Bajiao (67 pg/kg ps), et celle de MC-LR-Cys dans le
lac Huanggai (410 pg/kg ps). De faibles concentrations de MC-LR-GSH
ont été mesurées dans les lacs Dianshan (6,3 pg/kg ps) et Bajiao (6,4
pa/kg ps). La forme majoritaire est donc MC-LR-Cys dans le foie des
carpes des 5 lacs.

Aucune relation significative n'a été trouvée entre MC-LR et MC-LR-Cys

ou MC-LR-GSH, tandis qu'une corrélation positive a été trouvée entre
les concentrations de MC-LR-Cys dans le foie des carpes et de MC-

LR dans le seston des cing lacs.

34 https://inpn.mnhn.fr/espece/cd _nom/67277/tab/rep/ METROP
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Fig. 3 The concentration of MC-LR and its conjugates (LRCys and LR-GSH) in the liver of
bighead carp collected from the five eutrophic lakes, China

Laboratoire.

Pas de MC-LR, MC-LR-GSH, MC-LR-Cys détectées chez les carpes
témoins.

La MC-LR et ses 2 métabolites (MC-LR-Cys et MC-LR-GSH) ont été
détectés dans le foie des carpes tout au long de la période de I'étude, et
les pics des 3 toxines ont été observés 3h aprés l'injection : 2890 ug MC-
LR/kg ps, 350 pg MC-LR-Cys/kg ps, 64 MC-LR-GSH ug/kg ps, puis les
concentrations ont diminué a 6h et 12h. La forme majoritaire est donc
MC-LR.

L 6 a mseastatystique (corrélation de Pearson) a montré une corrélation
significative entre les concentrations de MC-LR-Cys et MC-LR ou MC-LR-
GSH, mais pas entre les concentrations MC-LR-GSH et MC-LR.

= 05T COMC-LR=Cys - | R=GSH ——MC-LR T 40
= 04+ 13
T 041 L

03+
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Fig. 2 The mean (n = 3) liver concentrationi time profiles for MC-LR/MC-LR-Cys, MC-LRGSH
after the ip injection of a single dose of purified MC-LR (500 Ig/kg bw) to bighead carps

MC-LR concentration (pg/g DW)

Concentration of LE-Cys and LR-GSH (pgfa W

Conclusion

Corrélation entre la concentration en MC-LR-Cys dans le foie et la
concentration en MC-LR dans le seston.

La forme majoritaire est MC-LR-Cys dans le foie des carpes les 5
|l acs. Alors qubapr s injectiobR ip

Les résultats suggérent que MC-LR-Cys est le métabolite principal, par
rapport a MC-LR-GSH, comme produit de détoxification de MC-LR dans
le foie de la carpe a grosse téte.

Qualit® de | 6@ Bonne
Commentaires la concentration en MC-LR et MC-LR-Cys dans le foie des carpes
intoxigu®s ip tend © di minuer 6h a

da étre plus longue afin de vérifier que cette tendance se confirme. La
teneur en MC-LR et ses métabolites est assez hétérogeéne selon les lacs
étudiés, et les écarts-types sont importants.

Le rendement ded@580x81,6% et 86i2% pour les MC-LR-
GSH, MC-LR-Cys, et MC-LR, en moyenne dans le foie peut induire des
di f f ®r e n estirsatiod des miveduoréels de contamination.

Informations
complémentaires

La carpe a grosse téte est phytoplanctivore.
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Reau

Référence Zhang et al. (2013). Risk assessment of microcystins in silver carp
(Hypophthalmichthys molitrix) from eight eutrophic lakes in China. Food
Chemistry 140 : 17-21

Objectifs Etude de la contamination des poissons de 8 lacs chinois

Type dbé®tude Environnemental

Pays Chine

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Hypophthalmichthys molitrix carpe argentée 3

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental 3 carpes argentées adultes (poids moyen de 988 g) ont été prélevées en

juillet ou aot 2008 dans 8 lacs chinois (Bajiao, Chaohu, Dianshan,
Donghu, Gehu, Huanggai, Taihu, Wushan) concernés par des
ph®nom nes dbéeutrophisation et des
cyanobact ®ries, Donghb.exception du |
Tissus/organes étudiés Muscle

Voi e dbdexposi t| Mileunaturel

M®t hode db6anal|LC-MS(MC-LR, MC-RR, MC-YR).

MC libres uniguement

Niveau de confiance de la 2. LD =5 pg/kg de poids sec dans le muscle de poissons, pour MC-LR,
m®t hode dbéanal|MC-RR,MC-YR;r endement ddans le thuseecde 66&5% pour
les MC-RR, 82,.8% pour les MC-YR et 86,2% pour les MC-LR.

Lien avec le nombre de Des pr® " vements dbédeau ont ®t® r ®a
cellules de cyanobactéries | prélevement des poissons, pour mesurer la concentration en MC
ou la concentration en intracellulaire par LC-MS.
cyanotoxines?d
Résultats Dans | 6eau, | e s MC iotracekulaites ésaterittoées s d e
différentes selon les lacs, de 0,02 & 21,7 pg/l.
Bajiao Chaohu Dianshan Donghu
Fish muscle (ug/kg DW) | 14+ 9 28+18 366 27+ 16
MC in water
(intracellular) pg/L 21.7 <LD 0.84 0.021
Gehu Huanggai Taihu Wushan
Fish muscle (ug/kg DW) | 34+ 15 24+ 21 25+ 14 34+6
MC in water
(intracellular) pg/L 4.71 154 4.11 0.14

Seules les MC-RR ont été détectées dans tous les échantillons de muscle
de carpe argentée dans les 8 lacs, ce qui suggére que la MC-RR est la
toxine majoritaire dans cette espece de poisson.

Les concentrations en MC-RR dans le muscle étaient comprises entre 14
et 36 pg/kg de poids sec.

L 6 a n astatystigee (corrélation de Pearson) a montré une corrélation
négative entre les concentrations en MC et la longueur des
poissons, suggérant que les poissons les plus petits accumulent
des quantités plus élevées de MC.

Il'y a également une corrélation négative entre la concentration en MC
intracellulaires et celle des muscles de la carpe argentée. Ce résultat
pourrait étre attribué a l'influence de la longueur totale de la carpe

35 https://inpn.mnhn.fr/espece/cd _nom/67275/tab/rep/ METROP
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argentée sur lI'accumulation MC dans les muscles.

Conclusion

Chez la carpe argentée, le variant majoritaire est la MC-RR (comparé a
MC-RR et MC-YR).

Les concentrations sont moins élevées chez les individus de grande
taille que chez ceux de petite taille.

Pas de corrélation entre [MC] eau (intracellulaires) et celle dans le
muscle.

Qualit® de

0 @

Bonne

Commentaires

Le rendement d de 66& 5%, &2c80bietn86,2%e mur les MC-
RR, -YR and -LR, en moyenne dans les muscles ce qui peut induire des
di f f ®r e n cestimationdles nigeauk @els de contamination.

Informations
complémentaires

La carpe argentée est phytoplanctonivore.
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Articles repéchés

Ccontam- Cdepuru Reau

Référence Adamovsky et al. (2007). Microcystin kinetics (bioaccumulation and
elimination) and biochemical responses in common carp (Cyprinus carpio)
and silver carp (Hypophthalmichthys molitrix) exposed to toxic
cyanobacterial blooms. Environmental Toxicology and Chemistry 26(12):

2687-2693.

Objectifs Etude de la cinétique de contamination pendant 9 semaines et de
décontamination pendant 2 semaines

Type ded®t ud Environnemental (en mésocosme)

Pays Républigue tchéque

Espéce(s) de poisson Cyprinus carpio, carpe commune

étudiée (s) Hypophthalmichthys molitrix, carpe argentée

Présentes en Europe oul

Présentes en France QU368

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Des poissons dgésde2 ans pr ovenan tont 4tdaxposs gn°

mésocosme extérieur a un extrait de cyanobactéries dominées par
Microcystis aeruginosa (45%), Microcystis ichthyoblabe (45%), et
Anabaena flos-aquae (5%) pendant 9 semaines.

Les poissons ont ensuite été placés dans un aquarium pour étudier la
cinétique de dépuration.

Les poissons nbéont pas ®t® nourris
3 a 10 poissons prélevés en semaines 4 et 9 pour la cinétique
déaccumul at i oesl, 4, 6etrB paueacmétique de
dépuration.

Mention dbéun groupe t®main (poi sso
Tissus/organes étudiés Foie et muscle

Voi e dbdexposi t| Mileunaturel

M®t hode do6anal|ELISA (préparé par les auteurs)

MC libres uniguement.

Niveau de confiance de la 4 (gue LD, pas LQ, rendement dbext
m®t hode déanal|LD=0,31pg/kg de poids frais pour le foie et 0,13 pug/kg pour le muscle
Courbe de calibration avec MC-LR

Lien avec le nombre de Mesure par HPLC de la concentrationenMCdans | deau du
;. L. . L.
cellules de cyanobactéries | et dans les cellules de cyanobactéries en semaines 4 et 9 en période
ou la concentration en déaccumul ati on.
cyanotoxines?d
A Table 1. Kinetics of microcystin (MC) concentrations in the muscle and liver (ng MClg tissue fresh wt) of common carp (Cyprinus carpic) and
Res u Itats silver carp (Hypaphthalmichthys molitrix)*
Silver carp Common carp
Water Biomass
Week MCs® MCs® Fish weight (g) Muscle MCs Liver MCs Fish weight (g) Muscle MCs Liver MCs
Accumulation
0 227 539 202 + 46 i o 125 = 28 18 o
(10 (3) (3) (10) 4) “4)
4 13.8 425 319 £ 78 10.6 £ 99 93.2 £ 50.7 127 = 42 98 = 64 132 £ 59
(10) (10) (10 {10y ()] 7
9 142 182 324 + 78 52+34 124 = 56 128 = 37 73 = 46 68.7 + 42
(10) (7) (7 (10} ()] ()]
BCF* (mean/maximum) 0.62/1.7 7.3/133 0.57/1.1 TR/N2E8
Elimination
0 — 421 = 92 09 *03 46 = 9 1.2=03 172 £ 7.0
— ) (5) (10) (5) (5)
1 — 380 = 102 [ 47 £ 16 02 =01 137 £ 27
— (10) (5) (10y () 35)
2 — 435 *+ 86 (1 40 = 10 o 23+ 04
— (10 (5) (10} (5) 5)

# Values represent the mean = standard error, with the number of investigated fish given in parentheses

® Water concentrations of total MCs (sum of MC-LR. -RR, and -YR: pg/L}

© Biomass MCs concentrations (pg/g dry wt).

¢ Less than the limit of detection (liver, 0.31 ng/g fresh wt; muscle, 0.13 ng/g)

¢ Bioconcentration factors (ratio between the mean/maximum tissue concentration and the average water concentration 17 pg/L).

Dans | 6eau, | a ¢ o n ctesatvari@dntred$8 ee22,7 M{
ug/L.

36 https://inpn.mnhn.fr/espece/cd _nom/67275/tab/rep/ METROP
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Accumulation

La concentration en MC libres dans le muscle et le foie est plus élevée
apr s 4 semaines qubapr s 9 semain
de carpes. La cinétique ne suit donc pas une relation linéaire avec la
dur ®e dbéexposition.

Dépuration

Dans le muscle de la carpe argentée, la concentration passe de 5,2 + 3,4
Og/ kg pf apr s 9 s e neefflotescencel < B apeds i
1 semaine de d®puration (en aquaiei
est estimée a 0,7 jours.

Dans le muscle de la carpe commune, la concentration passe de 7,3 + 4,6
Og/ kg pf apr s 9 s e neefflotescence<d R apes i
2semainesde d®puration (en aquarium-a
vie est estimée a 2,8 jours (fourchette de 1,7 a 7,5 jours).

Dans le foie des 2 espéces, les MC sont toujours détectées apres 2
semaines de dépuration.

r

30 (B)

Comman carp muscle )
half life: 2.8 (1.7-7.5) d

Common carp liver
half life : 8.4 (5.1-23.5) d

Microcystins (ng/g fresh wi)
Microcystins (nglg fresh wi)

.
o= D

200 ©) (D)

E I Siver carp muscle E Silver carp liver

el ‘, half life : 0.7 d w oy half life : 3.5 (1.9-22.7) d

215 \ 2

@ ' 2

=)} 1 o 3

£ 1.04 1. =

n w

£ £ 2

g 1 g

o 0.5 L s

=] i o 1

= * o R N - R o ----g

=2 \ 2

= 00 e —— o = T ]
a 1 2 3 4 4] 4 6 8

Week Week
Fig. 1. Microcystin elimination from the tissues of common carp (Cyprinus carpio) (A and B) and silver carp (Hypophthalmichthys mo

(C and D). Presented are individual tissue concentrations, elimination curves (solid lines) with 95% confidence intervals (dashed lines), ang
lives in days (mean values with 95% confidence intervals in parentheses).

Conclusion

La concentration en MC libres dans les muscles de carpes diminue
fortement 2 semai nese alpire xsp dsdiatriro°n
eau dépourvue de MC). La cinétique de dépuration indique une % vie
de 0,7a7,5jours.

La concentration en MC libres dans les muscles de carpes reste faible
méme aprés 9 semainesd 6 e x p 0 s i etconoentration em MC
dissoutesdans | 6eau de 14 - 22 Og/ L.

Qualit® de

0 ®

Bonne

Commentaires

Attention aux MC accumulées dans le foie qui peuvent constituer un
réservoir de contamination pour le muscle. La cinétique de dépuration

dans le foie indique une % vie de 1,9 a 23,5 jours. De méme que les MC
liées, non prises en compte dans cette étude.

Attention au rendement ddextracti o
conduit & une sous-estimation des niveaux réels de contamination.

La contamination est maximisée car les poissons sont placés en
aguarium dans une eau sans MC.

Informations
complémentaires

La carpe argentée est planctonivore (se nourrit des cellules de
cyanobactéries).

itrix)
half-

La carpe commune est omnivore.

sson
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Ccontam

Référence Al-Kahtani et Fathi (2008). Physiological studies on tilapia fish
(Oreochromis niloticus) as influenced by the cyanobacterial toxins
microcystin. Journal of Biological Sciences 8(7): 1226-1230.

Objectifs Etude de la cinétique de la contamination pendant 10 jours

Type dbé®tude Laboratoire (aquarium)

Pays Arabie saoudite

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Oreochromis niloticus tilapia du Nil

Présente en Europe OUl, en élevage (Allemagne, Belgique, Pologne)37

Présente en France NON

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Des poissons (50 Q),pr ® ev®s par des p°cheur s

été nourris pendant 10 jours avec des cellules séchées de Microcystis a la
dose de 50 pug MC-LR eg/poisson/jour. Les poissons ont été répartis en 2
groupes de 20 individus (témoins et traités) et 5 poissons ont été prélevés
tous les 2 jours (analysés par pool).

Les cellules de Microcystis aeruginosa ont été prélevées dans un lac et
mises en culture.

Tissus/organes étudiés Muscle, foie, vésicule biliaire et intestins

Voi e dbébexposi t|Orale

M®t hode dbanal]|ELISA etinhibition de la protéine phosphatase

Niveau de confiance de la 4 (pas LD, ni LQ, ni rendement doe
m®t hode déanal| MClbresuniqguement
Lien avec le nombre de Non étudié

cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanot oxi nes?d

Résultats Dans le muscle, la concentration en MC la plus €levée est observée le
6j our dobéexposition (28 Og/kg de ¢
diminue a5 pg/kg au 10°™j our doéexposi ti on.

éme

Dans le foie, la concentration en MC la plus élevée est observée le 8
jour dbéexposition (820 Og/kg de po
(2510 pg/kg) au 10°™j our dobéexposition.

Table 1: Microcystins concentrations in liver muscle and faeces of Tilapia
(Orecchromis niloticis) fish during the investigation period

Time (day)

Organ 0 2 4 6 3 10

Liver (ug g™ 0 0.150 0720 0.550 0.820 0.510

Muscle (ugg™) 0 0.002  0.008 0028 0.006 0.005

Faeces (ue g~ fish) 0 0.010 0022 0.047 0086  0.110

Conclusion La concentration en MC dans le foie et dans le muscle ne suit pas

unerelationlinéaire avec | a dur ®e dbdexposit
phase, elle augmente (6 ~ 8 premie

une seconde phase, elle diminue (8 a-10°™ jour).
Qualit® de | 6@ Bonne

Commentaires
Informations

complémentaires

37 http://www.fao.org/docrep/t8655f/t8655f03.htm ;
http://www.sypagua.com/elevage-aquaculture/tilapia-oreochromis-niloticus.html
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Référence Amrani et al. (2014). Variation in cyanobacterial hepatotoxin (microcystin)
content of water samples and two species of fishes collected from a
shallow lake in Algeria. Arch Environ Contam Toxicol 66(3): 379-389.
Objectifs Etude de la contaminationdesp o0 i s s 0 n s peddant hanl a c
Type dbé®tude Environnemental
Pays Algérie

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

Cyprinus carpio
Anguilla anguilla
oul
oul

carpe commune

anguille doEurope, anguil

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

3 poissons de chaque espéce prélevés dans le lac Oubeira ont été
achetés chaque mois a des pécheurs locaux entre avril 2010 et mars
2011. Le poids des carpes était compris entre 250 et 1400 g et celui des
anguilles entre 400 et 1050 g.

Tissus/organes étudiés

Muscle, foie, intestins

Voi e dbébexposit

Milieu naturel

M®t hode dobéanal

Quantification par Inhibition de la protéine phosphatase (PP2A) et
identification par LC-MS/MS. MC libres uniguement

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

4 pour PP2A (pas LD, n i rendement,L@®20 yugtkg de pdids 0
sec

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Préléevements mensuelsd 6 1 L  en&wface a 10 m du bord (en
triplicat). La concentration intra et extracellulaire en MC a été mesurée par
Inhibition de la protéine phosphatase.

Résultats

Dans |akeneentratiom en MC dissoutes a varié entre 0,01 et 1,6
Mg/L, celle en MC patrticulaires entre 0,018 et 11,8 pg/L, avec une
efflorescence entre ao(t et octobre. Le pic en MC dissoutes est observé
en fin d dfflorescence. MC-LR était le variant dominant (90%) suivi de MC-
YR et MC-(H,)-YR.

4500 14000

——Hepatopancreas

4000 4 ——Intestine | 12000

]

mm Musicle
------ Total MCs

3500

+ 10000

30004 M

2500 [ 8000

2000 || | 6000

1500

Microcystin-LR equivalent (ng/l

+ 4000
1000

Microcystin-LR equivalent (ng/g DW)

2000

Date of sampling

Fig. 1 : Distribution de la concentration toale en MC d a n sau &t daas les tissus de_carpes
communes prélevées chaque mois entre avril 2010 et mars 2011. Les données sont
exprimées en moyenne + ET de 3 poissons (analyses réalisées en triplicat).

Chez la carpe, la concentration en MC dans le muscle a varié entre 329 et
680 ug/kg de poids sec. La valeur maximale a été observée en décembre,
al ors que | a concentration en MC t
pg/L. Le profil dans le muscle ne suit pas celui de la concentration en

poi sson

MC t ot al esu dpmuwiss d wéeial néy a pas dbo
significative pendant |&fflorescenceet quéi | y a d®t
m° me en | 6 &bileresnence. d
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Dans le foie, la concentration en MC a varié entre 343 et 771 pg/kg de
poids sec. On observe une augmentation de la concentration pendant
I@&fflorescence et une trés lente dépuration apres I&fflorescence.

La carpe a un régime omnivore.

Chez | 6 tacapaentrhtibneen MC dans le muscle a varié entre 54 a
67 pg/kg de poids sec. Le profil dans le muscle ne suit pas celui de la
concentration en MC totales dans |
ddaugment ati on si g refflorescenteiet e quén d a
d®t ection de MC m° @Hloresnpendebabsence

Dans le foie, la concentration en MC a varié entre 86 et 333 ug/kg de
poids sec. On observe une nette augmentation en janvier et février 2011
al or s qu oa@ffloresnefice ( panscdntration tot a

pg/L).

Lébanguille a un r®gime carnivor e.

500 14000

—— Livar 5
450 : 5

_ —= Intestine | 42000
= a0l mm Muscle -
S| e Total MCs z
= B
2 oacp - 10000 =
= - -
£ 300 5
s 8000 T
3 -]
T 2501 =
e i :
= 6000 %
£ 200 g,
7 g
z 2
g "N 4000 2

=
L 2000
- o

Deate of sampling

Fig. 2 : Distribution de la concentration toale en MC d a n sau ét Gaes lestissusd 6 angu
communes prélevées chaque mois entre avril 2010 et mars 2011. Les données sont
exprimées en moyenne + ET de 3 poissons (analyses réalisées en triplicat).

Conclusion Pas de corr®l ation entre | es uqiotrae e
extracellulaire) et celles dans le muscle des carpes et des anguilles.
Pr®sence de MC dans | e mu s@ffloeescentene
de cyanobactéries.
Chez | 6anguille, carnivor e, Il a con
le long de la chaine alimentaire.

Qualit® de | 6 ® Bonne

Commentaires

(I néy a pas de repr®sentation g®
et des sites de p°che des poissons
la représentativité des résultats de concentrat i ons en MC d

I nd®pendamment de cel a, bréitde toddede lac
contamination des poi(sieinungde 329 pgtkgede
poids sec chez la carpe).

Informations
complémentaires

Un coefficient de 5 a été utilisé pour convertir les concentrations en poids
en sec au poids frais afin de r®al
Les auteurs soulignent le besoin de recherche sur la biodisponibilité des

MC liées.
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Référence Bruno et al. (2009). Microcystin detection in contaminated fish from Italian
lakes using ELISA immunoassays and LC-MS/MS analysis. Handbook on
Cyanobacteria: Biochemistry, Biotechnology and Applications: 191-210.
Objectifs Etude de la contamination des poissons de 3 lacs pendant 2 ans.
Type do6®t ude Environnemental
Pays Italie

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présentes en Europe
Présentes en France

carassin commun38
carpe commune
bar commun3®

Carassius carassius
Cyprinus carpio
Dicentrarchus labrax

Leuciscus cephalus chevaine

Mugil cephalus poisson queue bleue40
Salmo trutta lacustris  truite de lac

oul

oul

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

107 poissons ont été prélevés entre juin 2004 et ao(t 2006 dans le lac
Massaciuccoli (n=99), le lac Albano (n=2), le lac Fiastrone (n=1) et le lac
Ripabianca (n=1)

Tissus/organes étudiés

Muscle et visceres

Voi e dbébexposit

Milieu naturel

M®t hode dobéanal

ELISA (Envirogard, Envirologix, Beacon) ou LC-MS/MS
MC libres uniqguement

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

4 pour ELI SA LD, ni L Q, ni de
2 pour LC-MSMS :

rendement dobéext r ac t-RRp88,6% podr MC-BR»78@% u
pour MC-LW et 83,1% pour MC-LF

LD = 1,6 ug/kg de poids frais pour MC-RR, 2,1 pg/kg pour MC-YR, 2,3
Ho/kg pour MC-LR, 1,9 pg/kg pour MC-LA, 1,7 pg/kg pour MC-LW.

LQ = 1,6 pg/kg pour MC-RR, 3,9 ug/kg pour MC-YR, 4,0 ug/kg pour MC-

LR, 3,1 pg/kg pour MC-LA, 3,8 pg/kg pour MC-LW

(pas

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Des pr ® = v e meini3Gmgdé phyoplan¢tdnDont été réalisés
au moment de la capture des poisons et analysés par LC-MS/MS pour la
mesure de MC intracellulaires.

Résultats

MC détectées dans 71% des échantillons de muscle.

Variants détectés : dem MC-RR, MC-RR, MC-YR, demMC-LR, MC-LR,
MC-LA.

Pour les échantillons de poissons analysés par LC-MS/MS et ELISA, les
résultats étaient 3 a 8 fois plus élevés par ELISA.

Etude de |1 6effet de | a cuisson

La cuisson au four des filets de poisson entraine une augmentation
de la concentration en MC de 12 a 56%.

Les modes de cuisson « sauté » et « braisé » entrainent une
diminution de la concentration en MC respectivement de 8-91% et de 73-
93%.

38 https://linpn.mnhn.fr/espece/cd _nom/67206/tab/rep/METROP

39 https://inpn.mnhn.fr/espece/cd _nom/69317/tab/rep/METROP

40 https://inpn.mnhn.fr/espece/cd _nom/69772/tab/rep/METROP,

poi sson
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Résultats Tableau 1 : lac Massaciuccoli

Date de | Espece Muscle par | Muscle par | Eau par ELISA

prélévement ELISA (ug/kg) | LC-MS (ug/kg) | (pg/L)

Juin 2004 carpe <LD non analysé

carpe 4,47 non analysé
carassin non analysé 8,73
carassin 2,03 non analysé non analysé
carassin <LD non analysé
p. g. bleue | 1,37 <LD
p. g. bleue | 3,68 non analysé
p. q. bleue | 36,42 non analysé
Décembre carpe 1,31 non analysé
2004 carassin <LD non analysé
carassin 1,89 0,35
carassin 1,97 non analysé 0,08
p. g. bleue | 8,5 non analysé
p. g. bleue | non analysé 9,35
p. g. bleue | 1,99 non analysé
Juin 2005 carpe <LD non analysé
carpe 1,78 non analysé
carpe 1,17 non analysé 1,23
carpe 1,04 <LD
carassin 0,79 <LD
carassin 0,38 non analysé
carassin 1,07 non analysé
Novembre carpe 2,29 <LD
2005 carpe 2,72 0,81
carpe <LD <LD non analysé
carassin <LD non analysé
carassin <LD non analysé
carassin <LD non analysé
p. g. bleue | <LD non analysé
p. g. bleue | 0,58 non analysé
p. g. bleue | 3,23 non analysé

Juillet 2006 | carpe 1,53 non analysé non analysé

carassin 2,18 non analysé

Ao(t 2006 carpe <LD

carpe 0,45
carassin <LD
carassin <LD non analysé non analysé
p. g. bleue | 0,71
p. g. bleue | 0,78
Tableau 2 : lac Albano

Date de | Espéce Muscle par | Muscle par | Eau par ELISA

prélévement ELISA (ug/kg) | LC-MS (ug/kg) | (pg/L)

Aolt 2006 truite <LD non analysé non analysé

truite <LD non analysé
Tableau 3 : lac Fiastrone

Date de | Espece Muscle par | Muscle par | Eau par ELISA

prélévement ELISA (ug/kg) | LC-MS (pg/kg) | (pg/L)

Mars 2005 chevaine non analysé 26,59 non analysé

Tableau 4 : lac Ripabianca

Date de | Espece Muscle par | Muscle par | Eau par ELISA

prélévement ELISA (ug/kg) LC-MS (ug/kg) | (pg/L)

Mars 2005 chevaine non analysé 26,30 non analysé
présence
doen
efflorescence

"ee C. CABESIS o Wi 550
b -
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np'g M. cefalus g
Fig 1 : Evolution de la concentration en MC totalesdans | 6 eau et
de poissons entre juin 2004 et aolt 2006 (ELISA)
Conclusion Les auteurs indiquent une corrélation négative entre la concentration en
MCdans | 6eau (intracellulaire) et
Les données montrent la présence de MC dans le muscle en
| 6absence de MC dans | 6eau et inve
concentration en MC dans le muscle alors que la concentration dans
| 6eau d®passe 1 Og/ L.
Le mode de cuisson au four conduit a une augmentation de la
concentration en MC dans le muscle.
Qualit® de | 6 @ Tréesbonne
Commentaires Selon les auteurs, les MC liées peuvent étre détectées par les ELISA
avec des anticorps polyclonaux
Informations Procambarus clarkii : écrevisse de Louisiane?! (présente en France)
complémentaires 14 écrevisses ont été prélevées dans le lac Massaciuccoli et analysées,
les concentrations varient de non détecté a 45 ug/kg.
Tableau 5: ConcentrationsenMCdans | es queues dbd®cre
Date de par ELISA (ug/kg) | par LC-MS (ug/kg) | Eau par ELISA
prélévement (ug/L)
Juin 2004 28,46 <LD non analysé
Décembre 11,25 non analysé 0,08
2004 3,72
2,84
Juin 2005 4,73 1,23
45,45
6,85
Novembre 12,8 0,77 non analysé
2005 9,81 non analysé
2,68 non analysé
Juillet 2006 <LD non analysé non analysé
Aot 2006 1,51 non analysé
<LD non analysé
<LD

41 hitps://inpn.mnhn.fr/espece/cd _nom/162668/tab/rep/METROP
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Référence Chellappa et al. (2008). Harmful phytoplankton blooms and fish mortality
in a eutrophicated reservoir of Northeast Brazil. Brazilian Archives of
Biology and Technology 51(4): 833-841.

Objectifs Etude de la contaminatondes poi ssons doéun e ®se
efflorescence de cyanobactéries
Type dbé®tude Environnemental
Pays Brésil
Espéce(s) de poisson
étudiée (s) Plagioscion squamosissimus Acoupa riviere
Présente en Europe NON
Présente en France OUI (en Guyane*?)
Cichla monoculus perciforme
Présente en Europe NON
Présente en France NON#43
Prochilodus brevis
Présente en Europe NON
Présente en France NON44
Hoplias malabaricus  poisson tigre
Présente en Europe NON
Présente en France OUI (Guyane*%)
Leporinus friderici
Présente en Europe NON
Présente en France OUI (Guyane?6)
Oreochromis niloticus  Tilapia du Nil
Présente en Europe OUlI, en élevage (Allemagne, Belgique, Pologne)4”
Présente en France NON
Cyanotoxines étudiées Microcystines
Protocole expérimental Préléevements de 8 poissons morts en décembre 2003 pendant une
efflorescence de cyanobactéries dans le réservoir Marechal Dutra.
Tissus/organes étudiés Foie

Voi e dbdexposi t| Mileunaturel

M®t hode db6anal|HPLC-UV

MC libre uniquement

Niveau de confiance de la 4 (pasLD,niLQ,nirendement dbéextraction)
m®t hode dbéanal

Lien avec le nombre de Pr ® — v e me mensuels di gamvier a juin 2004 sur 4 sites a
cellules de cyanobactéries | proximité des cages de poissons en surface et a 4m, 8m et 11m de
ou la concentration en profondeur. Analyse de la concentration en MC dans le seston par HPLC-

cyanotoxi nes?d UV

Pr ®s e n ceefflodeécente de cyanobactéries dominées par
Microcystis aeruginosa et Cylindrospermopsis raciborskii en décembre
2003.

Résultats En décembre 2003, une efflorescence de cyanobactéries a été observé
pendant 15 jours avec un pic de la concentration en MC dans le seston au
7°™ jour & 8,73 pg/L puis une diminution j us o °fparu 15
Chez les poissons, la concentration dans le foie présente un pic
égalementau7°™j our - 2590 Og/ kg pTjeur. di

42 https:/linpn.mnhn.fr/espece/cd _nom/419220/tab/rep/GUF
43 http://www.fishbase.org/summary/13270

44 http:/lwww.fishbase.org/summary/Prochilodus-brevis.html
45 https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/419108/tab/rep/GUF
46 hitps://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/461175/tab/rep/GUF

47 http:/lwww.fao.org/docrep/t8655f/t8655f03.htm ;  http://www.sypagua.com/elevage-aquaculture/tilapia-oreochromis-
niloticus.html
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Fig 1 : concentration en MC dans le seston et dans el foie des poissons durant le
efflorescence de cyanobactéries.

Conclusion Sur une période de 15 jours, les cinétiques de contamination et de
décontamination dans le foie des poissons suivent celles de la
concentration en MC dans | 6eau (in
cette étude sont jugés peu fiables.
Qualit® de | 6 ® Faible

Commentaires Léarticle ne pr®cise pas comment o
poissons, il semble que ceux-ci ont été poolés ( i | néy a (¢
point par date) sans tenir compte

Informations
complémentaires
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Reau
Référence Debilois et al. (2008). Microcystin accumulation in liver and muscle of tilapia
in two large Brazilian hydroelectric reservoirs. Toxicon 51(3): 435-448.
Objectifs Etude de la contamination des poissons de 2 réservoirs
Type doé®tude Environnemental
Pays Brésil

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

Présente en Europe
Présente en France

Oreochromis niloticus tilapia du Nil

OuULI, en élevage (Allemagne, Belgique, Pologne)48
NON

Tilapia rendalli
NON

NON

tilapia a poitrine rouge

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

Dans le réservoir Funil, 20 tilapias du Nil de tailles variées ont été prélevés
les 5 et 6 janvier 2003 sur un site central.

Dans le réservoir Furnas, 3 tilapias du Nil et 4 tilapias & poitrine rouge ont
été prélevés le 3 février 2003 sur un seul site.

Tissus/organes étudiés

Muscle et foie

Voie dbdexposit

Milieu naturel

M®t hode dbéanal

Muscle par ELISA (Envirologix) et foie par inhibition de la protéine
phosphatase 2A ; 10 foies ont été analysés par HPLC-PDA.
MC libres uniguement.

Niveau de confiance de la
m®t hode dobanal

4 pour les 3 méthodes (pas LD, niLQ, nir e nd e me nttionJ.6extr
Les résultats de foies analyses par PPI et HPLC ont montré une corrélation
avec R2 = 0,68. Pour les muscles, la comparaison des résultats par ELISA
et PPl a montré un R2 = 0,85. Les résultats par ELISA sous-estiment de
30% la concentration en MC comparé a PPI. Les auteurs choisissent de
ne pas retenir les résultats par PPI.

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Des pr® vements doe aet6 janvier 20@ts@® 3 siteB a |
du réservoir Funil et le 3 février 2003 sur 1 site du réservoir Furnas.

Au réservoir Funil, les concentrations en MC d a n s étaieidt dezD |26

pg/L au site 1 et de 0,73 pg/L au site 2 (proches du site de prélévement des
poissons). Dans le seston, les valeurs étaient respectivement de 108 et 163
mg/kg de poids sec.

Au réservoir Furnas, la concentration étaitde 0,94 yg/Ld ans |
784 mg/kg de poids sec dans le seston.

6eau

Résultats

26% des poissons prélevés avaient une concentration dans les muscles
supérieure a 8 pg/kg (qui correspond a la dose journaliére tolérable fixée
par | 60OMS pour une portion de 300 (¢
Les concentrations étaient comprises entre 0,9 et 12 pg/kg de poids frais.
Concernant |l es concentrations en M
avait pas de différence statistiquement significative entre les 2 réservoirs,
mal gr~ les diff®rences de concentr g
étaient différents en composition et en propostions de ceux du seston.
Concernant le muscle, les tilapias du Nil de Furnas (11,7 + 0,3 pg/kg de
poids frais) sont significativement plus contaminés que ceux de Furnil (6,1 +
1,7 pg/kg), en cohérence avec les concentrations plus élevées en MC dans
| 6eau de Furnas.

Pas de corrélation entre la concentration en MC dans le foie et celle dans le
muscle des poissons.

48 hitp://www.fao.org/docrep/t8655f/t8655f03.htm :

http://www.sypagua.com/elevage-aquaculture/tilapia-oreochromis-niloticus.html

poi sson
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Table 3
Summary of the results obtained by HPLC for each known and unknown toxin variant detected in seston and fish, expressed as mean

concentration

Microcystin variants Seston Furnas Fish Furnas Seston Funil Fish Funil
n=1) (n=2) (n=2) (n=13)
(ugg DW 1) (pegliver 1) (iggDW 1) (nggliver )

Unk 1 4.0+0.1 421424 121547

Unk 2 3316

MC-YR 53.0+42.8

MC-LR 409.9 36+0.4 100.7+3.9 44+1.4

Unk 3 64.3 0.9+0.6

MC-LA 42.0 0.8+0.5 38+0.6

Unk 4 280.4

Total by HPLC 796.6 9.3+0.3 195.7+44.3 236+7.5

Total by PPI 7831 9.3+0.1 191.3+39.3 260+8.3

Conclusion

Pas de corrélation entre la concentration en MC dans le foie et celle dans le
muscle des poissons.

Pas de corrélation entre la concentration en MC dans le seston et celle
dans le foie des poissons.

Concernant le muscle, les concentrations en MC sont plus élevées lorsque
celles dans | 6eau sont plus ®l ev®egq
Les auteurs concluent™ un fort potenti el dléna
le muscle des poissons méme avec de faibles concentration en MC
dans | edu.

Qualit® de

0 @

Moyenne

Commentaires

Informations
complémentaires

sson
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Ccontama Cdepur

Référence Debilois et al. (2011). Experimental model of microcystin accumulation in the
liver of Oreochromis niloticus exposed subchronically to a toxic bloom of
Microcystis sp. Aquatic Toxicology 103(1-2): 63-70.

Objectifs Etude de la cinétique de contamination pendant 31 jours.

Type dbé®tude Laboratoire (aquarium)

Pays Brésil

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

Oreochromis niloticus  Tilapia du Nil
OULI, en élevage (Allemagne, Belgique, Pologne)49
NON

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

45 poissons matures (250 g) nourris 51 jours avec du seston dominé par
Microcystis sp (31 jours dé&fflorescence). Les poissons ont été péchés dans
un étang, 5 poissons ont été analysés et les concentrations en MC étaient
inférieures a la LD.

2 groupes de poissons : exposés et non exposés. La dose de MC du
groupe exposé a été estimée a 0,973 + 0,408 pg/poisson (concentration
dans le seston de 2,78 + 1,04 mg/kg poids sec).

Préléevements de 5 poissons tous les 5 jours pour chaque groupe.

Tissus/organes étudiés

Muscle et foie

Voie dbdexposit

Orale

M®t hode dbéanal

Inhibition de la protéine phosphatase
MC libres uniguement.

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

4 (que LD, pasLQ, nir e nd e me n ttion) ;a.B % 4 ug/kgc
Les auteurs indiguent que leur méthode a été validée par comparaison a
HPLC et ELISA, calibrée avec un standard de MC-LR.

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

2]

Léfflorescencea atteint son pic au jour
1 Fig. 1. Variation in
B P . * . the  biomass of
i + Miarozystia in cyancbacteria 3 H cyanobacteria,
i< AN »gg measured in  the
o RV A .| EBE concentrated seston
38 / o fese and expressed as
FEwm if 1. s freeze dried weight
2 . A ol "E per fish, supplied
wl tee gl = daily to each fish
cae AP Nore and toxicity, in MC-
et '/.-..-" ‘ y LR equivalent for the
o emmm e o 31 days of
L] 3 8 2 12 15 18 pil ™M b 30 .
Bier experiment.

Résultats

Pas de MC détectées dans les poissons témoins (muscles et foies) ni dans
le muscle des poissons exposés (uniquement dans les foies).
L] r 160

I i B Fig. 2. Daily
M- avalabieme I " availability of MC in
_5 o LiverMC § ' 1 £ the diet of each fish
5 i & during the 31 days
%J ®5 of experiment and
= =" € average MC content
3z T 2 Lo & in the fish liver for
% 2 every sampling date.
3 H i E‘ Each point of liver
1 1 . ' " MC data: n = 5, bars
. . are SE.
o L s M

49 http://www.fao.org/docrep/t8655f/t8655f03.htm :

http://www.sypagua.com/elevage-aquaculture/tilapia-oreochromis-niloticus.html
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A J5, la cencentration en MC dans le foie = 5,6 pg/kg (poids sec ?)

A J10, foie = 29,5 ug/kg

A J15, foie = 81,7 ug/kg

A J25 et J31, foie = entre 70 et 75 pg/kg

Modélisation de la concentration en MC dans le foie en fonction de la
concentration en MC disponible (seston).

Modéele de toxico-cinét i que non | in®aire incluad
dépuration et saturation.

010 - Fig. 3. Prediction of

—— Model AD liver MC from the
——- Model ADX .
o MG Riok average available
0.08 1 /L MC per fish obtained
S~ T _ with both the AD and
( e = ADX model (Egs. (1)
- and (2)). The
I measured data are
*
0

0.06

also presented
0.04 .
for comparison. The

daily dose used in
these models is the
average  available
MC per fish
. . calculated with the
1 2 2 4 five days preceeding
Available MC (ug MC « fish™ + day™) the sampling date.
Modéle ADX, R2=0,98
Conclusion Le mod | e propose 3 pchumslation deg MC dansden {
foie des poissons : a faible dose,le s MC s 6 a ¢ ¢ u mprbpertioh et ¢
il y a peu do6®l i mination, " dose 1
bilan entre accumul ation et ®I i ahirée g
et il y a une forte accumulation dans le foie.
Qualit® de | 6 ® Bonne
Commentaires L6®t ude nda pas port® sur | a cin®ti
sur la figure 2 que la concentration en MC dans le foie reste stable 7
jours apres le pic dé&fflorescence.

Liver MC (ug MC g liver”)

0.02

0.00

Informations
complémentaires
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Référence Guo et al. (2015). A non-classical biomanipulation experiment in Gonghu
Bay of Lake Taihu: Control of Microcystis blooms using silver and bighead
carp. Aquaculture Research 46(9): 2211-2224,
Objectifs Etude de la contamination des poissons
Type dbé®tude Environnemental (dans des enclos)
Pays Chine

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

Présente en Europe
Présente en France

Hypophthalmichthys molitrix
oul

OUI (introduite non établie, dont cultivée ou domestique>9)
Hypophthalmichthys nobilis carpe a grosse téte

oul

oulPt

carpe argentée

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

En mars 2009, des carpes ont été maintenues dans des enclos avec des
filets dans | e baie Gonghu du | ac
| 6abondance de cyanoefflerastce®esi es et @
1200 kg de carpes argentées de 120-170 g et 180 kg de carpes a grosse
téte de 80-120 g.

10 carpes de chaque espéece ont été prélevées chaque mois entre mars
et décembre.

Tissus/organes étudiés

Muscle et foie

Voi e dbébexposit

Milieu naturel

M®t hode dobéanal

LC-MS selon Chen et Xie 2005
MC libres uniquement

Niveau de confiance de la
méthode dbéanal ys

4 (pasLD,niLQ,nirendement dbéextraction)

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Despr ® ~ vemenitnst ®dgoreRasu de | a col onne
chaque moi sur 4 sites,2aléi nt ®r i eur de | dencl o

Une efflorescence a été observée en juillet, ao(t et septembre.

Durant la période dé&fflorescence, les cyanobactéries représentaient 90%
du phytoplancton en dehors des enclos et 40-80% dans les enclos avec
les carpes.

0.08 r Extracellular MCs

Fig. 7. Seasonal
variations of intra- and
extra-cellular MCs in the
enclosure and in the

surrounding lake.

0.07
B Swrounding lake
0.06

B Fish enclosure

0.05
no4

MCs content (pg L)

12 Intracellular MCs

MCs content (pug L1

Jan, Ir:h.anr.l."\pr Mn_\-.llun. Jul. fg. : L. .\-. Dec.
Month
En dehors de | 6encl BGi,ntlraa c®Inlcwelnd ir

était élevée entre juillet et aolt (5 a 9 pg/L) puis a diminué en octobre et

50 https://inpn.mnhn.friespece/cd_nom/67275/tab/statut

51 https:/finpn.mnhn.fr/espece/cd nom/67277/tab/rep/METROP
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novembr e. Dans | dencl os, |l a concen
novembre a 0,6 pg/L).

Laconcent r ati on en MC dissoute dans |
et 0,06 Og/L en dehors de | denclos
concentration était encore plus faible (pic en novembre a 0,026 pg/L).

3 variants ont été identifiés : MC-LR, RR et YR (LR et RR dominants).
Résultats Les 3 m°mes variants que dans | &ea
MC-LR, RR et YR (LR et RR dominants).

Les concentrations maximales ont été observées en juillet (94 ug/kg de
poids sec) dans les muscles des carpes argentées et en septembre pour
les carpes a grosse téte (47 pg/kg).

En moyenne, la concentration en MC dans le muscle était 33 pg/kg pour

la carpe argentée et 16 ug/kg pour les carpes a grosse téte.

0.10 - Muscle of silver carp
B YR

= 008 | U LR Fig. 8. Seasonal
T B RR g. 9.
o changes of MCs
= 006 F concentration in
3 muscle of silver and
5 0 bighead carp
E 0.02 |

0.00

0.05 - Muscle of bighead carp
~ 004 I
i-:: 0.03 |
% 0.02 |
E 0.01

Mar. Apr. May. Jun. Jul  Aug. Sep. Oct. Nov. Dec
Month

Léanalyse statistique a montr@ une
concentration en MC intracellul air

muscle pour la carpe argentée (qui se nourrit de phytoplancton)
mais pas pour la carpe a grosse téte (qui se nourrit de zooplancton).

Conclusion Corrélation entre la concentrationen MCi ntracel | ul air
celle dans le muscle pour une espéece de carpe (qui se nourrit de
phytoplancton) mais pas pour | b6aut

Qualit® de | 6 ® Bonne

Commentaires Les auteurs ont utilisé un facteur de 5 pour convertir en poids frais les

concentrations exprimées en poids sec de leur étude.
Les concentrations en MC dans les muscles ont varié entre 0,34 et 18,8
Hg/kg de poids frais (moyenne de 4,8 ug/kg).

Informations
complémentaires
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Reau

Référence Jiang et al. (2012). Bioaccumulation, oxidative stress and HSP70
expression in Cyprinus carpio L. exposed to microcystin-LR under
laboratory conditions. Comparative Biochemistry and Physiology - C
Toxicology and Pharmacology 155(3): 483-490.

Objectifs Etude de la cinétique de contamination pendant 46 heures.

Type doé®tude Laboratoire (aquarium)

Pays Chine

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Cyprinus carpio  carpe commune

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental 15 carpes juvéniles (agées de 6 mois, 30 g) achetées a une pécherie ont

été exposées pendant 14 jours a différentes concentrations de MC-LR (3
carpes par groupe) : 0;0,1;1; 5 0u 10 ug/L.

La MC-LR, pure & 96%, a été achetée.

Les carpes ont ®t ® nourries pendan
Tissus/organes étudiés Muscle, foie, branchies, intestin

Voie dbéexpositileau de | 6aquarium

M®t hode doan al| Quantification par ELISA (Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of
Sciences) et identification par LC-MS.

MC libres uniguement.

Niveau de confiance de la 4 (pasLD,niLQ,n i rendement dbéextraction)
m®t hode dobanal
Lien avec le nombre de 4 concentrations testées de MC-LR dissoute.

cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Résultats Pas de MC détectées dans le groupe témoin.
La concentration en MC-LR dans le muscle augmente avec
| augment ati on de | a concentration
observe un plateau entre 5 et 10 pg/L (maximum autour de 10 pg/kg de
poids sec).
La concentration dans |l e foie est
revanche, ce nbébest pas |l e cas pour
E 75+ | Muscle b b,
o EZZ Gil i b, ] Fig. 1. The MC-LR contents
= EEEER Intestine 1 (Mg/lkg DW) in  various
£ I Liver . .
5 507 organs/tissues (muscle, gill,
g . intestine, liver) of C. carpio
3 .8 . exposed to different
= i T concentrations of MC-LR
E 8 a, 7 detected by ELISA.
T 301 1 " Data are denoted as mean
E " + SD (n=3). Different letters
3 45 ag indicate a statistically
a2 f _L significant  difference  at
© I—/ f_ i p<0.05.
[ D -I - Fi.l-‘ |
g o1 10 50 10.0
Added MC-LR concentations, pg L~
Conclusion Pas de corrélation entre la concentration en MC-LR dissoute dans

| 6 eehaelle dans le muscle des poissons.

Qualit® de | 6@ Moyenne

Commentaires Les auteurs ont utilisé un facteur de 5 pour convertir en poids frais les
concentrations exprimées en poids sec de leur étude.

Informations
complémentaires
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Référence Li et al. (2007). Biochemical and ultrastructural changes of the liver and
kidney of the phytoplanktivorous silver carp feeding naturally on toxic
Microcystis blooms in Taihu Lake, China. Toxicon 49(7): 1042-1053.
Objectifs Etude de la contamination des poissons pendant 1 an.
Type dbé®tude Environnemental
Pays Chine

Espece(s) de
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

poisson

Hypophthalmichthys molitrix, carpe argentée
oul
ouI?

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

16 000 kgdecarpesde130 g provenant dbdébune p°
maintenues dans un enclos avec des filets dans la baie Meiliang du lac

Tai hu déavril 20014 mars 2005. Ch
Tissus/organes étudiés Foie et reins
Voi e dobéexposi t| Mileunaturel
Mét hode dobdanal yLC-MSselon Chen et Xie (2005)

MC libres uniquement

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

4 (pasLD,niLQ,nirendement dbéextraction)

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Pr®l vements ddnhsuface (Blgsnsue2 ssi tes

| 6encl os ddévrieri00B. Le® Quedrs ont identifié 3 phases :
avant, pendant et aprés une efflorescence de Microcystis aeruginosa de
juin a octobre 2004. La concentration intracellulaire en MC a atteint un pic
en juillet 2004 a 15,58 pg/L puis a diminué progressivement.

Tahble 1
The mean values of the physical parameters and the phytoplankton biomass in the fish pen before, during, and after Microeystis blooms

After Merocystis blooms
(2004.11-2005.3)

Before Microcystis
blooms (2004.4-2004. 5)

Parameters During Microcystis

blooms (2004.6-2004.10)

Total phytoplankton biomass (mg/L)
Cyanobacterial biomass (mg/L)
Microcystis biomass (mg/L) 1]
Temperature (°C) 21.244.36
Dissolved oxygen {mg/L) 8.09+0.69
PH B.001 +0.62

219042087
176241981 (1%

9.04+2.59
8.17+0.17

sson

Résultats La concentration maximale dans le foie (6,84 mg/kg de poids sec) a été
observéeenjuillet, pendant | e pic de MQGDésnt
le mois suivant, la concentration était inférieure a LD.
Les auteurs indiquent quodil néy av
concentration en MC intracellulaire et celle dans le foie.
Liver OLR Fig. 2. The monthly changes of
E el EYR MC concentrations in the liver of
2z ErR silver carp collected from the
28 fish pen in Meiliang Bay of Taihu
o7, 4 Lake during April 2004 and
S oo March 2005.
o2 .
E &
0
4 567 801011121 23
Month
Conclusion Pas de corrélation entre la concentration en MC intracellulaires dans
| 6eau et celle dans |l e foie des po
Qualit® de | 6 ® Bonne
Commentaires
Informations
complémentaires
52 hitps://inpn.mnhn.frlespece/cd _nom/67275/tab/rep/METROP
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Référence Liang et al. (2015). Are fish fed with cyanobacteria safe, nutritious and
delicious? A laboratory study. Scientific Reports 5.

Objectifs Etude de la cinétique de contamination des poissons pendant 16
semaines.

Type dbé®tude Laboratoire (aquarium)

Pays Chine

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Carassius auratus  carassin doré, poisson rouge

Présente en Europe oul

Présente en France oul3

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

Léobjectif ®tait dé®tudier | a
source de protéines en alimentation pour les poissons.

Des poissons femellesde56 g provenant ddéune p
pendant 16 semaines avec de | dalin
des cellules de Microcystis a 10%, 20%, 30% ou 40% correspondant a
des dosesde MC de 0; 2,82 ; 5,64 ; 8,46 ou 11,28 mg/kg pc/j (MC-LR,
RR, YR). Chaque groupe comportait 60 poissons répartis en 3 aquariums
(essais en triplicat).

Les poissons ont ®t® mis ~ jeun
9 poissons (3 dans chaque aquarium) ont été prélevés a 4, 8, 12 et 16
semaines.

poss

48

Tissus/organes étudiés Muscle
Voi e dbébexposi t|Orale
M®t hode do6anal|ELISA (Envirologix)

MC libres uniquement

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

4 (pasLD,niLQ,nirendement dbéextraction)

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

4 doses de MC testées.

Résultats

0.28

0.2¢

le (ng/z DW)

020

ation in

A
SRR

%

R R ITTTT

MCs
°
b
e
R

°

o

2
R

Time(weeks)
Fig 3. MCs concentration in muscle of goldfish (Carassius auratus) after 4, 8, 12 and 16
weeks of feeding with diets containing cyanobacteria lyophilized powder.

La concentration maximale en MC dans le muscle de 0,25 mg/kg de poids

sec a ®t ® observ®e apr s 12 semain
11,28 mg MC/kg pclj.

La concentratonenMCdans | e muscl e augment e
|l a dose dobéexposition aesasinM@édiaixes e pt

(5,64 et 8,46 mg MC-LR eqg/kg pc/j) pour lesquelles on ne voit pas de

53 https://inpn.mnhn.fr/espece/cd _nom/67208/tab/rep/METROP

poi sson
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différence.
En revanche, | 6augment ation de | a
pas ddébune augmentation de | a conce
semaines 4 et 8. Une |égére augmentation est observée en semaine 12
mai s elle est suivie en semaine 16
concentrations a un niveau proche de la semaine 8.
Conclusion La concentration en MC dans le muscle de poissons augmente avec
| augmieonade | a dose dbéexposition
linéaire.
Pas de corr®l ation avec | 6augment a
16 semaines.
Par rapports aux objectifs de | 6®t
cyanobactéries ne constituent pas une source intéressante de protéines
en alimentation pour poissons du f
muscles et dbébune perte des qualit®@
Qualit® de | 6 ® Bonne
Commentaires
Informations Les auteurs ont utilisé un facteur de 5 pour convertir en poids frais.les
complémentaires concentrations exprimées en poids sec de leur étude.
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Reau

Référence Magalhaes et al. (2001). Microcystin contamination in fish from the
Jacarepagua Lagoon (Rio de Janeiro, Brazil): ecological implication and
human health risk. Toxicon 39(7): 1077-1085.

Objectifs Etudedel a contamination des poissons
Type dbé®tude Environnemental

Pays Brésil

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Tilapia rendalli  tilapia a poitrine rouge

Présente en Europe NON

Présente en France NON

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Des poissons ont été achetés a des pécheurs locaux toutes les 2

semaines entre aolt 1996 et novembre 1999 a Jacarepagua Lagoon. Les
poissons ont été analysés par pool de 5 individus a chaque date de
prélévement.

Tissus/organes étudiés Muscle, foie, viscéres

Voi e dbéexposi t| Mileunaturel

M®t hode do6anal|HPLCpourle foie et les visceres, ELISA (Envirologix) pour le muscle

MC libres uniqguement

Niveau de confiance de la 4 (pas LD, LQ ni rendement)

m®t hode dbéanal
Lien avec le nombre de Pr ® = v e me nd sarfack 8ue Asites toutes les 2 semaines.
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d
Résultats Les auteurs ont identifié 6 phases selon la densité phytoplanctonique.

Phase 1 : concentration en MC dans le seston de 1,7 pg/L. Pas de MC
détectées dans le foie et les viscéres des poissons.

Phase 2 : concentration en MC dans le seston de 19,6 & 980 ug/L.
Lorsque | a teneur dans | deau ®tai't
poissons était de 16,2 ug/kg.

Phase 3 : concentration en MC dans le seston de 0 & 1,61 ug/L. Pas de
MC détectées dans le foie et les visceres des poissons mais dans le
muscle la concentration variait entre 3 et 6 pg/kg.

Phase 4 : concentration en MC dans le seston de 0 a 48,8 ug/L. Pas de
MC détectées dans le foie et les visceres des poissons mais dans le
muscle la concentration variait entre 2,4 et 81,8 pg/kg.

Phase 5 : concentration en MC dans le seston de 0 & 17,1 pg/L. Dans le
muscle la concentration variait entre 9,7 et 42,9 ug/kg.

Phase 6 : concentration en MC dans | e
concentrationdanslemuscle attei nt |l a valeur m
337,3 pg/kg.
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Fig. 2. Second phase, from November 1996 to March 1998. Microcystins concentration in:
(a) sample sites 1 and 2 (ug/L); (b) fish viscera and liver (mg/kg); (c) muscle (ug/kg).
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Fig. 4. Fourth phase, from the end of December 1998 to May 1999. Microcystins
concentration in: (a) sample sites 1 and 2 (ug/L); (b) fish viscera and liver (mg/kg); (c) muscle

(Hgrkg).

Conclusion

Les profils de contamination en MC dans le muscle ne semblent pas
suivre les profils de contamination en MC dans le seston.

Les r®sultats de | 6®t ude montrent
dé&fflorescence (pas de MC détectées dans le seston), des MC sont
présentes dans les muscles et les foies des poissons.

Qualit® de

0 ®

Bonne

Commentaires

Informations
complémentaires
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Reau

Référence Magalhaes et al. (2003). Microcystins (cyanobacteria hepatotoxins)
bioaccumulation in fish and crustaceans from Sepetiba Bay (Brasil, RJ).
Toxicon 42(3): 289-295.

Objectifs Etudedelacontami nati on des poissons doéun
mois

Type doé®tude Environnemental

Pays Brésil

Espéce(s) de poisson Espéce(s) non précisée(s)

étudiée (s)

Présente en Europe ?

Présente en France ?

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Des poissons provenant de la baie de Sepetiba (lagon cétier, océan

Atlantique) ont été achetés a des pécheurs locaux chaque mois pendant
11 mois entre janvier et novembre 1999. Les poissons sont analysés par
pool de 5 individus a chaque date de prélévement.

Tissus/organes étudiés Muscle

Voi e dobéexposi t| Mileunaturel

M®t hode do6anal|ELISA (Envirologix)

MC libres uniquement

Niveau de confiance de la 4 (pas LD, ni LQ ni rendement)

m®t hode dbéanal

Lien avec le nombre de Despr ®| ~ v e me nde surfaded(@2a0,8 m) ont été réalisés chaque
cellules de cyanobactéries |moi s sur 4 sites de |l a baie. La co
ou la concentration en varié entre non détecté et un maximum de 0,12 ug/L observé en juin
cyanot oxi nes?d 1999. Celle dans le seston a atteint un pic en janvier 1999 a 0,78 ug/L.
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T;; 0,08 | :3 02 I
8 5
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T m ol eanlllpeanmn| § oo I.. elle [l _oooa
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P PES AP TIIIE PO IIF IAF IS PEPRPEIAITE FEERIIORRY
Fig. 4. Microcystins concentration in water samples. Fig. 3. Microcystins concentration in seston samples
Résultats La concentration maximale en MC dans le muscle des poissons a été

observée en janvier 1999 avec 39,6 ug/kg de poids frais.

Léanal ys e testde Pdarson)imgnireund corrélation entre la
concentration en MC dans le muscle et celle dans le seston (r=0,96).
Celle entre le muscle et les MC dissoutes est négative (r= - 0,27).

E WD; I s ) Fig. 6.
g wf | == s 1 Microcystins
= 1 Shrimp ystuns
g - ; concentration in
£ 5 fish muscles,
£ shrimp and crab
g } collected in
E 10 | Sepetiba Bay
5] X
2 pl il mocarml
P g8t i g8t o P e ot
Date
Conclusion Corrélation entre la concentration en MC dans le muscle des

poissons et celle dans le seston (corrélation négative avec les MC

di ssoutes dlamh®t wdeamgdgntre une accu
le muscle des poissons méme avec une faible concentration en MC
dans | d6deau (< 1 Og/L).
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Qualit® de | 6@ Moyenne

Commentaires Etude peu fiable car les auteurs ne précisent pas la ou les espéces

de poissons étudiée(s). De plus, on ne sait pas ou les poissons ont
®t ® p®ch®s, il nbest donc pas poss
des points de pr® vements doboeau.
Informations Des crabes et des crevettes (espéces non précisées) ont également été
complémentaires analysés dans cette étude. La concentration maximale en MC dans le
muscle des crabes a été observée en janvier 1999 avec 103,3 ug/kg de
poids frais.
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Reau

Référence Mohamed et al. (2003). Estimation of microcystins in the freshwater fish
Oreochromis niloticus in an Egyptian fish farm containing a Microcystis
bloom. Environmental Toxicology 18(2): 137-141.

Objectifs Etude de la contamination des poissons pendant une efflorescence de
Microcystis aeruginosa.

Type do6®tude Environnemental

Pays Egypte

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Oreochromis niloticus tilapia du Nil

Présente en Europe OULI, en élevage (Allemagne, Belgique, Pologne)>*

Présente en France NON

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Des poissons ont ®t® pr® ev®s dans

efflorescence intense de Microcystis aeruginosa en juin 2000.

Les poissons ont été répartis en 3 groupes de 6 poissons selon le nombre
de cellules de Microcystis dans les intestins.

Groupe 1 : faible nombre de cellules (5-10 x 106)

Groupe 2 : nombre modéré de cellules (10-15 x 106)

Groupe 1 : nombre élevé de cellules (>15 x 106)

Tissus/organes étudiés Muscle, foie, intestins, reins

Voi e dobéexposi t| Mileunaturel

M®t hode do6anal|ELISA (référence non précisée, préparé par les auteurs ?)

MC libres uniquement

Niveau de confiance de la 4 (pas LD, ni LQ, nir e n d e mexinactiond 6

m®t hode dbéanal
Lien avec le nombre de Un pr ®l vement doea@&fflaesc®ric®lar ®al i s @
cellules de cyanobactéries | concentration en MC était de 1,12 g/kg de poids sec.
ou la concentration en
cyanotoxines?d
Résultats Dans le muscle, la concentration en MC était de 45,7 a 102 pg/kg de
poids frais.

1000

500
®Gut BLiver BKidney OTissue

z 2
=T =1

g

Microcystin concentration
(ng'g fresh weight)

(o) un

g g8 g

g

’ Group 1 group 2 group 3

Fig. 1. Microcystin concentrations (ng/g fresh weight) in methanol extracts of gut,
liver, and kidney of the freshwater fish Oreochromis niloticus

Conclusion L or s e dfffonestence de Microcystis aeruginosa, la concentration en
MC dans le muscle était de 45,7 a 102 pg/kg de poids frais.
Qualit® de | 6@ Bonne

Commentaires
Informations
complémentaires

54 http://www.fao.org/docrep/t8655f/t8655f03.htm ;
http://www.sypagua.com/elevage-aquaculture/tilapia-oreochromis-niloticus.html
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Référence Mohamed et Hussein (2006). Depuration of microcystins in tilapia fish
exposed to natural populations of toxic cyanobacteria: A laboratory study.
Ecotoxicology and Environmental Safety 63(3): 424-429.
Objectifs Etude de la cinétique de dépuration par les poissons pendant 96h.
Type dbé®tude Laboratoire (aquarium)
Pays Egypte

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

Oreochromis niloticus tilapia du Nil
OULI, en élevage (Allemagne, Belgique, Pologne)%®
NON

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

30 tilapias (150g-200g) ont ®t ® pr ®l ev®s dans
régulierement affectée par des efflorescences de cyanobactéries et ont
®t ® plac®s dans un aquarium avec
dépuration sur une période de 96h.

Pour comparaison, des tilapias ont été prélevés dans le Nil et placé dans
un autre aquarium. 5 tilapias ont été prélevés toutes les 24h.

d

Tissus/organes étudiés

Foie, intestins, vésicule biliaire

cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Voi e dbdexposi t| Mileunaturel

M®t hode dbéanallELI SA et i nhi bit i otase (dréparéshpar tes auteurst?)®
MC libres uniguement.

Niveau de confiance de la 4 pour ELI SA et inhibition deQhidac

m®t hode dbéanal|{rendement d &asxdMCaétdctées ohpz.les poissons témoins.

Lien avec le nombre de Des pr® vemment $ adad aamiiéié dalisé$ thute$ les

24h afin de mesurer la concentration en MC (excrétées par les poissons).
Les résultats sont diff ®r ent s sel on | a m®t hode
Par ELISA, la concentration a augmenté progressivement de 0,6 pug/L a
24h a 1,2 pg/L a 96h. Par PPI, la concentration est restée stable a 0,5
Mg/L & 24h, 48h, 72h et 96h.

1.6

1.44 WELISA  OPPIA Fig. 3. Changes in MCYST
§ 1.2+ concentrations in the
% 14 surrounding tap water
S 0.8 (ng/L) as determined by
S 064 ELISA and PPIA throughout
£ 0.4 the experimental perio
o
= 02
0
96

Experiment period (| hours,\

Résultats

Les résultats sont différents selonl a m®t hode dbéanaly
Par ELISA, la concentration en MC dans le foie a diminué pendant les 24
premiéres heures, puis a augmenté a 48h et 72h et a & nouveau diminué
a 96h pour atteindre une concentration trés faible.

Par PPI, la concentration en MC dans le foie est restée stable pendant
48h puis a légerement augmenté a 72h et a nouveau a 96h.

3.5
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Fig. 2. Changes in MCY ST concentrations in livers, gallbladders, and
intestines of tilapia fish (pg/g) as determined by PPIA throughout the
experimental perod.

Fig. 1. Changes in MCY ST concentrations in livers, gallbladders, and
intestines of tilapia fish (pg/g) as determined by ELISA throughout the
experimental period.

q

55 http://www.fao.org/docrep/t8655f/t8655f03.htm ; http://www.sypagua.com/elevage-aquaculture/tilapia-oreochromis-niloticus.html

page 182 /262 juin 2016


http://www.fao.org/docrep/t8655f/t8655f03.htm
http://www.sypagua.com/elevage-aquaculture/tilapia-oreochromis-niloticus.html

Ansesr apport dbéappui scientifique et technique

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

Conclusion Les r®sultats sont diff®rents sel g
Par ELISA, une nette dépuration du foie est observée en 96h mais par
PPlLaucune d®puration nbéa eu I|ieu.

Qualit® de | 6 ® Bonne

Commentaires Les r®sultats discordants selon | a

pas de conclure sur la cinétique de dépuration des MC dans le foie
des poissons.

Informations
complémentaires
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Reau

Référence Moreno et al. (2011). Differentiation between microcystin contaminated
and uncontaminated fish by determination of unconjugated MCs using an
ELISA anti-adda test based on receiver-operating characteristic curves
threshold values: Application to Tinca tinca from natural ponds.
Environmental Toxicology 26(1): 45-56.

Objectifs Etudedel a contamination des poissons
Type doé®tude Laboratoire (aquarium) et environnemental

Pays Espagne

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Tincatinca tanche

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Léobijétaicd®i ddi er | dutilisation du te

poisons contaminés par les MC de poisons non contaminés.

Dans une phase 1 de | 6®tude, | es a
par ELISA au-dela duquel les poissons sont considérés comme
contaminés. Cette phase a été réalisée avec des poissons exposés aux
MC dans des aquariums.

Dans une phase 2, ils ont analysé des poissons péchés dans 2 plans
d 6 e:8Barruecos de Arriba (BUp) et Barruecos de Abajo (BDown).

Phase 1: 15 poissons m©Gles (50 g)
exposé pendant 7 jours a des cellules lyophilisées de Microcystis issues
d 6 e gfflorescence au Portugal a une dose estimée a 72 ug MC-

LR/ poisson/jour. Un groupe t®moi n
Les poissons, répartis a 7 ou 8 par aquarium, ont été nourris durant

| 6exp®rience.

Phase 2 : 24 poissons ont été prélevés, soit 4 par mois pour chaque plan
dbéeau entre juillet et septembre 2
Tissus/organes étudiés Muscle et foie

Voi e dbéexposi t| Oraleoumilieu naturel

M®t hode doéanal|ELISAanti-Adda (Abraxis)

MC libres uniquement

Niveau de confiance de la | 4 (pasLD, niLQ,nir endement dbéextraction)
m®t hode dbéanal

Des pr ®l v e me 40-20 cnddé ka audfacd) @nt été réalisés une
foisparmoisentre juillet et septembdads 2
des sites représentatifs des activités nautiques et de péche. La
concentration en MC a ®t ® d®ter min
pas pr ®ci s ® MCahotales, disoatgsiod intrelcellsilaires.

DansBDown,les concentrations en MC dan
6,5 ug MC-LR edq/L, respectivement en juillet et en septembre.

DansBUp,les concentrati ons e néeMe€4ea@0s
Hg MC-LR eg/L, respectivement en juillet et en septembre.

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

La densité cellulaire en cyanobactéries a varié entre 2x10° et 2065x10°
cellules/ml, respectivement en septembre et en aodt.

Les pics de MC dans | 6 e apicdacellulesag n c
cyanobact®ries dans | 6eau.
Résultats Phase 1 : le seuil au-dela duquel les poisons sont considérés comme

contaminés par ELISA a été défini par les auteurs a 5,90 ug MC/kg de
poids sec dans le foie (sensibilité de 93,3%, spécificité de 82,4%). En
prenant en compte | 6intervalle dm
MC/kg ps.

Chez les poissons témoins, les concentrations mesurées allaient de 1 a
8,35 ug MC/Kkg ps. Chez les poissons traités, elles allaient de 4,74 & 24,15
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png MC/kg ps.

Vrais positifs : MC > 8,88 pg MC/kg ps.

Faux positifs : MC entre 5,9 et 8,88 ug MC/kg ps
Vrais négatifs : MC < 3,4 pg MC/kg ps.

Faux négatifs : MC entre 3,4 et 5,9 ug MC/kg ps.

Phase 2 : selon ce seuil de 8,88 ug MC/kg ps, 83% des poissons de
BDown et 42% de ceux de BUp étaient contaminés par MC.

Les concentrations en MC dans les muscles ont été mesurées
uniguement dans les poissons « vrais positifs ». Elles varient de 1,5 a
22,7 ug MC/kg ps, avec une moyenne de 6,58 7,25 ug MC/kg ps (n =

15).
Les auteurs ont investigué la relation entre la présence de
cyanobact®ries, |l a concentration e

des poissons. La relation semble plus claire dans BDown que BUp. Dans
les 2 cas, la concentration dans le foie des poissons est plus élevée en

septembr e, l orsque | a concentrati g
BUp, la contamination des poissons est plus irréguliére (la valeur
maxi male est observ®e en juillet).
réalisée.

Conclusion Les résultats de cette étude ne permettent pas de conclure sur la
possible relation entre |l a concen

dans le muscle des poissons.

Qualit® de | 6 ® Bonne

Commentaires (I néest pas pr®ci s® si | a c¢ @ond aur
MC totales, dissoutes ou intracellulaires.

Informations
complémentaires
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Référence Nchabeleng et al. (2014). Microcystin-LR equivalent concentrations in fish
tissue during a postbloom Microcystis exposure in Loskop Dam, South
Africa. African Journal of Aquatic Science 39(4): 459-466.

Objectifs Etude de la contamination des poissons aprés une efflorescence de
Microcystis

Type doé®tude Environnemental

Pays Afrigue du sud

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

Présente en Europe
Présente en France

Labeo rosae
NON

NONS56
Oreochromis mossambicus
NON

OUIS (en Martinique, Guadeloupe, la Réunion et en Polynésie francaise)

labéo (famille des cyprinidés)

tilapia du Mozambique

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

20 labéos et 6 tilapias ont été prélevés dans un réservoir (Loskop dam) en

mai 2012 “eefflaesdericende WMidrocystis aeruginosa qui a duré
7 mois.

Tissus/organes étudiés Muscle et foie

Voi e pdsitierk Milieu naturel

M®t hode dbéanal

ELISA (Envirologix)
MC libres uniguement.

Niveau de confiance de la

4 (pasLD,niLQ,nirendement dbéextraction)

m®t hode dbéanal

Lien avec le nombre de Des pr® " vements dbdédeau ont ®t® r ®a

cellules de cyanobactéries | profondeur puis poolés. La concentration en MC extracellulaire a été

ou la concentration en mesurée par ELISA.

cyanot oxi nes dan

Résultats Léfflorescencea d®but ® en novembre 2015o0n
pic en janvier 2012 avec 1,3 x 10’ cellules de Microcystis/L, puis a
diminué & 1,5 x 10® cellules/L en mai 2012 (automne).

La concentration maximale en MC extracellulaire a été de 3,25 ug MC-LR
eg/L (site 1).

Chez les poissons, la concentration moyenne était de 0,19 ug/kg de poids
frais dans le muscle des labéos et de 1,72 ug/kg pf dans le foie.

Chez le tilapia, elle était de 0,17 et 2,13 ug/kg pf respectivement dans le
muscle et le foie.

Conclusion Les auteurs concluent que la consommation des poissons issus de ce
réservoir peut présenter un risque pour le consommateur mais ils ont fait
une erreur dbéinterpr®tation en co
MC dans | e muscle avec | a valeur d
Les résultats de cette étude montrent une concentration en MC peu
élevée dans le muscle des poissons aprés une efflorescence de
Microcystis.

Qualit® de | 6@ Moyenne

Commentaires (I nbest pas possible de juger de

pr ® v e me ntappbdanasites gegpréleviement des poissons (qui
ne sont pas indigués).

Informations

complémentaires

Le labéo et le tilapia sont omnivores.

56 http://lwww.fishbase.se/summary/Labeo-rosae.html

57 https://inpn.mnhn.fr/espece/cd _nom/419269

poi sson
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Ccontama Cdepury Reau

Référence Palikova et al. (2011). Accumulation of microcystins in Nile Tilapia,
Oreochromis niloticus L., and effects of a complex cyanobacterial bloom
on the dietetic quality of muscles. Bulletin of Environmental Contamination
and Toxicology 87(1): 26-30.

Objectifs Etude de la cinétique de contamination pendant 28 jours puis de la
cinétique de décontamination pendant 28 jours

Type doé®tude Mésocosme et laboratoire (aquarium)

Pays République Tchéque

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Oreochromis niloticus tilapia du Nil

Présente en Europe OUlI, en élevage (Allemagne, Belgique, Pologne)58

Présente en France NON

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Despoissonsadul t es provenant degposes28 jpuisc |

a une efflorescence de cyanobactéries (1200 mg MC/kg de poids sec)
dans un étang en extérieur (4 cages de 100 poissons) puis ils ont été
pac®s 28 jours en aquarium avec de
50 poissons par aquarium). En paralléle, des poissons témoins ont été
placés dans un étang sans cyanobactéries.

10 poissons prélevés chaque semaine pour les 2 groupes.
Tissus/organes étudiés Muscle et foie

Voi e dbébexposi t|Orale

M®t hode d6anal|HPLC-MS. MC libres uniqguement.
Niveau de confiance de la 4 (que LD, pas LQ, ni;LDb=30dgkyéEDt5%) O
m®t hode dbéanal]|pour MC-RR et 27,0 ug/kg (SD = 7%) pour MC-YR et i LR.

Lien avec le nombre de Léfflorescence de cyanobactéries était dominé par Microcystis

cellules de cyanobactéries | aeruginosa et M. ichthyoblabe avec une concentration en MC de 1187 a
ou la concentration en 1211 mg/kgdepoi ds sec, correspondant
cyanotoxi nes?d| del74a?254pg/L (par HPLC-UV).

Résultats Pas de MC détectées dans les poissons témoins (muscles et foies).

La concentration maximale dans le foie était de 350 ug/kg de poids frais
aprés28jours doéexposition;LRdomi n®e par
Dans |l a plupart des ®chantillons d
détectées. Parmi ceux qui présentaient une concentration quantifiable, la
valeur maximale était de 15 ug/kg.

A 250 4

===+ MC-RR
——MC-YR . . .
-+ MCLR . Fig. 1 Microcystin

1504 ],---”' B concentrations in the
hepatopancreas of Nile tilapia
100 4 S exposed to cyanobacteria. A
concentration of individual
50 E . i . _L congeners, B total microcystin
R S concentration (ng/g fresh

— - — : ‘ weight, mean + SD, n = 10 fish
Wo w2 W4 W6 ws .

Exposure | Depuration per group). Fish were exposed

for 28 days (4 weeksd WOi W4)

350 - followed by a 28 days
300 depuration period (W61 W8);

b { b both periods are separated by a

n
=1
S

microcystin (ng/g fw)

w

250

b ab vertical dashed line. Results of

200 the statistical analysis (ANOVA

150 i - +Tukeyobs test)
a panel b (groups marked with

i the same letter

50 { H significantly different)

100

microcystin (ng/g fw)

wo w2 W4 W6 we

Exposure Depuration

58 http://www.fao.org/docrep/t8655f/t8655f03.htm ; http://www.sypagua.com/elevage-aquaculture/tilapia-oreochromis-niloticus.html
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Conclusion

L6®t ude de | a malation@e NMdars le tbié mantreuwque la
concentration nitiedalheelas "ésemains (ele n
plafonne autour de 240 ug/kg).

L6®tude de d®puration pendant 4 s
montré une tres lente diminution de la concentration en MC dans le
foie (MC-LR et RR). Seule MC-YR (mais trés minoritaire) a montré une
réduction en 2°™ semaine. La concentration passe a ~200 ug/kg aprés 2
semaines puis ~170 pg/kg apres 4 semaines.

€

Qualit® de

0 ®

Bonne

Commentaires

Informations
complémentaires
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Demande « 2015-SA-0206 ¢ cyanot oxi nes et
Reau
Référence Pawlik-Skowronska, et al. (2012). Simultaneous accumulation of anatoxin-
a and microcystins in three fish species indigenous to lakes affected by
cyanobacterial blooms. Ocean. and Hydrobiological Studies 41(4): 53-65.
Objectifs Etudedel a contamination des poissons
Type dbé®tude Environnemental
Pays Pologne

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

Rutilus rutilus
Carassius gibelio
Perca fluviatilis
Oul

OuUl

gardon
carassin argenté, aussi appelé carpe prussienne
perche commune

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

Plusieurs prélévements sur 4 ans (2006-2009) dans un lac avec des
efflorescences de Planktothrix agardhii, Anabaena lemmermanii,
Anabaena flos-aquae, Anabaena spp. et Aphanizomenon issatchenkoi.
20 gardons, 13 carassins argentés, 30 perches péchés au filet.

Tissus/organes étudiés

Muscle et foie

Voi e dbébexposit

Milieu naturel

Méthode dbéanaly

Quantification par GC-MS.

MC totales : libres + liées en MC-LR eq (oxydation Adda en MMBP).
Identification par HPLC-DAD : MC-LR, -RR, -YR, -LA, -LY, - LW, -LF, -
WR ; par HPLC-FLD pour anatoxine-a.

Niveau de confiance de la
m®t hode sedbanal

4 (pas LD, pas LQ, n i pour @G+MS HMRLE-DADI 6§
et HPLC-FLD (LD ANTX =5 ug/kg de poids frais)

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Pr®l vements me n s-dle dlasn s d d eaa uc o(l 0o,n5n
mesure de MC intra et extracellulaire par GC-MS. Les résultats présentés
sont des moyennes annuelles et par saison en biomasse et concentration
intra et extra cellulaire de MC. Pas de résultat correspondant aux dates
de péche des poissons.

Lédanal ys e -DAR a modtr laGrésence dans les efflorescences
de MC-YR, MC-LR, MC-LA et dmMMC-RR.

100
90

s M winter M spring Fig. 3. Season average
g &0 summer | autumn concentrations (n = 6) of
< ;g intracellular (A) and extracellular
s (B) microcystins in 2006 i 2009
540 in Lake Syczy @ sl
2 3 n.d. T not detec
g fg l n.dt. i not determined,
o012 —ng_not1 * 1 detected onl
5 ! | | | concentrations (ng/L of water).
é B winter M spring
s 4 summer autumn
3
B 3
£
e B
o
=
3 1
&)
=

il l | n.dt.L nd/  nd.

2006 2007 2008 2009

Résultats

Les analyses ont montré la présence simultanée de MC et ANTX dans les
muscles et les foies des poisons.

Comme pour les MC dans la biomasse de cyanobactéries, les analogues
détectés dans les tissus des poissons étaient dominés par dmMC-RR ;
MC-LR, MC-YR, MC-LA et MC-LY ont aussi été détectés.

Forte variabilité saisonniére et annuelle de la concentration en MC totales
(libres + liées) dans les muscles de poissons :

- en 2006 le maximum était au printemps uniguement chez le gardon et

poi sson
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ne correspondait pas ~ effladescence de cyanobactéries qui était en
été (MC extracellulaires > 1 ug/L) ;

- en 2007, les concentrations dans les muscles sont restées faibles toute
| 6ann®e avec un petit pic au pri
d@fflorescence de cyanobactéries cette année-la ;

- en 2008, le maximum était en automne chez le gardon et la perche et ne
correspondait pas © effladescence de cyanobactéries qui était en été (MC
extracellulaires > 1 ug/L) ;

- en 2009, le maximum était en automne chez le gardon et ne

correspondait pas ~ effladescence de cyanobactéries qui était en
hiver (MC extracellulaires ~ 3 pg/L).
'27 8 W Rutilus rutilus 2006 E 8 W Rutilus rutilus < 2008
2 74 M carassius gibelio g :'_ 71 W Perca fluviatilis B -
% 6 W Perca fluviatilis i < 64 =
H g 2 ®
& B - . ¥ s o
o J =] J o
5 4 = o 4 5
g =
o 31 R o S 3 § S
s Ll 8§ .. . 55 e - =, -
; | L B2 S ¢ L g o b
s 44 8 e g 5 e ® 44 =
2, Mss 9_ Sandt | 2 |
spring summer autumn spring summer autumn
[ 4 3 i i
s M Carassius gibelio 2007 M Rutilus rutilus 2009
= W Perca fluviatilis E M Perca fluviatilis
; 3 = 34
o ° =
= = ©
9 2 w oo S
(14 " (=2
3 ~ 2 g
Qo 2 = 7] <
53 =
241 % 8 = g2 g
g S 3 ] S o
3 ;
spring summer autumn spring summer autumn
Fig. 6. MCs accumulation in livers o f fish inhabiting Lia20@9.

Concentrations are presented as mean (n = 3-4), and minimum and maximum values (in
parenthesis); n.d. i not detected. n.dt. i not determined.

g ‘TR rutires rwemes o 400 =
o 2006 | & W Rutilus rutilus 2 2008
g 3501 M carassivs gibelio 2 350 1 iatili o
3 il Wl Perca fiuviatilis
E 300 g perca fuviatitis £ 300 -
5 * =

250 4 i {
2 = E 250 3
w200 B "o 200 g
5 150 2 E 150 4
Q (&)
= = 100 - =

. & L3

g @ 50 8 e E
g 2 0 ndt = =3

spring summer autumn spring summer autumn
200 400 .
L i -
2 M carassius gibelio 2007 | 2 M Rutilus rutilus 5 2009
3 M Perca fiuviatilis E 350 {m perca fluviatitis i
Z 150 2 300 - 3
E
=]
£ 5 250 -
w
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o B i
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7] NT o 501 =
2 0ol = . n.dt nat c olnd BN _nd  nd nd
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Fig. 7. MCs accumulation in muscles of fish inhabiting Lake Sy ¢ z y (Es k i ©©2009n 2

Conclusion

Les pics de concentrations en MC dans les muscles ne semblent pas
suivre les efflorescences de cyanobactéries ni la concentration de
MC d a n s Les éorcanrations maximales observées étaient de 350
Hg MCro1/kg de poids frais pour le gardon, 217 MCro1/kg pour la perche
et 27 MCror/Kg pour le carassin argenté.

Qualit® de

Bonne

H NN .
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Reau
Référence Poste et al. (2011). Evaluating microcystin exposure risk through fish
consumption. Environmental Science and Technology 45(13): 5806-5811.
Objectifs Etude de la contaminatondes poi ssons de plusi e
(Ouganda) et du Canada
Type dbé®tude Environnemental
Pays Ouganda et Canada

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

33 espéces de poissons
OUI pour certaines
OUI pour certaines

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

491 poissons de 33 espéeces ont été prélevés dans 8 lacs ougandais et 2
lacs canadiens (Ontario et Erié).

Tissus/organes étudiés

Muscle ou poisson entier (petits poissons consommeés entiers)

Voie dbdexposit

Milieu naturel

M®t hode dbéanal

ELISA (Abraxis)
MC libres uniquement.

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

4 (pasLD, niLQ,n i rendement ddédextraction)
Les concentrations mesurées en poids sec sont converties en poids frais
en utilisant un facteur de conversion de 0,31.

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Des pr® " vements dodoeau (niawmlet@gir2®s )
pour les lacs ougandais puis a un rythme mensuel entre septembre 2008
et février 2009 pour tous les lacs sauf le lac Albert.

Les r®sultats pr®sent®s pour | a c¢co
sont des moyenne pour chaque lac, correspondant un nombre de
prélévements variable (2 a 12) sans indication de temps, ni si les dates
correspondent a la date de péche des poissons.

Les concentrations rapportées vont de 0,1 a 57 pg/L.

Résultats

Les concentrations en MC mesurées dans le muscle vont de 0,5 & 1917
png/kg de poids frais. Cette valeur maximale a été observée pour un
poisson du genre Haplochromis (famille des cichlidés) , doéu
ougandais.

Pour les poissons péchés dans les lacs canadiens, la valeur maximale
rapportée est de 43,6 pg/kg pour un achigan a petite bouche (Micropterus
dolomieu).

Au sein dbébun m°me | ac, I
contamination des poissons selon les especes.

es aut eur

Pour la perche du Nil (Lates niloticus), les auteurs ont proposé 2 classes
de taille (< a 25 cm et > a 25 cm). Dans les 2 sites du lac Victoria
(ougandais) ou des poissons des 2 classes de taille ont été péchés, les
poissons de petite taille avait une concentration plus élevée que les
poissons de grande taille.

Poissons (muscle)

Min-max
3,17 49,5
1,37 25,0

Taille n
<25cm 7
>25cm 17
<25cm 6 12,4+7,0 3,91 235
>25cm 17 59+49 0,571 16,7

Moy + SD en pg/kg pf
21,2+ 14,8
8,0+6,8

Lates niloticus,
site 1

Lates niloticus,
site 2

Conclusion

Les résultats de cette étude montrent que les concentrations en MC libres
dans |l es muscles des poissons peuy
Og/ kg de poids frais dans des pois
méme espéce (perche du Nil) les valeurs sont plus élevées chez les
poissons de petite taille par rapport aux poissons de grande taille.

Qualit® de | 0@

Bonne

Commentaires

Informations

complémentaires
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Référence Romo et al. (2012). Assessment of microcystins in lake water and fish
(Mugilidae, Liza sp.) in the largest Spanish coastal lake. Environmental
Monitoring and Assessment 184(2): 939-949.

Objectifs Etude de la contamination des poissons dans un lac aprés une
efflorescence de cyanobactéries

Type doé®tude Environnemental

Pays Espagne

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Lizasp  mulet (espéce non précisée)

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

103 poissons ont été collectés de maniére aléatoire auprés de pécheurs
locauxenoctobre 2007, ia&scsusti @0 uadob(Alufera,d o u (
Valencia) en bordure de la Méditerranée (salinité de 1-2a ). Le poids
moyen des poissons était de 300 g (150 a 2100 Q).

Tissus/organes étudiés

Muscle, foie, intestins, branchies

Voie dbébexposit

Milieu naturel

M®t hode dobéanal

ELISA anti-Adda (Envirogard)
MC libres uniguement

Niveau de confiance de la
m®t hode dobanal

4 (pasLD,niLQ,nirendement dbéextraction)

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines dans ?|

43pr ®1 " vements doea u3sieas (50 catd®la sukaee) i
entre novembre 2005 et décembre 2007 selon un rythme hebdomadaire

ou mensuel. Les concentrations en MC extra et intracellulaires ont été
mesur ®es par ELtl StAi. stLidbamal y smomlst r ®
différence entre les 3 sites.

Résultats

Dans le lac, la concentration a atteint 16 pg/L pour les MC dissoutes dans
|l 6eau et 120 Og/L pour I es MC dans
correspondent aux moyennes mensuelles pour 2007.

Les MC dissoutes apparaissent généralement apres un pic de seston.

Pas de corrélation entre la chlorophylle a et la concentration en MC intra
ou extracellulaire.

Chez les poissons, la concentration moyenne en MC était de 2480 + 360
Hg/kg de poids frais dans le foie et de 5,21 + 0,59 pg/kg dans le muscle.

Les plus gros poissons avaient une concentration en MC dans le foie
statistiquement plus élevée.

La concentration dans | e
autres tissus ni au poids corporel des poissons.

Pour 13% des poissons, une consommation de 300g de filet conduit a un
apport sup®rieur ° | a DJT de | 60MS
a

Les auteurs ndédont pas ®tudi ® | re
concentrations dans le poisson.

muscl e no

Lorsque les poissons ont été prélevés en octobre, la concentration en MC
di ssoutes dans | 6eau ®tait d&lektaitOg
aussi proche de 1 pg/L en septembre. L&fflorescence avait atteint son pic
en juillet.

poi sson
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7 o Fig. 1 a Seasonal
. &0 changes of MCYST
- g concentrations in lake
5 L
o5 50 = water (thin line) and
= = seston (thick line) in
g 41 WE Lake Albufera (East
g . 0 = Spain). b Seasonal
= 8 changes in the
o 24 o0 B abundance (thin line)
= = and biovolume (thick
1 10 2 line) of Microcystis
aeruginosa populations.
o o Data represent monthly
b means for the study
5000 12 period (November 2005
=5 - to December 2007)
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Conclusion Lesrésultats pr ®sent ®s dans cette ®tude

sur la cinétiqgue de décontamination des poissons aprés une efflorescence
ni sur la relation entre la concentrationen MCd ans |

muscle.

6eau

et

Qualit® de

| 0@

Moyenne
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page 193 /262

sson

juin 2016



Ansesr apport

déappui

scientifique et technique

poi sson

Demande « 2015-SA-0206 ¢ cyanot oxi nes et
Reau
Référence Ruangrit et al. (2011). First report on microcystins contamination in giant
freshwater prawn (Macrobrachium rosenbergii) and Nile tilapia (Tilapia
nilotica) cultured in earthen ponds. Inter. J. Agric. Biol. 13(6): 1025-1028.
Objectifs Etude de la contamination des poissons pendant 10 mois.
Type dbé®tude Environnemental
Pays Thailande

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

Tilapia nilotica tilapia du Nil
OuULI, en élevage (Allemagne, Belgique, Pologne)%°
NON

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

18 tilapias ont été prélevés entre avril 2006 et février 2007, provenant de

6pl ans dbéeau (3 poiesaquaslturgar pl an
Tissus/organes étudiés Muscle
Voi e dobéexposi t| Mileunaturel
M®t hode dobéanal]|ELISA (Envirologix). MC libres uniguement
Niveau de confiance de la 4 (pas LD, niLQ,nir endement doéextraction)
m®t hode dbéanal

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Des pr®l venboi®t @or@al (s®s dans c

Résultats

La densité de Microcystis aeruginosa a varié de non détecté a4 983
cellules/L) et la quantité de MC de non détecté a 0,84 eg MC-LR eq/kg de
poids sec.

50000
cellsfmL

Fig. 1: Microcystis
aeruginosa count
(cells/mL) in the fish
(T) and prawn ponds
(P) during 2006-
2007
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La concentration en MC dans la chair des tilapias a varié de non détecté a
0,84 ug MC-LR eg/kg de poids sec.

Léanal yse st adasimertré deucerrératioa entre le nombre
de cellules de Microcystisdans | & e a wengrdtionlea MC aans
le muscle des poissons.
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20000 L5 2007

15080 ] 1

10000 H { ” os

T ||| (TR | E g

B microcysting

TATATETAPATATZTATAPIP 2P SPATITETATARIP P 3P AP 1P 2P 3PATSTE

Apr-06 Jul-0 (-0 Feb-07

59 hitp://mww.fao.org/docrep/t8655f/t8655f03.htm : hitp://www.sypagua.com/elevage-aquaculture/tilapia-oreochromis-niloticus.html
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complémentaires

Conclusion Pas de corrélation entre le nombre de cellules de Microcystis dans
| 6eau et |l a concentration en MC da
Qualit® de | 6 ® Bonne
Commentaires
Informations L6O®tude a aussi port® sur des crev

(Macrobrachium rosenbergii). La concentration en MC dans la chair a
varié de non détecté a 3,20 ug MC-LR eqg/kg de poidssec.L 6 anal y g
statistigue nda pas mont rmbrede celubes r
de Microcystisdans | 6eau et | a concentrat
des crevettes.
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Reau
Référence Ruangsomboon et al. (2014). Cyanobacterial composition and microcystin
accumulation in catfish pond. Chiang Mai Journal of Science 41(1): 27-38.
Objectifs Etude de la contamination des poissons pendant 32 semaines.
Type doé®tude Environnemental
Pays Thailande
Espéce(s) de poisson
étudiée (s) Clarias macrocephalus vs. C. gariepinus  poisson-chat
Présente en Europe NON
Présente en France NON€&0
Cyanotoxines étudiées Microcystines
Protocole expérimental Des poissons-chats (300 g) ont été prélevés toutes les 2 semaines dans 3
plans déeau (15 par plan dbéeau) .
Tissus/organes étudiés Muscle et foie

Voied 6 exposi ti o1 Mileunaturel

M®t hode dob6anal|LC-MS(MC-LR, YR, RR).

MC libres uniquement

Niveau de confiance de la 4 (pas LD, niLQ,nir endement doéextraction)
m®t hode do6anal|Descontroles qualité ont été réalisés avec des échantillons en ajouts

dos ®s pour estimer | e rendement doge
pas présentés.
Lien avec le nombre de Des pr® vements dbdeau (1L ° 30 cn
cellules de cyanobactéries |ét ® r ®al i s®s toutes | es 2 semaines
ou la concentration en Pour I 6identification du phytopl an

cyanot oxi nes? d| pourlaquantification de MC, le volume était de 100 L par LC-MS.

Une efflorescence de cyanobactéries a été observé dans les 3 plans
déeau entre |l es semaines 12 et 16.
était Microcystis aeruginosa, a 49 x 10° cellules/L (autres espéces
présentes : Oscillatoria spp., Lyngbya sp., Pseudanabaena spp.,

Anabaena spp., Anabaenopsis sp., et Cylindrospermopsis sp). Pour le
3*®pl an dobéeau, Arhrospiraplajensiss ai t de
Résultats Les MC ndont pas ®t ® d(®ie, enostl®eidansd a n
| 6eau (sous forme dissoute), mais
pas mentionnée.

La concentration en MC dans le phytoplancton a varié entre 14 et 202 mg
MC-RR/ kg de poids sec (dans |l es pl a
d®t ect ®es dans |l e plan dbédeau 2).
Conclusion Dans le muscle des poissons, la concentration en MC était inférieure a la
l'imite de d®tection (mais |l a valeu
tout au | ong d ee efflireBdencel absemwéaperglant® u n
semaines.

Qualit® de | 6 ® Bonne

Commentaires Les résultats présentés dans cette étudenefour ni ssent pas
sur la cinétiqgue de décontamination des poissons aprés une efflorescence
ni sur |l a relation entre | a concen
dans le muscle.

Informations
complémentaires

60 http://www.fishbase.org/summary/4805
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Cdepura Reau
Référence Sieroslawska et al. (2012). Effects of microcystin-containing
cyanobacterial extract on hematological and biochemical parameters of
common carp (Cyprinus carpio L.). Fish Physiology and Biochemistry
38(4): 1159-1167.
Objectifs Etude de la cinétique de décontamination pendant 5 jours (aprés une
p®ri ode dbéexposition de 5 jours).
Type doé®tude Laboratoire (aquarium)
Pays République tchéque
Espéce(s) de poisson
étudiée (s) Cyprinus carpio  carpe commune
Présente en Europe oul
Présente en France oul
Cyanotoxines étudiées Microcystines
Protocole expérimental 48 poissonsde 30 g provenant dodédun centr
aux MC ( ex tefflorescence) ddams | deau ° | a

Hg MC-LR eg/L pendant 5 jours. Les poissons ont été répartis en 3

groupes de 16 individus (1 témoin et 2 traités).

Apr s 5 jours dodoexposition, l es pag
MC. Des préléevements ont été réalisés a 24h, 72h et 5 jours (analyse de
MC par pool, nombre de poissons par prélévement non précisé).

Tissus/organes étudiés

Muscle, foie, rate, reins, branchies

Voie dbébexposit|lEau de | 6aquarium
M®t hode do6anal|HPLC
MC libres uniguement.
Niveau de confiance de la 4 (gue LD, pas LQ, tion), LD=c0 kgue poids d 6

m®t hode dobanal

frais. Attention LD élevée.

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Léext MEuti e s ® peefilarasaence de dyanobacteries
composé de Microcystis spp. (M. aeruginosa, M. flos-aquae, M. natans) et
dans une moindre mesure de Aphanizomenon flos-aquae, collecté dans
un r ®servoir en Pologne. L 6 a n-MS. yas €
concentration en MC dans | 6eau de
(Envirogard).

Résultats

De toutes les formes de MC recherchées (MC-LR, MC-LA, MC-YR, MC-
LY, MC-RR, MC-LW, MC-LF) seule la MC-LR a été détectée et
uniqguement dans le foie. Pas de MC détectées dans le muscle.
Pendant la phase de dépuration de 5 jours, la concentration en MC
dans le foie ne diminue pas, au contraire on observe une
augmentation.
P®riode de t
| 6exposition

24h

72h

Concentration en MC dans le foie
(ug/kg de poids frais)

207 + 128
238+7
5 jours 260 + 43

emps
de 5

Conclusion

Aprés5 jours doéexposition une conc
Hg/L, la concentration dans le muscle est inférieure & 60 pg/kg (attention
car sel on 8§ ank toscerratian@® B6 pg/kg conduit déja a
une exposition correspondant a la DJT de 0,04 pg/kg pc/j proposé par

| 8 OMS) .

Une augmentation de la concentration en MC libres dans le foie est
observée pendant la phase de dépuration de 5 jours (aprés une
exposition de 5 jours).

Qualit® de | 0@

Bonne

Commentaires

61 hitps://www.anses.fr/fr/system/files/RCCP2007sa0219.pdf

poi sson
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Référence Singh et Asthana (2014). Assessment of microcystin concentration in carp
and catfish: A case study from Lakshmikund Pond, Varanasi, India.
Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology 92(6): 687-692.
Objectifs Etude de la contaminatondes poi ssaeans doéun | a
Type dbé®tude Environnemental
Pays Inde

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

Cyprinus carpio carpe commune

Clarias batrachus silure grenouille

OUlpourl a carpe NON pour 1|e
OUI pour la carpe NON pour le silure

sB®l ure (

[

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

Des poissons provenant du lac Lakshmikund ont été achetés a des
pécheurs locaux (nombre et date non précisés).

Tissus/organes étudiés

Muscle, foie, reins, branchies, rate, cerveau, vésicule biliaire, intestin

Voi e dbébexposit

Milieu naturel

M®t hode dobéanal

UHPLC-MS pour la recherche de MC-LR, YR et RR
MC libres uniquement.

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

4 (pas LD, niLQ,n i rendemetiort). ddextrac
La plus faible concentration rapportée est 1,44 ug/kg de poids sec.

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Des pr® vements dbdeau mensuels on
2011 a février 2012.
o [ MCLR . .
120 = MORR Fig. 2 Monthly variation
B MOYR in MC-LR, MC-RR and
1001 —a— MC-Particulate MC-YR concentration
- —v— MC-Dissolved (ug/L), and dissolved and
2 particulate fraction of MC
g (Ig/L) at Lakshmikund
S pond
E
<]
g
]
8
Q
=
La concentration totale en MG,pdrans

ELISA, Envirologix) a atteint un pic en septembre a 126 pg/L et était
minimale en octobre & 7,5 pg/L. La concentration en MC dissoutes a varié
entre 3,8 et 19 ug/L. Lé&fflorescence était dominée par Microcystis sp.

Résultats

La contamination en MC dans le muscle varie selon les espéces, elle

est 10 fois plus importante chez le silure que chez la carpe.
Poissons Variant Muscle, moy + SD en | Foie, moy * SD en
pg/kg poids sec pg/kg poids sec

Carpe MC-LR <LD 92,66 + 6,81
MC-RR 594+1,14 221,60 + 13,60
MC-YR <LD 59,62 + 5,41

Silure MC-LR 1,44 £ 0,39 306,08 + 5,77

(150-300 g) MC-RR 52,08 + 6,52 837,00 = 16,65
MC-YR 1,39+0,21 94,66 + 3,05

Silure MC-LR 3,01+£0,31 307,16 + 7,41

(<150 g) MC-RR 65,03 + 8,71 950,02 + 18,60
MC-YR 1,71 +0,18 115,33+ 5,75

62 http://www.fishbase.se/summary/3054
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Les silures ont été répartis en 2 groupes de poids (150-300 g ou <150g).
La contamination en MC est inversement corrélée au poids (elle est
plus élevée chez les petits poissons).

Conclusion Les résultats de cette étude montrent que les concentrations en MC libres
dans les muscles au sein doéune m° me sans plusd
élevées chez les poissons de petite taille par rapport aux poissons
de grande taille.

Qualit® de | 6 ® Bonne

Commentaires
Informations
complémentaires
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Ccontami Cdepur

Référence Smith and Haney (2006). Foodweb transfer, accumulation, and depuration
of microcystins, a cyanobacterial toxin, in pumpkinseed sunfish (Lepomis
gibbosus). Toxicon 48(5): 580-589.

Objectifs Etude de la cinétiqgue de contamination pendant 9 jours et de la cinétique
de décontamination pendant 2 semaines.

Type doé®tude Environnement et laboratoire (aquarium)

Pays USA

Espece(s) de poisson

étudiée (s) Lepomis gibbosus Crapet-soleil, Perche soleil, Perche arc-en-ciel

Présente en Europe oul

Présente en France ou|63

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Volet environnemental

Prélevements de 9 poissons juvéniles entre le 4 juillet et le 30 ao(t 2000
ddun pl aBarbadaeepand) déns le New Hampshire. Les analyses
ont porté sur 3 pools de 3 foies.

Protocole expérimental

Volet en laboratoire

Accumulation : des poissons juvéniles ( 2 g , p°c°ch®s damow
été exposés pendant 9 jours a des granulés de zooplancton issu du plan
déeau riche en MC © |l a dose de 50
dans une bouteille en verre doéllL.
poissons ont été prélevés aux jours 0, 2, 4, 6, 9 pour analyser le foie et le
muscle.
Dépuration : des poissons juvéniles( 2g, p°ch®s darst |
étéepl ac®s individuell ement dans des
nourriture. Lbessai a ®t ® r ®alis®
aux jours 0a 7,9, 11, 14 pour analyser le foie et le muscle.
Tissus/organes étudiés Muscle et foie

Voi e dobéexposi t|Mieunaturel ouorale
M®t hode do6anal|ELISA (Envirologix)
MC libres uniguement

Niveau de confiance de la 4 (pasLD,niLQ, ni rendement dbéextractio
m®t hode dbéanal

Lien avec le nombre de Volet environnemental

cellules de cyanobactéries | Prélevements de phyto et zooplancton tous les 4 jours entre le 4 juillet et
ou la concentration en le 30 aodt 2000, analyse de MC par ELISA.

cyanotoxines?d

Résultats Volet environnemental

Les concentrations en MC dans le foie des poissons ne sont pas
corrélées aux concentrations en MC dans le phyto ou le
zooplancton. Le zoo et le phytoplancton sont corrélés avec un décalage

de 4 jours.
9000 4
| —a— MetZooplaakion MC Fig A:  Microcystin
50001 —3— Net Phytoplankton MC | f| concentrations in  net
Y zooplankton and

[ | phytoplankton (450 mm)

ﬁﬂ %%; ," I \ of Barbadoes Pond
vj \ | 2000.

. ﬁl I

N ’+"E“i/; "i-/ \\;’\ii\‘

.‘f' Wt Lo plan

63 https://inpn.mnhn.fr/lespece/cd_nom/69338
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Fig B:  Microcystin
concentrations in the
liver tissue of sunfish
(Lepomis gibbosus). No
significant  differences
were detected in liver
concentrations between
sampling dates (p=
0.70). Values are
mean+SE

Mean = 382 + 0015 ng 2" 'ww

Liver MO l||:.::.:'|'.-l'.-r|

(B}

Volet en laboratoire

Accumulation : de maniére générale, malgré la forte variabilité des profils
dédaccumul ation de MC dans |l e foie
peut observer une rapide accumulation des MC a J2, une phase plus ou
moins stable entre J4 et J6, puis une diminution a J9 dans le foie et 1 des
2 essais pour le muscle. En revanche, dans 1 des essais, le muscle
continue a augmenter & J9. Pas de corrélation entre MC dans le foie et
dans le muscle.

250
200
150
100

50

[T SN = R - = R R S

Liver MC (ng g”! WW)

=

Muscle MC (pg ol ww)

z
g

(

20
15
10

'.p8J

Liver MC (ng g" ww)
Muscle MC (pg ol ww)
=)
=]

0 2 4 6 9
Sampling Days

0 2 4 6 9
(<) Sampling Days

S

Fig. 3. Microcystin concentrations in sunfish (Lepomis gibbosus) liver and muscle tissue in
the first trial (July 2001) of the accumulation experiment (A and B) and the second trial

(September 2001) (C and D). Bars with a |e
post hoc, p¢0.05) (A). Fish were fed toxic zooplankton throughout the experiment.

Dépuration : pas de modification de la concentration en MC dans le
foie et | e muscle sur | a p®riode d

(ANOVA). Pas de corrélation entre MC dans le foie et dans le muscle.

sson

page 201 /262 juin 2016



Anses{r apport dobéappui scientifique et technique

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

o z

52 Z 700

R % S0

=1} o -

2 47 =400

g 3 2 300

= 2 5 200

Wl P

30 | I R — -
01234567 9 11 14 01234567 9 11 14

(A) (B)

z 8 Z 350

=z = 300

o § % 250

2 £ 200

U o3 E 150

=) = 100

S 1 2 50

5 o LMELULILILIL - =z -
01234567 9 11 14 01234567 9 11 14

(@] Sampling Days (D) Sampling Days

Fig. 4. Microcystin concentrations in sunfish (Lepomis gibbosus) liver and muscle tissue in
the first trial of the depuration experiment (A and B) and second trial (C and D) (July 2001).
Fish were fasted throughout the experiment. No significant differences in toxin
concentrations were detected between sample days (ANOVA, p>0.05).

Conclusion Pas de corrélation entre les concentrations en MC dans le foie des

poissons et celles du phyto ou zooplancton.

Pas de diminution significative de la concentration en MC dans le

foie et Il e muscle | ors doébune p®ri Q
Qualit® de | 6 ® Bonne
Commentaires Poissons juvéniles de 2 g.
Informations
complémentaires
(== = _———
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Ccontami Cdepur

Référence Soares et al. (2004). Accumulation and depuration of microcystins
(cyanobacteria hepatotoxins) in Tilapia rendalli (Cichlidae) under
laboratory conditions. Aquatic Toxicology 70(1): 1-10.

Objectifs Etude de la cinétique de contamination pendant 15, 28 ou 42 jours et de
la cinétique de décontamination pendant 15 jours.

Type doé®tude Laboratoire (aquarium)

Pays Brésil

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Tilapia rendalli  tilapia a poitrine rouge

Présente en Europe NON

Présente en France NON

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Expl:poissonsj uv®nil es (5 c¢cm) pr oouresimnt

jours avec une alimentation pour poisson et des cellules de Microcystis
aeruginosapr ®1 e v ® e se efflorescencedadauwdase de 20,4 ug
MC/poisson/jour, puis 15 jours avec une alimentation sans MC. Les
poissons (n=60) étaient répartis en 3 groupes de 20 (1 aquarium témoin et
2 aquariums tests) ; 2 poissons prélevés tous les 3 jours.

Exp 2 : poissons juvéniles nourris 28 jours avec des cellules de M.
aeruginosa a la dose de 14,6 ug MC/poisson/jour ; 3 poissons prélevés
tous les 7 jours.

Exp 3 : poissons juvéniles nourris 42 jours avec une alimentation pour
poisson et des cellules lysées de M. aeruginosa (pour simuler la fin de

| efflorescence) a la dose de 29,2 ug MC/poisson/jour ; 3 poissons
prélevés tous les 7 jours.

Les foies et muscles a chaque temps de prélévement sont poolés (par
type dbéborgane) pour | 6analyse de N
Tissus/organes étudiés Muscle et foie

Voi e dbébexposi t|Orale

M®t hode do6anal|ELISA (Envirologix)
MC libres uniquement

Niveau de confiance de la 4(pasLlD,niLQ, ni rendement dbéextractio
m®t hode dbéanal
Lien avec le nombre de 3 doses de MC testées apportées sous forme de cellules de Microcystis

cellules de cyanobactéries | aeruginosapr ® e v ® e se effloescenced(BDAHPLC).
ou la concentration en
cyanotoxines?d
Résultats Exp 1 : accumulation pendant 15 j et dépuration pendant 15

Dans le foie, la concentration la plus élevée est observée au 6°™ jour

d 6 e x propsis diminue au 9°™ jour, remonte au 14°™ jour et décroit
pendant la phase de dépuration. .

Dans le muscle, la concentration est faible au 3*™j our ddéexpo
augmente au 9°™ jour et diminue au 12°™j our doéexposi t i
trées bas. De maniére surprenant, la concentration maximale est
observée dans la phase de dépuration au 9°™ jour puis diminue auw
12°™° et 15°™° jour

070 — 0.08
(A)

Fig. 1. Microcystins
- 007 concentration in liver and
muscle of T. rendalli
during the accumulation
(A) and depuration (B)
periods in the 1
experiment.

0,60 o

= 0,06
050 -

— 0.05

1 SUnSK201MA

040 4
0.04
030
0.03

0,20 4
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— 0.02

010 4 L .01

0.00 * o
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Exp 2 : accumulation pendant 28 |

Dans le foie, la concentration la plus élevée est observée au 1% jour de
prélevement (J7) puis diminue aux autres jours (J14, J21, J28).
Dans le muscle, la concentration la plus élevée est observée au 21
déexposition puis diminue“™gou. pr ®I

4,00 0,09

eme

. —&— Liver | s

3,50 4
- @ Muscle

— 0,07
3,00

— 0,06
2,50
— 0,05
2,00 -

L] — 0,04

1.50 4
— 0,03

(, 8 3 afasnuu ut sunsL20I0TA

Microcystins in liver (ug g ')

00 A
10 — 0,02

0.50 - - 0,01

0,00 T T T T 0,00
7 14 21 23

Time (days)
Fig. 2. Microcystins concentration in liver and muscle of T. rendalli during the 2™ experiment

Exp 3 : accumulation pendant 42 j a des cellules lysées

Dans |le foie, la concentabuondaa
diminue au prélévement suivant (J28) puis remonte pour atteindre son
maximum au 42°™ jour.

Dans le muscle, la concentration la plus élevée est observée au 14 jour
déexposition puis diminue aux pr®
remonte au 42°™ jour.

3,00 0,12

eme

—8— Liver
L] - @ - Muscle — 010

)

[
gg
EE

0,06

L00 = 0,04

(.8 3nr) oposnur ut sunsAS0INA

Microcystins in liver (u

= 0,02

0,00 T T T T T 0,00

Time (days)

Fig. 3. Microcystins concentration in liver and muscle of T. rendalli during the 3™ experiment

jour

Conclusion

Une augmentation de la concentration en MC dans le muscle est
observée pendant la phase de dépuration, au 9°™¢ jour (comparé ala
phase doaccumuobuas). Apres 15jeursdé&dépuration, la
concentration en MC est revenue a un niveau tres bas (valeur non
fournie).

Qualit® de

0 ®

Bonne

Commentaires

Poissons juvéniles

Informations
complémentaires

sson
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Référence Song et al. (2007). Distribution and bioaccumulation of microcystins in
water columns: a systematic investigation into the environmental fate and
the risks associated with microcystins in Meiliang Bay, Lake Taihu. Water
Res 41(13): 2853-2864.

Objectifs Etude de la contamination des poissons pendant 11 mois.

Type dbé®tude Environnemental

Pays Chine

Espéece(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

Carassius auratus auratus carassin doré
Oul

ous4

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

Des poissons ont été prélevés entre février 2005 et janvier 2006 dans le

lac Taihu. Les poissons ont été analysés par pool de 3 a 5 individus (par
type ddéorgane). Lenombre de poisso
pas précises.

Tissus/organes étudiés

Muscle et foie

Voi e dbébexposit

Milieu naturel

M®t hode dobéanal

ELISA (screening, préparé par les auteurs) et LC-MS (pour identification
et quantification des échantillons positifs par ELISA, MC(LR, RR, YR)
MC libres uniguement

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

4 pour ELISA (pas LD, niLQ, nir e nd e me maction 6 e X t

4 pour LC-MS (que LD, pas LQ, n i rendement dbéextr
0,1 mg/kg de poids sec dans les matrices biologiques ; 0,05 a 0,15 ug/L
dans |Atbeatoon, LD élevées.

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Des prélevements mensuelsd 6 eau ont @tsu@face ®85m s §
avec un échantillonneur vertical) et en profondeur (0-10 cm au-dessus du
sédiment) sur 4 sites. La concentration en MC a été mesurée par HPLC.

Résultats

Une efflorescence de cyanobactéries dominé par Microcystis a été
observé sur les 4 sites entre mai et octobre avec un pic a 108 cellules /L
en juillet. La concentration maximale en MC intracellulaire était de 1,81
g/kg de poids sec (en juillet) et celle en MC dissoutes de 7,4 ug/L en
surface (en septembre) et 3,59 ug/L prés du sédiment (en octobre).

Les auteurs notent une grande variation des concentrations en MC dans
I@efflorescenceet des toxines pr®sentes dbo

Chez le poisson, la concentration en MC a varié de 462 a 3629 ug/kg de
poids sec dans le foie et de non détecté a 378 pg/kg ps dans le muscle.

Les auteurs notent une grande variation des concentrations en MC
dans | e poisson (foie et ,avecucgicen d
juin-juillet.

Le rapport des concentrations en MC dans le foie et le muscle varie au
cours du temps, de quelques fois a 40 fois.

Les concentrations en MC dans le foie et le muscle ne sont pas précisées
(uniquement représentées sous forme graphique). La concentration la
plus élevée est observée en juin, puis diminue progressivement (alors que

poi sson

|l a concentration dans | e foie augn
novembre.
64 https://inpn.mnhn.fr/lespece/cd _nom/67208/tab/rep/ METROP
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M Elrr v [CJw s R
1 Fig. 21 Concentrations of
104 four microcystin variants
(RR, YR, LR and Dha7
05 LR) in the naturally
. occurring algal blooms in
T OF M A M J J A S O N D U Meiliang ~ Bay, Lake
o Taihu, from February
0] 2005 to January 2006
0]
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5 5l Fig. 31 Distributions and
N variations of dissolved
51 microcystins in  surface
3 water (open bars) and
5] 7 over-sediment water
- 5] (gray bars) in Lake Taihu
ER from February 2005 to
o .n..n.m..Fﬁl’ﬂwT.o .....mﬂz'..F!".JanuaryZOOG
W FMAMIJASONDJ FMAMUJJASOND.
5C D
3 54
g 3
= ol
24 i
2
FMAMIJASOND FMAMUJJASOND.
Month (Feb. 2005 —Jan. 2008)
[ Musce [ Loer . . .
4000 - ! = Fig. 4 7 Accumulations of
_ I]j MCs in the liver and
= muscle of Carassius
= 3000 - auratus  auratus  in
[+ Meiliang Bay, Lake
E 2000 Taihu, from February
% 2005 to January 2006.
E . Data were expressed as
g 000 1 the mean value and
g -ﬂ J-l standard deviations of
3 o 1] i el 0l four replicate
= FMAMIJASOND.J determinations.
Conclusion Les auteurs ndont pas r®alis® tekbkan
concentrations en MC dans | deau et
Le pic de concentration en MC dans le muscle est observé en juin et
correspond au pic de MC intracellu
pas indiqué ou ont été péchés les poissons.
Qual it ® de | 6 ®t Bonne
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Commentaires Les résultats de cette étude sont difficilement interprétables en termes
déinformation sur |l a cin®tique de
efforescenceou de |l a relation avec | a.cg

Informations L6®tude a aussi port ® s Macrobracleumc r e v,

complémentaires nipponensis) , un gast ®ropode ddédeau douc:¢
bi val ve d 6Ceidana plicata) etd especes de plantes
hydrophytes.
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Référence Vareli et al. (2009). Molecular characterization of cyanobacterial diversity
and yearly fluctuations of microcystin loads in a suburban Mediterranean
Lake (Lake Pamvotis, Greece). Journal of Environmental Monitoring, 11,
15067 1512.
Objectifs Etude de la contaminatondes poi ssons doéun | ac
Type doé®tude Environnemental
Pays Gréce

Espéce(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

Carassius gibelio carassin argenté, aussi appelé carpe prussienne

Barbus albanicus barbus
Cyprinus carpio carpe commune
Rutilus ylikiensis  gardon

oul
OUI pour la carpe et le carassin argenté, NON pour Rutilus ylikiensis et
Barbus albanicus

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

Plusieurs prélevements de poissons sur une période de 11 mois (octobre
2004 a septembre 2005)

Tissus/organes étudiés

Muscle et foie

Voi e dbébexposit

Milieu naturel

M®t hode dobéanal

ELISA (Abraxis)
MC libres uniguement

Niveau de confiance de la
m®t hode dobanal

4 (pasLD,niLQ, ni rendement dbéextractio
Des travaux précédents ont montré un rendement > 90%.

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Pr ® ~ v e me n tssrfack §66 @an) memnsuels ou bihebdomadaires,

au milieu du lac. Dosage des MC par ELISA.

Les résultats présentés comprennent la densité cellulaire en
cyanobact ®ri es, |l a concentration e

Résultats

Pas de corrélation statistique entre les concentrations en MC dans
| @weet celles dans le muscle ou le foie des poissons.

Les concentrations en MC dans le muscle se situent entre 2 et 5 pg/kg de

poids frais pour des concentration
Date de MCdans Poissons Concentration | Concentration
préévemeni{ | 6 eau muscle (ug/kg g foie (ug/kg pf
26/10/2004| 10,80 Carassius gibelio| 3,16 44,20
Barbus albanicus| 3,04 53,80
Cyprinus carpio | 3,14 48,40
19/03/2005| 0,20 Carassius gibelio| 2,24 21,00
Rutilus yliciencis | 4,71 26,20
12/06/2005| 0,80 Carassius gibelio| 2,06 17,60
Carassius gibelio] 2,48 20,40
Cyprinus carpio | 3,04 46,00
30/09/2005| 17,80 Carassius gibelio| 2,46 14,20
Carassius gibelio| 3,30 41,60
Barbus albanicus| 2,94 56,20
Cyprinus carpio | 2,56 42,20
Conclusion Pas de corr®l ation entre | esauebnce
celles dans le muscle ou le foie des poissons.
Qualit® de | 6 ® Bonne

Commentaires

Informations

complémentaires

poi sson
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Reau

Référence Vasconcelos et al. (2013). Microcystin bioaccumulation can cause
potential mutagenic effects in farm fish. Egyptian Journal of Aquatic
Research 39(3): 185-192.

Objectifs Etude de la contamination des poissons aprés une exposition de 5 mois a
des cyanobactéries.

Type do6®t ude Environnemental

Pays Brésil

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Oreochromis niloticus tilapia du Nil

Présente en Europe OULI, en élevage (Allemagne, Belgique, Pologne)8>

Présente en France NON

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental 10 poissons ont été achetés a des fermes aquacoles dans 3 réservoirs
(Acaud, Cordeiro et Camalau) en décembre 2009, ces poissons ont été
maintenus 5 mois dans des cages et ont été exposés a des
cyanobactéries. Les poids moyens ont varié selon les réservoirs entre
470 et 670 g.

Tissus/organes étudiés Muscle et foie

Voi e dbéexposi t|Milieunaturel

M®t hode do6anal|ELISA (Envirologix)

MC libres uniguement

Niveau de confiance de la 4 (pasLD,niLQ,nirendement dbéextraction)
m®t hode dbéanal

Lien avec le nombre de Des pr ®| v e daesorface ond éiéerénlisés2 f oi s par
cellules de cyanobactéries | a décembre 2009 pour chaque réservoir, a des sites proches des zones
ou la concentration en d 6 a g u a cLed MCuntraeellulaires ont été analysées par ELISA.
cyanotoxines?d

Résultats Les auteurs notent une grande variabilité temporelle des especes de

cyanobact®ries dominantes au sein

Des MC ont ®t® d®tect®es dans tous
réservoirs.

La concentration maximale en MC intracellulaire a été de 41,16 ug MC-LR
eg/L dans le réservoir Acaud, 29,7 ug/L dans le réservoir Cordeiro et 15
Mg/L dans le réservoir Camalau.

Chez les poissons, les concentrations en MC dans le muscle ont varié de
16,01 (Camalau) a 37,09 ug/kg (Acaud). Dans le foie, elles ont varié de
28,2 (Camalau) a 804,0 ug/kg (Acaud). Les concentrations les plus

élevées ont donc été observées chez les poissons du réservoir avec la
plus forte concentration en MC dan

Les concentrations mentionnées dans le texte ne correspondent pas
a celles présentées sur les figures.

65 http://www.fao.org/docrep/t8655f/t8655f03.htm
http://www.sypagua.com/elevage-aquaculture/tilapia-oreochromis-niloticus.html
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Conclusion Les concentrations les plus élevées dans le muscle ont été
observées chez les poissons du réservoir avec la plus forte
concentrationen MCd ans |itracellulaire).
Qualit® de | 6 ® Faible
Commentaires Les résultats présentés pour les concentrationsenMCdans | 6ea
pas bimensuels (comme annonc® dans
tous les 2 mois). Cepasdetemps ne per met de sui
temporelle de maniére fine.
Les auteurs ndont pas pr®cis® si |
poids frais ou en poids sec. Les échantillons étant lyophilisés pour
| anal yse, on peut supposer qubdils
Les auteurs ne présentent pas les résultats pour les poissons par mois
mai s uniguement des concentrations
do®eaayrpte sugg re que tous | es ®cha
seule mesure de la concentration a été réalisée.
Informations
complémentaires

sson
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Cdepur

Référence Travaux de Williams et al. chez le saumon.

Williams et al. (1995). Tissue distribution and clearance of tritium-labeled
dihydromicrocystin-LR epimers administered to Atlantic salmon via
intraperitoneal injection. Toxicon 33(2): 125-131.

Williams et al. (1997a). 14C-Labeled microcystin-LR administered to
Atlantic salmon via intraperitoneal injection provides in vivo evidence for
covalent binding of microcystin-LR in salmon livers. Toxicon 35(6): 985-
989.

Williams et al. (1997b). Evidence for a covalently bound form of
microcystin-LR in salmon liver and Dungeness crab larvae. Chem Res
Toxicol 10(4): 463-469.

Objectifs Etude de la répartition tissulaire des microcystines chez le poisson.
Type ddé®tude Labor at oire (aquarium dbébeau de mer)
Pays Canada

Espéce(s) de poisson

étudiée (s) Salmo salar saumon atlantique (poisson marin)

Présente en Europe oul

Présente en France oul

Cyanotoxines étudiées Microcystines

Protocole expérimental Etude de la cinétique de contamination/décontamination aprées

administration unique par injection intrapéritonéale de microcystines
radiomarquées et de la répartition entre les MC libres et liées.

Dans | 6®t ude de 19180%)onttedu ugedrijestisnode]s
mg de toxine/kg de poisson. La toxine étudiée était la [H”]dihydroMC-LR,
dissoute dans du DMSO et de la solution saline ; 4 poissons ont été
sacrifiés a 2h, 5h, 22h et 46h (1 seul poisson) post-injection.

Dans | 6®t ude de 19-230g¢g)ontredy une mjectios derls
mg de toxine/kg de poisson. La toxine étudiée était la [**C]MC-LR,

dissoute dans du DMSO et de la solution saline ; 4 poissons ont été
sacrifiés a 2h, 5h, 24h et 43,5h post-injection. Les tissus ont été analysés
pour la mesure de la radioactivité ou aprés extraction au méthanol, pour la
mesure de | d6dinhibition de | a prot@

Dans | 6®t ude de 1 9-801gpontretlunepnfectionsde 21 s
mg de toxine/kg de poisson. La toxine étudiée était la MC-LR, dissoute
dans du DMSO et de la solution saline. Des poissons ont été sacrifiés a

7h (n=8), 25h (n=3), et 28,5h (n=8) post-injection. Les tissus ont été
anal ys®s soit apr s extraction au
protéine phosphatase 1 (MC libres), soit avec oxydation de Lemieux et
mesure par GC-MS (MC libres + liées).

Tissus/organes étudiés Muscle, foie, reste de la carcasse
Voi e doéexposi t]|injectionintrapéritonéale
M®t hode do6éanallRadioactivit® et inhibition de | 064

GC-MS avec oxydation de Lemieux (pour les MC totales)

Niveau de confiance de la 3 pour radioactivité et la GC-MS (pas de LD, LQ mais étude du rendement
m®t hode dbéanal|{déextracti o-8%psti m® ~ 85

4 pour | dinhibition de | &@ oirendement®
dbéextraction)

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries | Non étudié
ou la concentration en

cyanotoxines?d

Résultats L6®t ude de 1995 a montr® que | a co
5h post-injection et représentait 4,9% de la dose injectée. A 22h et 46h
ell e repr®sentait encore 4,2% et 2

totale (corps entier) était de 68% a 2h, 78% a 5h, 54% a 22h et 12% a
46h post-injection.
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L6®t ude de 1997a a montr® queankla c
foie 5h post-injection et représentait 16,5% de la dose injectée. A 24h et
43,5h elle représentait encore 6,5 % et 2,7 % respectivement. Dans le
muscle, la concentration était de 0,15 mg/kg a 2h post-injection, puis 0,26
mg/kg a 5h et 0,24 mg/kg a 43,5h.

A 5h post-injection, 60% de la dose totale en MC dans le foie (16% de la

dose inject®e) nd6®tait pas extrait
13,5% et 4,8% des MC étaient extraites par le méthanol.
Déautre part, | e r apnpMCrddns ldfeiset damsthec e

muscle varie au cours du temps (52:1 aprés 2h et 10 :1 aprés 43,5).

L6®t ude de 1997b a-injectiom,t75%Rde ; dod€ totaleh
enMCdans | e foie nd6®tait pas extrai
charge totale en MC a 25h post-injection suggére que ces MC liées sont
modifiées, détruites ou éliminées.

3
3
wpE
0
28 -
a2
24 F
2r

w b

% of imjected detected

kk%hh\\\-

R T S S .
. 4
Q2 4 E B 1012 14 16 18 20 22 24 26 26 30 A2 34 AC A8 40 42 44

ume (hr) sacrificed

Figure 5. Summary of the results for the detection of micro-
cystin-LR (1) in salmon livers by PPase assay (@), Lemieux
oxidation—GC/MS (M). and "'C-radioisotope (O) analyses (46).

La courbe par oxydation de Lemieux suit exactement celle par

radioactivit®, tandis que |l a courb
sous-estime la quantié de MC présente.
Conclusion Dans | 6®t uded®% a3h% tes BIC arésentes dans le foie sont

sous forme liée (non extraite par le méthanol). La fraction liée aux
protéines phosphatases est de 60% a 5h post-injection et de 95% a 43,5h
post-injection.

La biodisponibilit® des MC | i ®es n
di gestion | ib®rait ces MC, alors |
forme libresous-e st i merait nettement | 6exq

Le rapport des concentrations en MC dans le foie et dans le muscle varie
au cours du temps.

Dans | 6®t ubd76% dles MQ @é&séntes dans le foie sont sous
forme liée (non extraite par le méthanol). La diminution de la
concentration dans le foie avec le temps suggére que ces MC liées sont
modifiées, détruites ou éliminées.

Qualit® de | 6@ Bonne

Commentaires Ces travaux montrent que la concentration en MC est largement sous-
estimée lorsque la mesure ne porte que sur les MC libres (extraction
méthanoligue).

Informations I'l est s uggaetio®deyMCevet Iésiprotéines phosphatases
complémentaires suivent un mécanismeen2temps: dbéabord une | ai
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r®versi bl e et ens uisdneovdleante ifrfépersibla (Ciaig n
et al., 199666).

Plus récemment, Bieczynski et al. (201367) ont également comparé la
fraction mesurable par extraction méthanolique et inhibition de la protéine
phosphatase 1 a celle mesurable par oxydation de Lemieux et GC-MS
pour des MC dans le foie de Odontesthes hatcheri (un poisson

dd Am®r i q u eourdsiaves deslcellules de Microcystis aeruginosa
pendant 48h. Les MC liées représentaient de 66 a presque 100% des MC
totales.

66 Craig M., Luu H.A., McCready T., Williams D.E., Andersen R.J., Holmes C.F.B. (1996). Molecular mechanisms
underlying the interaction of motuporin and microcystins with type-1 and 2A protein phosphatases. Biochem. Cell. Biol.
74, 569-578.

67 Bieczynski F., Bianchi V.A., Luguet C.M. (2013). Accumulation and biochemical effects of microcystin-LR on the
Patagonian pejerrey (Odontesthes hatcheri) fed with the toxic cyanobacteria Microcystis aeruginosa. Fish Physiol
Biochem. 39(5):1309-21.
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Référence Xie et al. (2004). Dynamics of microcystins-LR and -RR in the
phytoplanktivorous silver carp in a sub-chronic toxicity experiment.
Environmental Pollution 127(3): 431-439.

Objectifs Etude de la cinétique de contamination pendant 40 jours et de la cinétique
de décontamination pendant 40 jours.

Type doé®tude Laboratoire (aquarium)

Pays Japon

Espéece(s) de poisson
étudiée (s)

Présente en Europe
Présente en France

Hypophthalmichthys molitrix
oul
QU (introduite non établie, dont cultivée ou domestique®®)

carpe argentée

Cyanotoxines étudiées

Microcystines

Protocole expérimental

Dansunaquarium( B) , 40 poissons juv®nile
pécherie nourris 40 jours avec des cellules fraiches de Microcystis viridis
pr ®l e v ®e se efflosescence] [uis 40 jours avec une alimentation
sans MC.

Dans un autre aquarium (A), 40 poissons nourris 80 jours avec des

cellules fraiches de M. viridis.
10 poissons prélevés tous les 20 jours ; les tissus prélevés a chaque

temps de pr® vement sont pool ®s (
MC.

Tissus/organes étudiés Muscle, foie, intestins, sang

Voiedbdexposi ti on Orale

M®t hode do6anal|HPLCpourlaquantificationetLC-MS pour | 6i denti fi ¢

MC-LR et RR libres uniguement.

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

4 (pasLD,niLQ, ni r e nd e me hacondebtetioh quantfieei o
la plus faible est de 500 p/kg de poids sec.

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en
cyanotoxines?d

Analyse du seston par HPLC (MC-LR et RR).

Dans | 6aquari um, |l a concentration
41,51 99,5 mg/kg de poids sec pour MC-RR et 6,91 15,8 mg/kg pour MC-
LR.

Résultats

Dans le muscle, la cinétique de contamination en MC pendant 80 jours

montre une augmentation réguliére avec un maximum a 1770 pg/kg de
eme

poids sec au 80" jour.

Dans | e gfneing,atlitoanu j usquébdéau jour 4
au jour 60, puis une stabilisation au jour 80.

L6®t ude de contamination pendant 4

dépuration pendant 40 jours montre une diminution de la concentration en
MC dans le foie et le muscle au 20°™j our apr s | darr?®
une stabilisation au 40°™ jour. La concentration aprés 40 jours est un peu

poi sson

sup®rieure celle obtenue apr s 2
50% de la valeur maximale (800 pg/kg dans le muscle).
Ces concentrations correspondent uniqguement a la MC-RR (pas de MC-
LR détectée dans le muscle). o o . .
Exposés 40j aux MC puis dépuration 40j
Liver (Tank A) Liver (Tank B) £
Exposés 80j aux MC
0
24/3al 13/Aug 2/Sep 23/Sep 24/Jul 13/Aug 2/Sep 23/Sep
Date Date
Fig 1 : dynamics of MC-RR and MC-LR concentrations in the liver
68 https://inpn.mnhn.frlespece/cd_nom/67275/tab/statut
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Fig 2 : dynamics of MC-RR and MC-LR concentrations in the muscle

Conclusion

La cinétique de dépuration est lente.
Apreés 20 jours de dépuration, la concentration en MC dans le muscle
a diminué de moitié par rapport au pic de contamination.

Léextension de 20 jours suppl ®ment
pas a une diminution de la contamination.

Qualit® de | 6 ® Bonne
Commentaires Attenti on, l'imite de quantificati g
sec).

Poissons juvéniles.

Informations
complémentaires

sson
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Annexe 4 : Grilles de lecture des articles relatifs a la contamination des
poissons par les cyanotoxines autres que les microcystines

4.1 Anatoxines

Référence Al-Sammak et al. (2014). Co-occurrence of the cyanotoxins BMAA, DABA
and anatoxin-a in Nebraska reservoirs, fish, and aquatic plants. Toxins 6,
488-508.

Objectifs Sui vi de 12 r®servoirs en 2009 et
poissons et de plantes aquatiques.

Type do6®tude Environnementale

Pays USA

Espéce(s) de poisson Pas de nom latin indiqué

étudiée (s) carpe
white crappie (Crapet calicot, Pomoxis annularis),
bass (?)

shad (Alose?)
walleye (doré jaune, sandre américain)
catfish (poisson 1 chat),

wiper ( ?),
bluegill (crapet arlequin)
Présente en Europe OUI pour la carpe NON pour les autres
Présente en France OUI pour la carpe NON pour les autres
Cyanotoxines étudiées BMAA, DABA, anatoxine-a
Protocole expérimental En 2009 et 2010, 67 (31 en 2009 et

été collectés dans des bouteilles en verre ambré de 500-mL avec un
bouchon en Tefl on® &ndagympti qlues mdiog
toxiques dans les lacs du Nebraska. Un total de 3i 4 échantillons ont été
collectés pour chaque réservoir, prélevés dans différentes directions
géographiques, principalement du coté opposé a la direction du vent.
248 échantillons de poissons (115 en 2009, 133 en 2010) ont été
collectés dans les 12 lacs.

Tissus/organes étudiés Muscle

Voi e dbexposi t|Miieunaturel

M®t hode do6anal|LC-MS/MS

Les détails du développement de la méthode et de la validation ont été
publiés précédemment.

Niveau de confiance de la 3 (valide avec restriction)

m®t hode dbéanal|LDvontde0,8a 3,2ug/kg selon les matrices biologiques et les toxines.

Dans | deau, LD = 5 Og/|l pour BMAA,
natoxine a
Lien avec le nombre de Léanatoxine A a ® ® d®tect ®e dans
cellules de cyanobactéries |18 ®chantillons dbéeau en 2010 ~ de
ou la concentration en Les concentrationsenanat o xi ne a s6®t al ent de

cyanot oxi nes?d 16,1 ug/l dans la Willow Creek.

Reservoir County Dates sampled BMAA (ng) DABA(ng/L) Anatoxin-a Microcystins -
(number of samples) 2009/2010 2009/2010 (ng/L) 2009/2010  (ng/L) 2009/2010

Holmes Lancaster 9.7.09(3)/8.6.10(3) 6.0/ND 6.9/ND 5.0/ND 3.8/0.98
Pawnee Lancaster 10.28.00(2)/8.20.10(3)  11.3/42 12.7ND 14.4/3.04 11059
‘Wagon Tramn Lancaster 10.6.09(3)/10.26.10(3) ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND

Stage Coach Lancaster 10.7.09(3)/10.26.10(3) ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND

East Twin Seward 10.9.09(3)/10.25.10(3) ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND
Rockford Gage 8.3.09(3)/8.22.10(3) 245183 13.2113.6 8.4/48 45119
Kirkman's Cove  Richardson 8.3.09(3)/8.8.10(3) 2.1/253 39147 35.006.0 14.8/35.0
Swan Creek Salne 9.10.09(2)/9.9.10(3) 1L8/ND 3.0/ND 1.2/ND 6.3/21.0
Conestoga Lancaster 10.8.09(02)/823.10(3) ND/ND ND/ND ND/ND 7.8/0.13
Willow Creek Pierce 8.30.09(3)/10.1.10(3) ND/12.6 ND21.1 ND16.1 1517350
Branched Oak Lancaster 9.20.010(2)/9.20.10(3) ND/ND ND/ND ND/1.84 09222
Bluestem Lancaster 9.25.09(2)/9.8.10(3) ND/ND ND/1.78 ND/2.08 18.3/0.15
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Résultats Table 8. Cyanotoxins detection summary for Nebraska reservoir samples from 2009 and 2010.
. 3 Water Fish Plant Percent of detections
Cyanotoxins ™00 5010 2009 2010 2009 2010 2009-2010
BMAA 13 12 22 9 5 5 18%
DABA 13 12 19 7 5 5 17%
Anatoxin-a 13 18 0 0 5 5 12%
Total samples 31 36 115 133 36 36 387
La pr®sence dbébanatoxine nda ®t® da
poisson.
Table 4. HPLC/FD results showing cyanotoxin concentrations (€ g/g) measured in fish
samples collected in reservoirs in Nebraska, 2009 and 2010
Table 4. HPLC/FD results showing cyanotoxin concentrations (ug/g) measured in fish
samples collected in reservoirs in Nebraska, 2009 and 2010.
Species BMAA (ng/g) DABA (ng/g) Anatoxin-a (ng/g)
Reservoir K Year
(# indiv. collected) bound free bound free bound free
Kirkman’s Cove Carp (1) 2009 139 0103 031 0239 ND ND
Carp (1) 2010 0.8 0102  0.184 0158 ND ND
White crappie (2) 2010 0.6 0327 ND ND ND ND
Pawnee Bass (3) 2009 03 0416 02 0364 ND ND
Shad (3) 2000 0.090 0196 0254 ND ND ND
Walleye (2) 2000 0.604 025 0167 ND ND ND
White crappie (2) 2009 016 0332 018 ND ND ND
Rockford Bass (3) 2000 031 027 104 ND ND ND
Catfish (2) 2000 032 0254 028 ND ND ND
White crappie (2) 2009 ND ND 116 ND ND ND
Carp (1) 2010 257 0057 153 0.167 ND ND
Walleye (1) 2010 0.67 0095 0120 0213 ND ND
White crappie (1) 2010 0.620 006 0222 00218 ND ND
Swan Creek Carp (1) 2000 058 ND 0.2 ND ND ND
Wiper (1) 2000 ND 0.227 ND ND ND ND
Willow Creek Bass (1) 2000 072 0117 ND ND ND ND
Bluegill (3) 2000 0.056 036 ND ND ND ND
Carp (3) 2010 0476 0101 0.150 00216 ND ND
Conclusion Mal gr® | a pr®sence dbdanatoxine dan

nba pas ®t ® d®tect®e dans |l es pois

Qualit® de

0 @

Faible

Commentaires Pas doéindication quand | es pr®I ve
dé&fflorescences ou pas

Informations Pour | es plantes aqulestregoueesdanstte | 0

complémentaires organi smes quand de | a t oxxapusforeest
concentr at i oAliéadars raplaotes aquaiques est de 8,05
Og/ g " Kirkmandés Cove, et |l a plus
forme |libre, |l a plus f eAestdeOpAdg/lga nt

Willow Creek et la plus faible de 0,22 ug/g a Rockford.

sson
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Référence Hardy et al. (2015). Cyanotoxin bioaccumulation in freshwater fish,
Washington State, USA, Environ. Monit. Assess. 187, 667.

Objectifs Déterminer si la présence de cyanotoxines dans les tissus des poissons
peut représenter un probléme de santé publique

Type dodé®tude Environnemental

Pays USA, Etat de Washington

Espéce(s) de poisson Pas de nom latin indiqué

étudiée (s) truite arc en ciel (présente en France)
crapet-soleil = perche soleil = achigan a petite bouche (présente en

Présente en Europe France)

Présente en France perchaude (NON présente en France, https://inpn.mnhn.fr)

poisson chat = barbotte brune (présente en France)
achigan a grande bouche (présente en France)
crapet de roche, (présente en France)

truite fardée (NON présente en France)

meunier a grandes écailles (NON présente en France)
sauvagesse du Nord (NON présente en France)

Cyanotoxines étudiées anatoxine-a, microcystines, saxitoxine

Protocole expérimental Pendant | 6®t ® emai, juilleta aotit, sapterabre2edattObrej,
des poissons ont ®t ® EtadelWashingtbe dan
présentant des efflorescences significatifs & cyanobactéries.

Tissus/organes étudiés Muscle

Voi e pdsitierx Milieu naturel

M®t hode db6éanal yLC-MS/MS
Méthode validée du California Dept. of Fish & Gamemais performances
non présentées dans cet article

Niveau de confiance de la 3 (valide avec restriction)

m®t hode dbéanal yLD=5pug/kg de poids frais pour anatoxine a

Lien avec le nombre de Aucune donnée concernant la présence de cyanobactéries au moment
cellules de cyanobactéries des pr® " vements ni de quantit®s d

ou la concentration en
cyanotoxi nes?d:i

Résultats 20échantill ons de filets de poi-asnpohb
pas été détectée.

Conclusion Pas de détection dans les muscles

Qualit® de | 6 ®{ Moyenne

Commentaires Pas dobdanat ox;ipaselair duRquelscpbis®ans celle-ci a été
analysée ; mais y-a-t-il eu exposition ?

Informations En 2011, de mani re similaire, | 6 &

complémentaires foies de poissons péchés. Il en est de méme pour les filets de perches

péchées en 2007 et conservés au laboratoire.
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Référence Johnson et al. (2010). A. Blue-Green Algae Toxins in Washington Lakes:
Screening Fish Tissues for Microcystins and Anatoxin-A i Washington
State Department of Ecology, 47pp.

Objectifs Etude de la contamination de poissons collectés en lien avec des
efflorescences de cyanobact ®r iEamsde Washirgtons |
pendant | 6®t ® et | dautomne 2008

Type do6®tude Environnementale

Pays USA, Etat de Washington

Espéce(s) de poisson Oncorhynchus mykiss  truite arc en ciel

étudiée (s) Oncorhynchus nerka saumon rouge

Présente en Europe
Présente en France

OUI pour la truite NON pour le saumon
OUI pour la truite NON pour le saumon

Cyanotoxines étudiées

anatoxine-a, microcystines

Protocole expérimental

Des poissons ont été collectés en fonction des périodes dé&fflorescences
(fleches indiquées sur la graphique pour rainbow trout = RBT). Méme si
des efforts ont été réalisés pour collecter des poissons pendant ou peu de
temps apres l&fflorescence, | 6 ®c hant i | | on ncigcaé n
avec les efflorescences observées.

La concentration en anatoxine a a été mesurée dans 8 poissons.

@

Tissus/organes étudiés

Muscle, foie

Voie dbdexposit

Milieu naturel

M®t hode dbéanal

LC/FD
Rendement tres faible pour anatoxine a : 13% pour muscle et 4% pour
foie

Niveau de confiance de la
m®t hode dobéanal

4 (non valide)
LD =1,5a 2,6 ug/kg de poids frais dans le muslce et 6,4 a 14 pg/kg de
poids frais dans le foie

Lien avec le nombre de
cellules de cyanobactéries
ou la concentration en

cyanot oxi nes d7arn

Par mi l es 24 lacs test®s en 2008
présentés un niveau détectable (soit 75% des lacs) dont 8 (soit 29%) avec
un niveau supérieur au seuil recommandé pour les activités récréatives (1
ug/L). Sur les 6 lacs échantillonnés dans cette étude, le lac Anderson
présente l@fflorescence d Anabaena le plus sévere, les niveaux ayant

p

atteint 1726 40 Og/ L do mileat oxi ne en
=@ Microcystin = & = Anatoxin
160 - 200,000
140 -
5 120 - 160,000 %
=]
= 100 - 120,000 =
c o
£ 8 £
) - 80,000 3
= o
2 c
s © - 40,000 <
20
0 0
9
Résultats Mal gr ® une quantit® ddanatoxines r
pouvant °tre ®l ev®e, aucune toxine

les foies des truites récoltées.

Sur les 8 échantillons de poisson analysés, aucune détection

d 6 an at @mitesrde détection entre 1,5 et 2,6 pg/kg dans le muscle et
le poisson entier et entre 6,4 et 14 pg/kg de poids frais dans le foie).

Les 2 lacs sélectionnés sont associés a une forte concentration en

anatoxine a pour | e | ace@fflarasdeacess on ¢
d Anabaena pour le lac American.
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Conclusion Léincapa®i ¢e®t ér | 6anatoxine a dans
des efflorescences de cyanobactéries présentant des quantités
élevées en anatoxine a est a souligner.

I'l est possible que | édanato
ou bien que | e prloeipasson ne |
Qualit® de | 6@ Faible

Commentaires
Informations
complémentaires
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