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Sigles et abréviations

ACAP : antioxydant capacity

ACh : acétylcholine

AChE : acétylcholinestérase

ACN : acétonitrile

ADDA : acide-3-amino-9-méthoxy-2,6,8-triméthyl-10-phényl-4,6-diénoique
ADME : absorption, distribution, métabolisme et excrétion

AFSSA : agence frangaise de sécurité sanitaire de I'alimentation

AFSSET : agence francaise de sécurité sanitaire de I'environnement et du travail
AHA : acides haloacétiques

ANC : assainissement non collectif

Anses : agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
ARS : agence régionale de santé

ARfD : acute reference dose

AOAC : association of official analytical chemists

AQT : apport quotidien tolérable

ARN : acide ribonucléique

ATX : anatoxine

BMAA: beta-méthylamino-L-alanine

BMD : benchmark dose

BMDL : benchmark dose modelling

BuOH : butanol

BV : biovolume

Canaux Cav: canaux calcium sensibles au potentiel de membrane
Canaux K : canaux potassium sensibles au potentiel de membrane
Canaux Navy : canaux sodium sensibles au potentiel de membrane

CAP : centre anti-poison

CAT : catalase

CB : cyanobactérie(s)

CBMN : cytokinesis-block micronucleus test

CES : comité d’experts spécialisé

page 18 /438

avril 2020



Anses ¢ rapport d’expertise collective Saisines « 2015-SA-0207 » et « 2016-SA-0165 »

CG : chromatographie en phase gazeuse

CL : chromatographie en phase liquide

CL-SM/SM: chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem
CL/FLD: chromatographie liquide couplée a un détecteur de fluorescence
CLHP: chromatographie liquide haute performance

CL-UV : chromatographie liquide couplée a un détecteur ultra-violet
CIRC : centre international de recherche sur le cancer

CMA : concentration maximale admissible

COD : carbone organique dissous

COT : carbone organique total

CSHPF : conseil supérieur d’hygiéne publique de France

CT : produit de la concentration en désinfectant résiduel (C) au bout du temps de contact (T). Utilisé en
traitement de désinfection des eaux destinées a la consommation humaine

CYN : cylindrospermopsine

DA : dopamine

DCE : directive cadre sur I'eau

dcSTX : décarbamoyle Saxitoxine

DDASS : direction départementale des affaires sanitaires et sociales

DGS : direction générale de la santé

DJT : dose journaliére tolérable

DLM : dose létale minimale

DL s0 : dose létale 50

DMENO : dose minimale avec un effet nocif observable

DOPA : 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid

DSENO : dose sans effet nocif observé (NOAEL en anglais, No observed adverse effect level)
DT-ARS : délégation territoriale des agences régionales de santé

EDCH : eaux destinées a la consommation humaine

EFFLOCYA : efflorescence de cyanobactéries

EFSA : european food safety authority (Agence européenne de Sécurité des aliments)
EI-SM :impact électronique couple a la spectrométrie de masse

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay (méthode immuno-enzymatique)
ENDWARE : european network of drinking water regulator

Eq-STX : équivalent saxitoxine

ERCA : évaluation des risques chimiques dans les aliments

ERO : espéces réactives de I'oxygéne
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FAO : food and agriculture organization
FLD : détecteur par fluorescence

FSH : hormone folliculo stimulante

GABA : acide y-aminobutyrique

GCL : glutamate cystéine ligase
Gluc-STX : glucuronic saxitoxin

GSH : gluthation réduit

GT: groupe de travail

GTX : gonyautoxine

GST : glutathion S-transférase

hATX-a : homoanatoxine-a

HCI : acide chlorhydrique

HED : human equivalent dose

hERG : human ether-a-go-go-related rene
HILIC : chromatographie liquide d'interaction hydrophile

IA : inhibitory avoidance

ICBN : international code of botanical nomenclature (code international de botanique)

ICNP : international code of nomenclature of prokariotes (code international de nomenclature des

procariotes)

IgE : immunoglobuline E

i.m : intramusculaire

i.n :intranasale

i.p : intrapéritonéale

i.t : intratrachéale

i.v : intraveineuse

IPFM : intoxications paralytiques par fruits de mer
ISTISAN : istituto superiore di sanita

KMnOs4 : permanganate de potassium

LB : lower bound (limite basse)

LDTD-APCI

LHN : laboratoire d’hydrologie de Nancy

LOAEL : low observed adverse effect level

Log Kow : logarithme du coefficient de partage octanol-eau

LPS : lipopolysaccharide
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MALDI-TOF-SM : spectrométre de masse couplant une source d'ionisation laser assistée par une matrice
(MALDI, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) et un analyseur a temps de vol (TOF, time-of-flight)

MBA : mouse bio assay

MC : microcystine(s)

MCE : extrait de cyanobactéries microcystiques

MC-LR (MC LR, RR, YR, LA, YM, LW) : différents variants de la microcystine
MC GSH : conjugué glutathione de la microcystine

MDR : multi drug resistance

MeOH : méthanol

MI-SM : mobilité ionique couplé a la spectrométrie de masse

MMPB : acide 2-méthyl-3-méthoxy-4-phénylbutanoique

MTS : sel de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium
MTT : sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium)
MU : mouse unit

NBD-F : fluoro-nitro-benzoxadiazole

NéoST : néosaxitoxine

NOAEL : no observed adverse effect level

NOD: nodularines

OATP : transporteur d’anion organique

OCDE : organisation de coopération et de développement économique

OMS : organisation mondiale de la santé

OTM : olive tail moment

p.c.: poids corporel

PDA : photodiode array

PES : polyether sulfone

Pgp : P-glycoprotéine

PP : protéines phosphatase

PVDF : polyfuorure de vinyldiéne

PGSSE : plan de gestion de la sécurité sanitaire des eaux

PREB : personne responsable des eaux de baignade

PRPDE : personne responsable de la production et de la distribution des eaux
PSP : paralytic shellfish poisoning

PST : paralytic shellfish toxin

RfD : reference dose

RmACHh : récepteur muscarinique de I'actétylcholine
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RnACh : récepteur nicotinique de I'actétylcholine
RESE : réseau en santé environnement

SNC : systeme nerveux central

SNP : systéme nerveux périphérique

SNV : systéme nerveux végétatif

SOD: superoxyde dismutase

STX : saxitoxine

SM : spectrométrie de masse

SM/HR spectrométrie de masse haute résolution
SM/SM : spectrométrie de masse en tandem
SPME : microextraction sur phase solide

SPE : solid phase extraction liquid chromatography (extraction en phase solide)

SPE-LC-MS/MS : solid phase extraction liquid chromatography tandem mass spectrometry (extraction en
phase solide couplée a la chromatographie liquide et a la spectrométrie de masse en tandem)

STEP/STEU : station de traitement des eaux usées

TDI : tolerable daily intake

TEF : toxicity equivalent factor

THM : trihalométhanes : composés formés par action du chlore sur la matiére organique de I'eau
TFA : acide trifluoroacétique

TTX : tétrodotoxine

UB : upper bound (limite haute)

UF : facteur d’incertitude (Uncertainty Factor)

UFa : facteur d’incertitude inter-espéeces

UFbp : facteur d’incertitude au manque de données

UFH : facteur d’incertitude interindividuel

UFH.tk : composante toxicocinétique du facteur d’incertitude interindividuel
UFu.to : composante toxicodynamique du facteur d’incertitude interindividuel
UFs : facteur d’incertitude lié a la transposition subchronique a chronique
UE : union européenne

UF : ultra-filtration

US EPA : united states environment protection agency

UV : ultra-violets

VG : valeur guide

VI : valeur indicative

VMA : valeur maximale admissible

page 22 /438 avril 2020



Anses ¢ rapport d’expertise collective Saisines « 2015-SA-0207 » et « 2016-SA-0165 »

VR : valeur de référence
VTR : valeur toxicologique de référence

XTT : 2,3-Bis-(2-methoxy 4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide
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Glossaire

Autosurveillance : L’autosurveillance correspond a I'ensemble des mesures mises en ceuvre sous la
responsabilité de la personne juridiquement responsable des eaux destinées a la consommation humaine et
des eaux de baignade, en complément du contrdle sanitaire officiel. L’autosurveillance peut comporter une
surveillance visuelle des eaux, la réalisation d’'un programme de prélévements et d’analyses des eaux, le
suivi d’indicateurs, dont I'objectif est de vérifier I'efficacité de fonctionnement du systéme de production et de
distribution d’eau ou I'absence de pollution.

Bassin versant : Ensemble du territoire dont les eaux s’écoulent vers un méme point et qui peut étre un
cours d’eau, un plan d’eau ou 'océan.

Bloom : Anglicisme, correspondant au terme d’efflorescence.

Chlorophylle-a : La chlorophylle-a (chl-a) est le pigment photosynthétique le plus commun du régne végétal
et la forme majoritaire de la chlorophylle. Ce pigment est présent chez tous les organismes effectuant la
photosynthése. La mesure de sa concentration dans I'eau est utilisée comme indicateur de la biomasse de
phytoplancton (indice trophique), et donc de la production primaire et présente I'avantage d’étre dosée
rapidement. Les concentrations en chlorophylle-a dans I'eau sont habituellement exprimées en ug/L ou
mg/m3.

Colonie : Groupe de cellules jointes entre elles de fagon plus ou moins permanente, ou enveloppées dans
un méme mucilage ou gaine.

Colonne d’eau : Masse d’eau qui se trouve entre la surface et le fond du milieu aquatique.

Controle sanitaire des eaux: Le contrOle sanitaire des eaux releve de la compétence de I'Etat et
correspond a I'ensemble des opérations officielles de vérification du respect des dispositions législatives et
réglementaires relatives a la sécurité sanitaire des eaux de consommation et des eaux de baignade. Il
comprend notamment :

e La réalisation d’'un programme de prélévements et d’analyses de la qualité de I'eau et 'interprétation
sanitaire des résultats ;

e L’inspection des eaux de baignade et de I'ensemble du systéme de production et de distribution des
eaux destinées a la consommation humaine (points de captage, stations de traitement, réservoirs et
réseaux de distribution) ;

e Le controle des mesures de gestion et de sécurité sanitaire mises en ceuvre par les personnes
juridiquement responsables des eaux destinées a la consommation humaine et des eaux de
baignade.

Le contrble des eaux de consommation et des eaux de baignade est assuré par le ministére en charge de la
santé via ses services déconcentrés dans les agences régionales de santé.

Ecume : Ce terme, traduit littéralement de I'anglais "scum", fait référence & une accumulation dense de
microalgues a la surface de l'eau. Le terme écume est utilisé dans le sens ou de grandes nappes
mousseuses et colorées peuvent étre observées, le plus souvent sur les rives ou rivages. Ce phénomene
est souvent la conséquence de deux mécanismes successifs : 'accumulation de cellules a la surface de la
colonne d’eau lorsque les conditions sont calmes, puis une accumulation de ces cellules au niveau des rives
par I'intermédiaire de I'action du vent et de conditions environnementales particuliéres. Ainsi, I'absence
d’écume ne traduit pas une absence de prolifération.

Exposition : En évalution des risques sanitaires chez 'Homme, trois types de durée d’exposition sont
définies. L’Anses a décidé de retenir les mémes durées d’application que 'ATSDR (Anses, 2017) :

Exposition aigle : 1 a 14 jours ;

Exposition chronique : 15 a 364 jours ;
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Exposition subchronique : a partir de 365 jours.

Eutrophisation : Processus d’enrichissement en éléments nutritifs et de vieilissement d’'un milieu
aquatique. Il est caractérisé par une diminution de la qualité des eaux (augmentation des nutriments comme
le phosphore, baisse de la transparence et de I'oxygéne dissous), une augmentation de la biomasse
végétale ou algale, une modification de la communauté de poissons. Ainsi, les milieux, au fur et a mesure de
leur enrichissement, peuvent passer de stades oligotrophes a méso- puis eutrophes. Il faut distinguer
l'eutrophisation naturelle qui se produit a I'échelle des temps géologiques, de I'eutrophisation anthropique
qui correspond a un apport excessif et rapide d’éléments nutritifs dans les eaux, entrainant une prolifération
massive des producteurs primaires, dont les cyanobactéries, un appauvrissement en oxygéne et conduit a
un déséquilibre de 'écosystéme.

Fitness cellulaire: Terme anglais qui se rapporte a la capacité/valeur adaptative des cellules.

Macrophyte : Ce terme englobe tous les végétaux aquatiques visibles a l'oeil nu, c’est-a-dire les plantes
supérieures (immergées et émergeantes) et les macroalgues.

Métalimnion : Le métalimnion représente, en période de stratification thermique, la partie de la colonne
d’eau caractérisée par une diminution rapide de la température avec la profondeur. Dans cette région de la
colonne d’eau, la diffusion est faible, ce qui limite les échanges entre la couche supérieure (épilimnion) et la
couche inférieure (hypolimnion).

Nutriment : Elément essentiel pour la croissance, la survie et la reproduction d’un organisme donné. On
distingue les macronutriments (Carbone, Hydrogéne, Azote, Oxygéne, Phosphore, Soufre, Calcium et Silice)
et les micronutriments (e.g Manganése, Fer).

Oligotrophe : Un milieu oligotrophe est un milieu pauvre en éléments nutritifs. Dans un milieu oligotrophe,
les eaux sont peu minéralisées, bien oxygénées et la transparence de l'eau est forte. La biomasse
phytoplanctonique est faible et les espéces peu diversifiées. Par cascade, les organismes consommant ce
phytoplancton sont également peu nombreux et adaptés a ces conditions environnementales. Les poissons
rencontrés sont essentiellement des salmonidés, habitués a des eaux claires et peu riches.

Phycocyanine : pigment photosynhtétique de la famille des phycobilines. Majoritaire chez les
cyanobactéries et de longueur d’onde d’absorbance maximale de 620 nm. La phycocyanine n’absorbe pas
la lumiére dans les longueurs d’onde bleues d’ou le terme « algues bleues » fréquemment utilisé dans le
laguage courant pour les cyanobactéries.

Phycotoxines : Désigne I'ensemble des toxines produites par certaines espéces de microalgues marines et
d’eau douce. En eau douce, les problémes causés par les phycotoxines sont souvent le résultat des
proliférations de cyanobactéries produisant des cyanotoxines, principalement des hépatotoxines (ex.
microcystine), neurotoxines (ex. anatoxines) et dermatotoxines (ex. lyngbiatoxines). En eau marine, les
principales phycotoxines sont diarrhéiques (ex. DSP produite par Dinophysis sp.), paralysantes (ex. PSP
produite par Alexandrium sp.) et amnésiantes (ex. ASP produite par Pseudonitzschia sp.).

Picocyanobactérie : Cyanobactérie de taille de I'ordre du micrométre et inférieure.

Rupture de la stabilité et destratification : Processus ayant lieu généralement en automne en milieu
tempéré et lac profond et au cours duquel la colonne est brassée (vent, refroidissement de I'eau de surface)
et perd son organisation en couches successsives de température homogéne présente en été.

Stratification thermique: Une stratification thermique peut s'établir dans les plans d'eau (en période
estivale pour les lacs de régions tempérées) lorsqu’une différence de température entre I'eau de surface et
'eau du fond s’établit pendant plusieurs jours. La colonne d'eau se trouve divisée en trois strates de
températures différentes. La couche supérieure, ou Epiliminion, présente des températures homogénes et
élevées ; la couche profonde ou Hypolimnion présente des températures homogénes et froides ; la zone
intermédiaire, ou Métalimnion, montre une diminution de la température avec la profondeur. Dans les lacs
profonds, la stratification peut s'établir pour I'ensemble de la période estivale et la déstratification survient
alors a l'automne aprés la diminution des températures atmosphériques et 'augmentation de la fréquence
des épisodes ventés. Dans les lacs peu profonds ou dans les régions ou les variations de températures sont
relativement faibles entre les différentes saisons, des épisodes de stratification et déstratification peuvent se
succéder dans le temps de maniére plus ou moins rapprochée.
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Zone de baignade : Au sens de la directive 2006/7/CE, une eau de baignade est définie comme toute partie
des eaux de surface dans laquelle I'autorité compétente s'attend a ce qu'un grand nombre de personnes se
baignent et dans laquelle elle n'a pas interdit ou déconseillé la baignade de fagon permanente. Cette
directive est transposée dans le droit francais par le décret n® 2008-990 du 18 septembre 2008 relatif a la
gestion de la qualité des eaux de baignade et des piscines.

Zone de radiers : partie d'un cours d’eau peu profonde (quelques centimétres a quelques dizaines de
centimétres) ou I'écoulement est rapide et dont la surface est hétérogéne avec la présence de graviers et
galets.
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1 Contexte, objet et modalités de réalisation de
Pexpertise

1.1 Contexte

Les cyanobactéries sont des bactéries photosynthétiques a Gram négatif dont la pigmentation varie du bleu-
vert au rouge. Elles sont encore parfois désignées, a tort du point de vue biologique, sous le terme d’algues
bleues. Les cyanobactéries se développent dans les milieux terrestres et aquatiques, qu’ils soient
saumatres, marins ou dulgaquicoles. Lorsque les conditions environnementales (température, nutriments)
leur sont favorables, elles peuvent alors proliférer de maniére massive et rapide (en quelques jours), on
parle alors d’efflorescence (ou « bloom » en anglais). Dans certains cas, ces proliférations entrainent un
changement de couleur de I'eau, une odeur nauséabonde et/ou leur accumulation a la surface de I'eau.
Certaines espéces de cyanobactéries produisent des toxines appelées cyanotoxines qui peuvent présenter
des effets néfastes pour la santé humaine et animale. La présence de cyanobactéries est observée de plus
en plus fréquemment, sur tous les continents, expliquant la préoccupation internationale croissante au
regard des conséquences écologiques, sanitaires et économiques associées.

En 1998, le programme EFFLOCYA, initié par les ministéres en charge de la santé et de I'environnement, a
mis en évidence le fait que la prolifération de cyanobactéries capables de libérer des toxines dans les eaux
brutes utilisées pour la production d’eau destinée a la consommation humaine (EDCH) et les eaux de
baignades constitue un risque sanitaire émergent.

Suite a ces travaux, le ministére chargé de la santé a saisi en 2001 I'’Agence frangaise de la sécurité
sanitaire des aliments (Afssa) afin d’effectuer une évaluation des risques liés a la présence de
cyanobactéries dans les EDCH. Cette demande a été complétée en mars 2004 par une saisine de '’Agence
frangaise de sécurité sanitaire de I'environnement et du travail (Afsset) par les ministeres chargés de
'environnement et de la santé. L’Afsset devait évaluer les risques sanitaires encourus par les baigneurs et
les autres usagers des plans et cours d’eau et proposer des valeurs limites de qualité relatives a la
concentration de cellules et/ou toxines dans les eaux de baignade. En juillet 2006, les deux agences ont
publié un rapport commun (Afssa — Afsset, 2006) en réponse a ces deux saisines.

L’Agence recommandait alors d’acquérir des connaissances sur les toxines et les ressources dans le but de
pouvoir évaluer les risques liés aux cyanotoxines. C’est ainsi que depuis la parution de ce rapport, de
nombreux résultats d’analyses de cyanotoxines et cyanobactéries dans les ressources utilisées pour
produire de 'EDCH, dans les EDCH elles-mémes et les eaux récréatives ont été colligés par les Agences
régionales de santé (ARS).

Ces données ont entre autres choses révélé la présence de cyanobactéries susceptibles de produire des
cyanotoxines - pour lesquelles il n’existe aucune valeur sanitaire acceptable dans des retenues d’eau
destinées a produire de 'EDCH - que ce soit en métropole ou dans les territoires ultramarins, ou peu de
données sont cependant disponibles. Par ailleurs, malgré les recommandations formulées en 2006, il existe
toujours des difficultés et une grande disparité dans la gestion des risques des eaux de baignade
contaminées par des cyanobactéries. Pour ces différentes raisons, la Direction Générale de la Santé (DGS)
a sollicité 'Anses afin qu’elle actualise son expertise de 2006 a la lumiére des nouvelles connaissances
disponibles.
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1.2 Objet de la saisine

La DGS a saisi 'Anses le 19 juillet 2016 d’'une demande d’actualisation de I'évaluation des risques liés a la
présence de cyanobactéries et de leurs toxines dans les EDCH et les eaux de loisirs.

La consultation de I'Anses fait suite d’'une part, a la présence de cyanobactéries toxinogénes dans des
retenues utilisées pour la production d’eau destinée a la consommation humaine (EDCH) et d’autre part, a
'observation d’efflorescences de cyanobactéries dans des plans d’eau en 2014 et 2015 ayant conduit a une
interdiction temporaire des activités récréatives (baignade, activités nautiques), mais aussi des activités de
péche professionnelle et de loisir compte tenu du risque de contamination des poissons par des
cyanotoxines.

La DGS a ainsi sollicité 'Agence afin qu’elle procéde a une expertise scientifique et technique permettant
d’actualiser :

e la liste des espéces de cyanobactéries toxinogénes susceptibles d’étre identifiées dans I'eau douce
(ressources destinées a la production ’EDCH ou plans d’eau destinés a la baignade, aux activités
récréatives et/ou a la péche) ;

e les valeurs limites de qualité relatives a la concentration de cyanobactéries et/ou de leurs toxines
dans les eaux destinées a I'alimentation et les eaux de baignade.

L’Anses a attribué le numéro de saisine 2016-SA-0165 a ces demandes.

La Direction générale de I'alimentation (DGAL) et la DGS ont également demandé a I’Anses d’apporter des
éléments d’éclairage vis-a-vis de la contamination des poissons d’eau douce en particulier sur les points
suivants :
e |'état des connaissances concernant la toxicocinétique des différentes cyanotoxines chez les
poissons d’eau douce susceptibles d'étre consommés par 'Homme, notamment :
- leur capacité de bioaccumulation, en précisant le cas échéant la distribution des toxines dans les
différents organes/tissus ;
- le possible lien entre les concentrations en toxines mesurées dans I'eau et/ou les cyanobactéries
et celles mesurées dans les poissons ;
- la vitesse d’élimination des toxines ;

o les différentes méthodes d’analyse des cyanotoxines dans les poissons a recommander ;

¢ les éléments d’éclairage concernant la levée d'une interdiction de consommation des poissons suite
a un épisode d’efflorescence de cyanobactéries (retour sous un seuil de concentration cellulaire ou
de biomasse de cyanobactéries dans I'eau par exemple).

Dans un deuxiéme temps et de maniére coordonnée avec la saisine n°2016-SA-0165, il a été demandé a
'Anses :

e de proposer des seuils sanitaires dans les poissons sur la base d'une actualisation des
connaissances toxicologiques disponibles sur les différentes cyanotoxines susceptibles d'entrainer
des effets toxiques aigus ou chroniques chez 'Homme ;

o d’étudier la possibilité de corréler les seuils de gestion des risques sanitaires pour la baignade qui
auront été actualisés a un risque lié a la consommation de poissons ;

e de proposer des modalités de suivi a mettre en place spécifiquement pour couvrir le risque
alimentaire en complément du suivi des eaux de baignade et indépendamment des seuils de
cyanobactéries actuels.

L’Anses a attribué deux numéros de saisine a ces demandes :

e la saisine n°2015-SA-0206 portant sur la premiére partie de la demande relative a I'état des
connaissances ; celle-ci a été traitée sous forme d’un appui scientifique et technique (AST) mettant
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en ceuvre une revue systématique de la littérature, dont les travaux ont été finalisés le 12 juillet 2016
(Anses, 2016a) ;

e la saisine n°2015-SA-0207, pour la seconde partie de la demande, relative a la proposition de
concentrations maximales de cyanotoxines dans les poissons d’eau douce et aux modalités de
surveillance.

1.3 Modalités de traitement de la saisine : moyens mis en ceuvre et
organisation

1.3.1 Organisation de I’expertise

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise — Prescriptions
générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’expertise reléeve du domaine de compétence des comités d’experts spécialisés (CES) « Eaux » et
« Evaluation des risques physico-chimiques dans les aliments (ERCA) ». L’Anses a confié I'instruction des
saisines (2016-SA-0165 et 2015-SA-0207) au groupe de travail (GT) « Cyanobactéries », constitué le 6
janvier 2017 suite a un appel a candidatures.

Deux rapporteurs au sein du GT « Cyanobactéries » ont été nommés pour réaliser I'expertise initiale des
travaux relatifs a la saisine n°2015-SA-0207, complétée par une expertise interne au sein de I'Unité
d’Evaluation des risques liés aux aliments (UERALIM) de la Direction de I'Evaluation des Risques (DER)
pour la revue systématique de la littérature et le traitement statistique des données.

Les travaux d’expertise du GT « Cyanobactéries » relatifs a la saisine 2015-SA-0207 ont été soumis
régulierement au CES « ERCA » tant sur les aspects méthodologiques que scientifiques lors des réunions
pléniéres organisées entre le 11 avril 2019 et le 23 octobre 2019. Le document produit par le GT tient
compte des observations et éléments complémentaires transmis par les membres du CES et par le relecteur
nommeé pour réaliser une relecture critique du document. Les travaux ont été adoptés par le CES « ERCA »
réuni le 23 octobre 2019.

Les travaux d’expertise du GT « Cyanobactéries » relatifs a la saisine 2016-SA-0165 ont été présentés au
CES « Eaux » tant sur les aspects méthodologiques que scientifiques régulierement entre le 10 octobre
2017 et le 4 février 2020. Le rapport et la synthése tiennent compte des observations et éléments
complémentaires transmis par les membres du CES et par les relecteurs nommés pour réaliser une
relecture critique du rapport. Le rapport a été adopté par le CES « Eaux » réuni le 7 janvier 2020 et la
synthése le 4 février 2020.

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long des
travaux, afin d’éviter les risques de conflits d'intéréts au regard des points traités dans le cadre de
I'expertise.

Les déclarations d'intéréts des experts sont rendues publiques sur le site unique DPI-santé mis en ceuvre
par le Ministére chargé de la santé (https://dpi-declaration.sante.gouv.fr).

1.3.2 Méthodes suivies pour I’expertise

Le chapitre relatif aux sciences humaines et sociales est lié a plusieurs démarches. Il fait appel aux
hypothéses issues des analyses constructivistes des problémes publics et des risques (Rochefort et al.,
1994 ; Spector et al., 2000 ; Borraz et al., 2005 ; Gilbert, 2013). Ces perspectives consistent & ne pas
considérer un probléme ou un risque comme naturel ou existant en soi, mais faisant I'objet d’'un processus
de « fabrication », par des acteurs. Pour qu’une situation devienne probléme public, il faut que des acteurs
« s’engagent », se mobilisent pour dénoncer son caractere inacceptable ou problématique et pour I'inscrire
sur 'agenda d’administrations ou d’acteurs politiques (Lagroye et al., 2012 ; Henry et al., 2012). Les
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principales sources bibliographiques mobilisées relévent de la littérature grise, de publications académiques,
de communications de colloques scientifiques et institutionnels, de la presse locale. |l existe trés peu
d’enquétes en sciences sociales portant spécifiquement sur le sujet « cyanobactéries ». Seuls quelques
travaux d’anthropologie (perceptions des risques) ou d’économie (études codlts-avantages) au Canada et
aux Etats-Unis ont été recensés. Par ailleurs, des études portant sur des sujets connexes type algues vertes
et plus largement sur des phénoménes naturels et risques environnementaux (Paolisso et al., 2001 ;
Berdanina, 2000 ; Kempton et al., 2000) ont été ponctuellement référencées, dans la mesure ou elles
peuvent inspirer des hypothéses ou des interrogations pertinentes. Enfin, il faut insister sur le prisme

essentiellement générique et englobant de ce travail 1, prisme contraint par le manque de données et la
territorialisation marquée de la question des cyanobactéries.

La synthése des données toxicologiques a été rédigée sur la base des rapports de '’Agence européenne de
sécurité des aliments (European Food Safety Authority ou EFSA) publiée en 2009 et 2016 (EFSA, 2009 et
2016) complétée par des recherches bibliographiques réalisées entre novembre 2017 et décembre 2018. Le
détail de ces recherches bibliographiques est présenté en annexe 2. En outre, d’autres études soumises par
des experts ont permis de compléter ces recherches bibliographiques.

Afin de répondre a la question relative a I'existence des données permettant de corréler les seuils actualisés
de gestion des risques sanitaires pour la baignade, a un risque lié a la consommation de poissons, la
méthodologie a pris en compte les éléments suivants :

- Les données du rapport d’appui scientifique et technique (AST) du 12 juillet 2016 relatif a I'état des
connaissances concernant la contamination des poissons d’eau douce par les cyanotoxines (Anses,
2016).

- Une mise a jour de la revue systématique de la littérature depuis la publication de ce rapport, en
relation avec les questions 1 et 3 de la saisine. La recherche bibliographique a porté sur la période
du 22 février 2016 au 31 décembre 2018.

Une revue systématique a pour objectif d’identifier de fagon méthodique et transparente, d’évaluer 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.

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 en annexe 3.

1 Les différents tableaux du chapitre 2 synthétisent les différentes données des sources référencées en bibliographie.
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2 Dynamiques sociopolitiques et économiques
de la question des cyanobactéries

Avant d’investir plus avant les caractéristiques environnementales et sanitaires liées a la présence de
cyanobactéries dans les masses d’eau, il est souhaitable de s’interroger, avec I'aide des sciences humaines
et sociales (SHS), sur la maniére dont les cyanobactéries sont devenues un « probléme public »2 et un
« risque sanitaire ».

2.1 La trajectoire des cyanobactéries. Un objet d’intervention
publique récemment formalisé et cadré en santé.

Sur la période récente des années 1970 a 1990 incluses, il est possible de distinguer trés schématiquement
plusieurs phases pour comprendre la maniere dont les cyanobactéries sont devenues « probléme public et
risque sanitaire ». Ces phases ne se substituent pas les unes aux autres : elles tendent davantage a se
cumuler. Certains acteurs y ont joué un réle clé ; en particulier, les acteurs scientifiques restent structurants
pour chacune de ces phases.

Phase 1 : I'objet scientifique

Jusqu’aux années 1970, les cyanobactéries relévent principalement d’'un sujet relatif a la biologie et
'environnement, et intéressant les acteurs scientifiques.

Phase 2 : I'objet de signalement

Les années 1970 marquent I'entrée des cyanobactéries dans leur deuxiéme cycle de vie : le signalement
local. C’est le cas de fleurs d’eaux a cyanobactéries et d’écumes vertes en Bretagne (Austruy, 2012).

Phase 3 : le probleme public environnemental

Les années 1980 et 1990 prolongent la phase du signalement, touchant non seulement I'état des eaux mais
aussi I'état des personnes (constats de dermatites chez des baigneurs). D’autres genres de cyanobactéries
continuent par ailleurs d’étre découverts en cette période. Ainsi, le genre de cyanobactérie le plus commun
dans les océans, Prochloroccus, n’a été découverte en 1988. Néanmoins, ces années 80-90 relévent
principalement de la troisieme phase de la question des cyanobactéries : celui de leur problématisation
publique et de leur gestion environnementale, ou les agences de bassin3 sont particuliérement impliquées.
Les mesures de gestion incluent a la fois des actions de prévention telles que la diminution des rejets de
phosphore et des actions sur la filiere de traitement. Elles peuvent également s’inscrire dans des politiques
publiques plus larges, comme celles dédiées a la gestion des nitrates dans les plans d’eau découlant de la
directive 91/2676/CE dite directive « Nitrates ». Cette situation s’inscrit dans un contexte ou la coordination
interministérielle de la question des eaux passe dans les mains de I'administration environnementale (sans
déposséder d’autres administrations de sujets liés a I'eau). Dans le méme temps, les acteurs scientifiques
ouvrent la voie a la problématisation sanitaire des cyanobactéries. Ainsi, pour la premiére fois en 1993, un
laboratoire rennais met en évidence la présence de cyanobactéries toxiques dans les eaux frangaises.

Phase 4 : le risque sanitaire

La fin des années 1990 et le début des années 2000 relévent d’'une période charniére sur ce point. Elles
sont marquées par le développement de dispositifs et réflexions ayant pour objectif de lutter contre
'eutrophisation qui a connu son pic dans les années 1970-80 et les impacts sanitaires des cyanobactéries.

2 Sjtuation ou sujet gérées par les autorités publiques

3 Aujourd’hui dénommées agences de I'eau
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Des cas d'intoxication aux cyanobactéries sont reportés, comme dans I’Adour (Martin, 2006). C’est dans ce
cadre que se développe la « mise en risque sanitaire » (i.e., le fait de penser un probléme comme un risque
sanitaire) du probléme cyanobactéries, associée a une gestion également pensée en termes sanitaires.
Cette mutation idéologique a la particularité d’étre opérée au niveau local par des acteurs environnementaux
publics. A cet égard, les risques sanitaires liés aux cyanobactéries illustrent particuliérement bien I'avancée
de ces acteurs sur le terrain de la santé publique, avancée dont la formalisation progresse depuis le milieu
des années 19904,

Pour autant, les acteurs environnementaux administratifs sont suivis au début des années 2000 par les
acteurs sanitaires publics centraux. Ces derniers développent un ensemble de recommandations de gestion
pour les services déconcentrés. Dans le méme temps, la mise en risque sanitaire reste largement soutenue
par des acteurs scientifiques. Ceux-ci ont créé le Groupement d’intérét scientifique Cyanobactéries (GIS) au
tout début des années 2000 avec comme buts de mieux fédérer la recherche sur ces micro-organismes et
d’organiser les relations entre les scientifiques et les acteurs institutionnels et privés concernés par cette
problématique. En 2003, les recommandations de la DGS suivent les travaux de I'Organisation mondiale de
la santé (OMS) et du Conseil supérieur d’hygiene publique de France (CSHPF). Plus tot, en 1998, le
programme de recherche EFFLOCYA avait considéré la prolifération des cyanobactéries dans les eaux de
baignade ou dans les EDCH comme un risque sanitaire émergent en raison de la présence potentielle de
cyanotoxines.

2.2 Ladiversification des acteurs « engagés » dans/par les
cyanobactéries : quels impacts sur I’action publiques ?

Les années 2000 jusqu’a nos jours sont marquées par des signalements de cyanobactéries toujours plus
nombreux (Coulon, 2016). En paralléle, la vision ou cadrage principalement sanitaire de lintervention
publique semble se confirmer. Dans le méme temps, les acteurs « engagés » dans/par les cyanobactéries,

notamment privés et locaux, se multiplients. lls révélent des représentations variées des cyanobactéries et
de leur gestion. Ces représentations peuvent faire écho, se conjuguer comme remetire en question la
perspective sanitaire structurant principalement I'action publique actuelle. Des divergences et tensions entre
les acteurs, leurs objectifs et leurs options d’intervention se dessinent.

2.2.1 Panorama des acteurs « engagés » par/dans les cyanobactéries

Il est possible de schématiser et classifier les différentes catégories d’acteurs associées a la question des
cyanobactéries : gestionnaires, usagers et relais. Pour autant, les catégories collectives ici proposées
restent des typifications ne préjugeant pas de la cohérence absolue des acteurs. Les cyanobactéries
peuvent ainsi faire I'objet de représentations diverses au sein d'un méme groupe d’acteur, tel que les
résidents riverains de plans d’eau (Dubé, 2012). A titre de comparaison, c’était aussi le cas des marées
rouges en Floride, ou les résidents permanents et « vacanciers » ne partageaient pas la méme conception
du risque (Kuhar et al., 2009). Pour les riverains permanents, le risque des marées rouges s’avére plus
fréquent et durable. Les vacanciers considérent quant a eux les marées rouges comme phénoméne naturel
sporadique.

4 pun point de vue administration en particulier. L'administration environnementale n’était pas été dénuée d’une logique anthropo-
sanitaire a sa création en 1971. Ses rapports a la santé se sont toutefois et toujours présentés comme complexes. lls oscillent entre
prise en compte explicite, intégration latente ou contradiction.

5 L’expression n’exclut évidemment pas la présence d’acteurs privés, c’est méme la une caractéristique forte de I'action publique
contemporaine, devenue moins « stato-centrée ».

6 pour rappel, chaque territoire présentant une configuration d’acteurs singuliére. On les présente ici de maniére globale.

page 39 /438 avril 2020



Anses o rapport d’expertise collective

Saisines « 2015-SA-0207 » et « 2016-SA-0165 »

Tableau | : les acteurs gestionnaires

ACTEURS GESTIONNAIRES DES EAUX AFFECTEES PAR LES CYANOBACTERIES

ACTEURS ETATIQUES (sens extensif)

ACTEURS TECHNIQUES

Administration centrale

Services déconcentrés

Communautés locales et territoriales (CLT)

Entreprises de traitement des eaux

Tableau Il : les acteurs usagers

ACTEURS USAGERS DES EAUX AFFECTEES PAR LES CYANOBACTERIES

DIRECT DES EAUX

ACTEURS FAISANT ACTEURS FAISANT USAGE
USAGE LUCRATIF LUCRATIF INDIRECT DES EAUX

ACTEURS FAISANT USAGE NON
LUCRATIF DES EAUX’

nautiques local)

Entreprises et Collectivités locales (tourisme et
associations de loisirs développement économique

Grand public, vacanciers, scolaires

Riverains (valeur des propriétés)

Associations environnementales

pisciculteurs

Agriculteurs/éleveurs/ Acteurs avoisinants de I'hotellerie
et de la restauration

Associations de péche, de chasse

Associations de loisirs nautiques

Collectivités locales (impacts
réputationnels sur le territoire, pas
systématiquement monétisables)

Tableau lll : les acteurs relais

ACTEURS-RELAIS?

ACTEURS
MEDIATIQUES

ACTEURS DE SOIN

ACTEURS
TECHNOSCIENTIFIQUES

locaux

Principalement médias | Structures de soin humain

Opérateurs de recherche (type
centre nationalde la recherche
scientifique)

Structures de soin vétérinaire

Instituts d’expertise (ANSES ;
IRSTEA?® ; OFB10 volet
expertise ; MNHN11)

Laboratoires d’analyse

7 Choix d’une critérisation économique ici. Autres criteres possibles ou spécification non nécessaire a l'analyse.

8 pbu probléme et de sa gestion.

9 |nstitut de recherche pour I'agriculture, I'alimentation et I'environnement

10 Office frangais de la biodiversité

" Muséum national d’hsitoire naturelle
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2.2.2 Rapports des différents acteurs aux cyanobactéries

A chacun de ces types d’acteurs, un ensemble de visions (du probléme et de sa gestion) et d’actions peut
étre associé. Elles sont présentées ci-aprés de maniére globale.

2.2.2.1 Les acteurs gestionnaires

Dans un premier temps, les conceptions et ressources génériques des différents gestionnaires des
cyanobactéries peuvent étre présentées (tableau IV). Notons que les acteurs environnementaux en font
toujours partie. Leur intervention se pense en termes environnementaux et sanitaires. Au niveau local, les
agences de I'eau travaillent ponctuellement a l'information publique du risque sanitaire des cyanobactéries
comme & la mise en place d’actions pour lutter contre I'eutrophisation 2. En paralléle, au niveau national,
I'OFB est investie dans la connaissance’3 du probléme cyanobactéries, mais essentiellement dans une
perspective environnementale.

Tableau IV : rapports des acteurs gestionnaires aux cyanobactéries

GESTIONNAIRES

Cadrages ou visions du
probléme

Modes et capacités de gestion

Ministére en charge de la
santé/DGS

Ministére en charge de la
santé/Agence régionale de
santé (ARS)

Santé ; consommation ;
technoscience

Recommandations d’action ; impulsions ; instruments
(circulaires) ;

Controéle, évaluation, inspections; information et
sensibilisation du public ; gestion  subsidiaire ;
prélevements ; réglementations; recommandations ;

restrictions et interdictions ; financement de dispositifs
communaux ; instruments (logiciels SISE-Eaux/SISE-
Baignades, fiche informative ; valeurs-seuils ;
indicateurs...) ; principe de précaution

Au niveau local, il existe une grande hétérogénéité
non pas tant des instruments en soi, mais des
maniéres dont ils sont effectivement mis en ceuvre
sur les différents territoires (exemple des valeurs-
seuils).

Dans le cas de la consommation de poissons, la
gestion se fait réguliéerement au cas par cas au
niveau local, sans étre encadrée juridiquement de
maniére globale et systématique

Ministére en charge de
I'agriculture/Direction
générale de I'alimentation

Ministére en charge de
I’agriculture/Direction de
I’alimentation, de
I'agriculture et de la forét

Agroalimentaire ; santé ;
consommation

Controle ; suivi ; réglementation/régulation : instruments
(circulaires, décrets)

Coordination travail des DDPP Controle; suivi;
inspection ; police ; mandat sanitaire des vétérinaires

Agences de I’'Eau

Environnement ; santé

Information publique ; conception de contrats territoriaux
et plans d’action ; instruments (indicateurs de qualité des
eaux) ; financements d’études et de recherche

12 http://www.journaldelenvironnement.net/article/l-agence-adour-garonne-s-attaque-auxcyanobacteries, 34430

13 Elle dispose en paralléle d’'une capacité de police des eaux.
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Direction départementale de | Santé ; sécurité Surveillance ; contrdle ; suivi; inspection; police;
la protection des mandat sanitaire des vétérinaires
populations
Préfecture Controle ; réglementation ; instruments (arrétés)
Direction départementale Santé ; sécurité ; Gestion et police eaux ; organisation chasse et péche
des territoires agroalimentaire
Collectivités locales Santé ; environnement ; | Surveillance ; coordination, impulsion; instruments
consommation ; loisirs ; | (contrats Etat-région ; schémas ; pancartes
tourisme* ; économie d’'information ; roseliéres...)

*A voir au cas par cas, en
fonction des capacités de
diversification  économique
du territoire et de ses
capacités/volontés
d’orientation touristique

Traiteurs privés d’eau Santé ; consommation ; Ingénierie du traitement de I'eau ; exploitation
potable (entreprises, technique
syndicats d’entreprises)

2.2.2.2 Les usagers

Par ailleurs, la catégorie des « usagers » des eaux mérite attention. Sa prise en compte appelle deux
remarques. Tout d’abord, la perspective adoptée jusqu’alors, celle dudit probléeme « cyanobactéries », est a
interroger. Il est possible que cette terminologie de cyanobactéries ait principalement du sens pour les
gestionnaires et moins pour les usagers, qui pourraient davantage évoquer « pollution », « algues », efc. Ce
cas de figure s’est effectivement retrouvé avec le terme « micropolluants », objet d’'un plan ad hoc sans
constituer un terme socialement usité et compris. D’autre part, 'étude des acteurs usagers en souligne
parfois la complexité du statut. Certains sont a la fois « victimes » et « producteurs » du risque, via la
génération, par leurs activités, de nutriments favorisant le développement des cyanobactéries. Ainsi peuvent
y contribuer les agriculteurs par les rejets et épandages issus de pratiques de culture et d’élevage ; les
pécheurs par l'usage d’appats et le remous des fonds d'eaux; les riverains par les lessives ou le
jardinage (Jaouen, 2015). Les conflits d’'usage sont donc souvent au cceur des débats entre acteurs quand il
s’agit de déterminer les responsabilités de chacun dans ce phénoméne.

A T'échelle internationale, quelques travaux académiques se sont penchés sur le rapport des usagers aux
cyanobactéries. lls nous signalent que I'exposition aux cyanobactéries peut étre comprise par les usagers
comme risque sanitaire. Néanmoins, cette compréhension peut évoluer et présenter plusieurs facettes
(encadré I).

Encadré |. Le cas québécois. Les représentations sociales des cyanobactéries

Quelques résultats issus d’'une étude anthropologique portant sur les représentations des cyanobactéries au
Québec peuvent étre ici présentés (Dubé, 2012). Ce travail souligne que la conception de la gravité du
risque par les populations est entretenue par les médias et I'information des autorités publiques’. A
linverse, 'expérience personnelle — notamment par observation, nourrit la représentation de I'innocuité des
cyanobactéries (Turbow et al, 2004). Plus largement, diverses variables peuvent influencer la
compréhension sociale des risques liés a I'eau : proximité aux plans d’eau, type d'usages, fréquentation
(Dewallly et al.,1999; Burger et al, 1999), mais également avis scientifiques et décisions publiques
(Dewailly et al., 1999 ; Belleville et al., 2009).

14 De maniere générale, plus les mesures de gestion sont restrictives, plus la gravité percue augmente, dans le sens d'une
surévaluation du risque sanitaire.
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Néanmoins, les usagers ne se représentent pas uniquement les cyanobactéries comme un risque
sanitaire (voir supra, tableau V). lls peuvent les associer a d’autres types de risques, notamment sociaux et
économiques. Cette situation est particulierement renseignée en France par les littératures grises,
publications médiatiques et associatives.

Tableau V : rapports des acteurs usagers aux cyanobactéries

USAGERS

Cadrages ou visions
du probléme

Demandes

Mobilisations

ENTREPRISES LOISIRS

Loisirs/économie/santé

NAUTIQUES

ASSOCIATIONS LOISIRS

AQUATIQUES

ASSOCIATIONS Santé/consommation

CHASSE agroalimentaire (gibier
d’eau)

ASSOCIATIONS PECHE
IAAPMA

Environnement/loisirs/s
anté/consommation
agroalimentaire

PUBLIC

Dont touristes, scolaires,
propriétaires de maisons
avoisinantes...

Santé/environnement/
consommation/loisirs

Esthétique naturelle/
économie

AGRICULTEURS
ELEVEURS et
PISCICULTEURS

Santé/

économie

- Accés et usage des
eaux moins restrictifs

- Protection de la santé
animale/humaine

- Information et
participation a la
gestion

- Action de I'Etat

Réle de « guetteurs » et dalerte

(Bretagne)

Idem

+ interpellation des pouvoirs publics

(cas recenseés au Québec
d’associations de riverains mobilisés
sur le sujet)

ASSOCIATIONS
ENVIRONNEMENTALES
ex: Eaux et rivieres de
Bretagne ; Bretagne
vivante ; Rance
Environnement etc.

Environnemental/
Biodiversité/
Santé/
Consommation/

Sociopolitique

Idem.

+ Protection des
écosystémes

+ Réforme des modes
d’élevage et de culture

Roéle de « guetteurs » et alerte
Interpellation des pouvoirs publics

Dénonciation d’'un
considére trop « discret »

probleme

Information, communication

(publications, réunions, séminaires)

Encadré 2. Des impacts sociaux et économiques recensés au niveau international

loisirs.

Aux Etats-Unis, au Royaume Uni et en Australie, différentes études ont souligné les impacts
des cyanobactéries, en termes socioéconomiques (Steffensen, 2008 ; Pretty et al, 2003 ;
Hoagland et al., 2002). Elles induisent un usage diminué — volontaire ou contraint, des eaux.
Elles générent ainsi des pertes économiques (touristiques, immobiliéres, agri/piscicoles).
pourrait ajouter la perte de bien-étre par les atteintes qu’elles portent a certaines activités de

On
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2.2.2.3 Les acteurs relais

De maniere générale, I'implication des acteurs médiatiques est régulierement entendue comme alimentant la
gravité socialement pergue d’un phénoméne (Martin et al., 2008). A I'inverse, et dans le domaine de I'eau en
particulier, 'absence des médias serait interprétée par le public comme un indicateur d’innocuité et de
qualité, permettant alors (la reprise) des activités aquatiques (Lepesteur et al., 2008).

Tableau VI : rapports des acteurs-relais aux cyanobactéries

ACTEURS RELAIS

Cadrages ou visions

du probléme Actions

MEDIAS Santé Moins investis sur la question cyanobactéries que sur
d’autres phénomenes analogues, type algues vertes.

-Le Télegramme = 219 articles recensés depuis 2008 avec
item cyanobactéries (aspects: action publique, déces
d’animaux, constat de présence de mobilisations sociales
dans une moindre mesure ...). En comparaison 7686
résultats pour I'item « algues vertes »

-Ouest France = 35 articles recensés depuis 2008

-Voir aussi presse locale (Auvergne Rhone-Alpes, Indre,
Puy de Dbme, Vienne, Centre (aspects économiques et
touristiques particulierement développés)

SOINS Santé Curative
TECHNOSCIENTIFIQUES | Technoscience + Connaissances sur 'écologie des cyanobactéries/toxines ;
cadrages variés et/ou | connaissances sur les expositions (humaine et animale) et
cumulés selon les risques ; préléevements ; mesures....
coloration

institutionnelle (santé,
environnement...)

Finalement, la prise en compte des représentations souligne la complexité de leur nature et distribution, au
sein et entre les différentes catégories d’acteurs :

ainsi, un méme type d’acteur peut faire part de représentations variées des cyanobactéries, par
exemple considérer qu’il s’agit la d’'un probléme aussi bien sanitaire que technoscientifique ;

de plus, un méme cadrage peut présenter de multiples facettes, comme le cadrage économique
associé aux cyanobactéries. Publics comme privés, les enjeux économiques renvoient par exemple
au manque a gagner pour le tourisme direct ou avoisinant (hétellerie, restauration) des plans d’eaux.
lls peuvent aussi concerner I'agriculture (contamination d’animaux d’élevage ou bien les colts de
changement concernant les pratiques d'épandage par exemple). Les enjeux économiques
concernent également des surcolts de traitement de potabilisation pour les collectivités. Pour
information, dans le cas états-unien s’ajoute a ces enjeux celui du prix des propriétés privées a
proximité des plans d’eaux affectés (Wolf, Klaiber, 2017) ;

les préoccupations économiques rappellent I'existence de visions partagées par des acteurs
hétérogénes. Elles renvoient effectivement a un cadrage trés partagé de la question des
cyanobactéries entre une grande variété d’acteurs (particuliers, collectivités locales, entreprises,
agriculteurs).
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2.2.3 Les aléas touchant I’intervention publique

Les différentes visions du probléme cyanobactéries et de sa gestion s’ancrent dans des choix d’action, des
revendications, des mobilisations. Elles sont également rattachées a des objectifs et des intéréts singuliers.
Les différentes conceptions sur la question des cyanobactéries peuvent alors entrer en compétition, et
méme opposer différents acteurs. Ainsi, la logique économique des professionnels du tourisme peut
s’opposer a la logique sanitaire des ARS. Au sein d'une méme catégorie d’acteur, le conflit peut également
exister, la cohérence du collectif (comme le « public ») s’effriter. Méme une conception globalement
partagée des cyanobactéries (exemple de la conception économique, partagée par différents acteurs) peut
étre source de tensions. Elle peut en fait renvoyer a des buts divergents ou des options d’intervention
antagonistes. A titre d’exemple, le souci économique exprimé par une entreprise de loisirs nautiques n’est
pas le méme que celui d’'un agriculteur. La premiére aura besoin d’accéder aux eaux de loisirs et souffrira de
leur fermeture pour cause de contamination. Le second cherchera a préserver son troupeau et défendra la
restriction d’accés a un plan d’eau contaminé. Par ailleurs, la question des cyanobactéries peut également
s’ancrer/réactiver des tensions « classiques », dépassant ladite question, a l'instar des conflits existant entre
agriculteurs et associations environnementales (Dubé, 2012). La mobilisation associative autour des
cyanobactéries peut s’inscrire plus largement dans la dénonciation de pratiques agricoles intensives, comme
c’est le cas en Bretagne (Eaux&Riviéres de Bretagne, 2007).

Toute cette configuration suggére la complexité de la tache d’arbitrage structurellement dévolue aux
autorités publiques, complexité parmi d’autres dans la gestion des cyanobactéries. Cette complexité renvoie
alors a une pluralité d’aléas, non purement « techniques » ou « naturels » (tableau VII).

Outre la régulation d’intéréts privés divergents, les autorités publiques se voient confrontées a leurs propres
tensions. Elles concernent par exemple les incertitudes technoscientifiques liées aux expositions aux
cyanobactéries et leur prise en compte dans la décision publique, ou encore les délais d’analyse des eaux.
Ces tensions singuliéres aux acteurs publics peuvent également relever du choc d’objectifs. Une commune
par exemple peut autant viser la protection de la santé de sa population (choix d’interdiction de baignade par
arrété municipal) que se soucier de son attractivité et dynamisme économiques locaux (choix de maintien de
baignade). Ce choc d’objectifs peut également concerner des acteurs différents, a 'exemple d’'une commune
et de 'ARS. Plus largement, les cyanobactéries rappellent le caractére problématique des relations inter-
institutionnelles et inter-niveaux, qu’il s’agisse du rapport entre centre et périphérie, entre administrations
centrales et déconcentrées, entre administrations et collectivités locales. Certes, le principe de subsidiarité
n’est pas frontalement remis en question ; il se justifie effectivement face a la forte disparité territoriale de la
question cyanobactéries. Néanmoins, des demandes d’harmonisation émergent (Martin, 2006). L’action
publique relative aux cyanobactéries est ainsi appelée a réinventer un équilibre interscalaire : entre prise en
compte des variations locales d’'un cété et constitution d’'un cadre de référence a I'échelle de plusieurs zones
de l'autre.

Tableau VII : Aléas de I'intervention publique

Type d’aléa Exemples Enjeux associés

Environnement e Conditions environnementales et difficulté de

naturel

contréle et anticipation du développement des
cyanobactéries

Forte variabilité de répartition sur un méme plan
d’eau

Logique influencant les relations inter-acteurs et
les modalités/possibilités de mise en
cause/d’'imputation de responsabilité/demande de
réparation ?

Technoscience

Incertitudes sur certains aspects : exemple des
diversité et inégalités d’exposition
Disséminations des données entre différents
acteurs

Arbitraire des valeurs seuils

Délais d’attente des analyses en laboratoire
Difficulté de traitements complets

Budget

Possibilité de colts supplémentaires de retraitement pour

les CLT

o Relation Etat/collectivités locales et
distribution des responsabilités

e Diminution des moyens des collectivités
locales et budgets publics
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Type d’aléa

Exemples

Enjeux associés

Hétérogénéité
territoriale

Fortes disparités écosystémique, institutionnelle,
historique, sociale, économique des territoires
(contrainte pour les gestionnaires centraux,
voire régionaux)

Délai d’adoption de recommandations/circulaires
au niveau central, problématique pour les
acteurs locaux

Attente d’orientations plus précises mais non
directives de I'échelle centrale

e Relations centre/périphérie
Relations Etat/collectivités locales et
distribution des responsabilités

e Choix déchelle d’action publique
pertinente (bassin, département, zone,
région...)

Le probléeme des cyanobactéries souligne les
apports et limites du principe de subsidiarité

Pluralité des
acteurs publics
et privés

Arbitrages a opérer et/ou compromis a trouver
entre intéréts et visions divergents
Mises en causes et tensions
Probléme d’intercompréhension des acteurs :
o manque ou limite de circulation de
I'information
o probléme de terminologie (multiplicité
et/ou incompréhensions des définitions
données méme terme
o manque de formalisation et de
précisions impactant la clarté et
I'appropriation des réglementations)
o _mangue de concertation

e Gestion des rationalités plurielles,
caractéristiques de I'action publique
environnementale, avec confrontations
« classiques », type associations
environnementales versus agriculteurs

Réglementation

Délai d’adoption de recommandations/circulaires
centrales par les échelons locaux

Mise en oeuvre non systématique des levées
d’arrétés d'interdiction/restriction

Réception et

Variabilitt du suivi des recommandations

A considérer au cas par cas

observance publiques e Restent fondamentalement

sociales des Difficulté de contréle, notamment des zones multifactorielles (INSPQ, 2009 ; Larrue,
mesures de « sauvages » non ameénageées 1996 ; Levallois, 1998) (risque pergu,
restriction/ impact pergu sur le mode de vie,
interdiction représentation de I'émetteur de la
(acces ; mesure, participation sociale a la mesure
consommation) etc.)

e Une tendance a I'observance se
remarque cependant dans le cas de
mesures contraignantes avec sanction
(Abric, 1994)

2.3 Conclusion

Les cyanobactéries ne sont devenues un probléme public et un risque sanitaire que récemment. Cette
compréhension sanitaire a la particularité de n’avoir pas été et de n’étre toujours pas uniquement portée par
des acteurs de santé. Elle structure principalement 'action publique relative aux cyanobactéries aujourd’hui.
Pour autant, la diversification récente des acteurs « engagés » dans/par ce probléme, palpable d’'un point de
vue social et local, remet en question cette perspective. D’autres conceptions des risques associés aux
cyanobactéries et de leur gestion émergent, des objectifs entrent en concurrence. L'intervention publique se
voit complexifiée par la régulation d’enjeux « non strictement sanitaires » qu’elle doit intégrer dans ses
arbitrages et compromis. A bon nombre d’égards, le probléme cyanobactéries reste dynamique. De méme, il
illustre remarquablement les mutations générales (implications de différents types d’acteurs, dont des
acteurs privés ; prégnance du paradigme du risque) et spécifiques (avancées d’acteurs environnementaux
sur le terrain de la santé publique ; développement de la compréhension sanitaire des problémes publics ;
appel au principe de précaution) de I'action publique contemporaine. Aujourd’hui frémissant, le cadrage
climatique de la question des cyanobactéries, émergeant dans les communautés scientifiques, abonderait
également en ce sens.
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3 Les cyanobactéries

Les cyanobactéries sont des procaryotes photosynthétiques, ubiquistes qui se développent dans les eaux,
les sols et les milieux extrémes. Apparues il y a environ 3 milliards d’années, les cyanobactéries, ont eu un
role fondamental dans I'expansion de la vie terrestre en produisant 'oxygéne de notre atmosphére actuelle.
Ces micro-organismes phototrophes autotrophes, dont la pigmentation peut varier du bleu-vert au rouge,
produisent de I'oxygene a partir de I'H20, et fixent le CO2, grace a la photosynthése oxygénique. Certains
genres sont capables de fixer 'azote atmosphérique. Tout comme le chloroplaste des cellules végétales
actuelles, les cyanobactéries possedent deux photosystemes, ou se localisent les pigments
photosynthétiques, tels que la chlorophylle-a et des phycobiliprotéines. Il est aujourd’hui admis que le
chloroplaste de la cellule végétale, qui renferme de la chlorophylle-a, résulte d’'une endosymbiose avec une
cyanobactérie ancestrale (Delwiche et Palmer, 1997). Si la photosynthése oxygénique est probablement
apparue sur la planéte grace a des cyanobactéries, cette voie métabolique est aussi spécifiquement
retrouvée chez les végétaux et les algues. C’est pourquoi, les cyanobactéries, micro-organismes
photosynthétiques, ont longtemps été classées comme un taxon majeur des végétaux, dénommeées algues
bleues. Cette classification biologique a été mise a mal dans les années 60, lorsque les différences
fondamentales entre procaryotes et eucaryotes, notamment I'organisation de la cellule ont été définies. En
effet, a la différence des eucaryotes, les cyanobactéries ne possédent pas de noyau, ce sont donc des
procaryotes.

Pour autant, le passage du terme « algues bleu-vert ou cyanophytes », selon la nomenclature des
botanistes, au terme « cyanobactéries », selon la nomenclature en bactériologie s’est effectuée en plusieurs
étapes. En 1978, Stanier et ses collegues proposent que la nomenclature des cyanobactéries,
historiquement régie par le Code international de nomenclature botanique/Code international de
nomenclature des algues, champignons et plantes (ICBN), soit désormais régie par les dispositions du Code
international de nomenclature des bactéries (ICNB) (Stanier et al., 1978). Le repositionnement en
systématique bactérienne des cyanobactéries a ainsi fait I'objet d’'une modification récente, du code
international de nomenclature des procaryotes (ICNP) (Orren et Garrity, 2014). Toutefois, il est précisé que
les noms des genres et especes de cyanobactéries valablement publiés dans le passé dans le Code (ICBN),
conservent leur place dans la nomenclature (De Reviers, 2002 et 2003).

Les efflorescences (bloom en anglais) de cyanobactéries s’observent sur tous les continents et s’expliquent
par une prolifération massive de cyanobactéries lorsque les conditions leur sont favorables. Elles sont une
source de préoccupation croissante en termes de risques sanitaires associés pour ’'Homme et I'animal (Vichi
et al., 2016). En effet, certaines espéces de cyanobactéries peuvent produire et libérer des cyanotoxines et
d’autres composés bio-actifs, capables d’agir sur différentes cibles comme le foie et le systéme nerveux. La
voie d’exposition de I'Homme aux cyanotoxines est principalement l'ingestion d’EDCH, ainsi que les
expositions générées lors de la pratique d’activités récréatives aquatiques, ou lors de la consommation de
chair d’organismes aquatiques (poissons, crustacés, mollusques) voire de cultures irriguées par des eaux
contaminées (Peng et al., 2010, Teslai et al., 2016a ; Anses, 2016 ; Svircev et al., 2017a).

3.1 Diversité morphologique et écologique

Selon leur morphologie, les cyanobactéries ont été classées en cing sections différentes, bien qu'aucun de
ces groupes n’'apparait monophylétique dans les analyses moléculaires (Tomitani et al., 2006 ; Schirrmeister
et al., 2012). Dans les classifications traditionnelles, des criteres morphologiques ont été utilisées pour
distinguer ces sections (équivalentes aux ordres en classification botanique). Les cyanobactéries de la
section | (Chroococcales) et Il (Pleurocapsales) sont des coccoides unicellulaires. Les cellules de la section |
se divisent par fission binaire, tandis que celles de la section Il peuvent également subir une fission multiple
pour produire de petites cellules facilement dispersables appelées baeocytes. Les cyanobactéries des
sections Il @ V forment des filaments de complexit¢ morphologique variable. A la différence des
cyanobactéries filamenteuses de la sous-section Il (Oscillatoriales), les cellules végétatives des
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cyanobactéries des sous-sections IV (Nostocales) et V (Stigonematales), peuvent se différencier en
hétérocytes (cellules spécialisées dans la fixation de I'azote en conditions aérobies), ou en akinétes, (qui
conferent une résistance aux stress environnementaux comme le froid et la dessiccation). Les akinétes,
structures a paroi épaisse, riches en réserves, permettent la survie des cyanobactéries dans les sédiments,
lorsque les conditions environnementales sont défavorables a leur maintien dans la colonne d'eau.

Les cyanobactéries peuvent vivre libres ou en symbiose avec d’autres organismes. Leurs caractéristiques
physico-chimiques de croissance sont trés variées et expliquent leur aptitude a coloniser la plupart des
habitats qu’ils soient aquatiques ou terrestres. Un grand nombre d'espéces sont adaptées aux
environnements extrémes (glaciers, sources chaudes, cendres volcaniques). Ainsi, certaines espéces du
genre Synechococcus isolées dans des sources thermales sont capables de se multiplier a des
températures plus élevées que 70°C, des picocyanobactéries ont été observées dans des environnements
ou le pH est voisin de 4, et des espéces appartenant au genre Prochlorococcus ont une activité
photosynthétique pour de large gamme d’éclairements qui peut varier de 1 a 2000 umol photons.m-2.s.

Certains genres de cyanobactéries sont planctoniques, comme Microcystis ou Planktothrix. lls possédent
des vésicules gazeuses intracellulaires leur conférant une flottabilité. La présence de ces vésicules facilite
laccumulation des genres planctoniques a la surface des plans d'eau. D’autres, sont dit benthiques
lorsques les cyanobactéries se développent sur le fond des masses d’eau, notamment sur les sédiments.

En milieu aquatique, les cyanobactéries sont (i) planctoniques, en suspension dans la colonne d’eau ou
I'existence de vésicules gazeuses intracellulaire leur confére une flottabilité qui facilite leur accumulation a la
surface des masses d’eau soit (ii) benthiques, quand elles se développent sur le substrat notamment sur les
galets au fond des cours d’eau. Certaines sont capables de se développer massivement dans les lacs, les
réservoirs et les rivieres (i.e. les genres Microcystis, Planktothrix, Anabaena, Phormidium), d’autres dans les
récifs coralliens (Lyngbya, Leptolyngbya, Hydrocoleum, Symploca) ou d’autres encore a la surface des mers
et océans (Nodularia, Trichodesmium).

3.2 Les proliférations de cyanobactéries
3.2.1 Définition des proliférations

Proliférations de cyanobactéries planctoniques

Les proliférations de cyanobactéries planctoniques (figure 1) ont été trés largement étudiées depuis plus
d’'une vingtaine d’années en raison de leur recrudescence et de leur caractére ubiquiste sur 'ensemble de la
planéte (par exemple : Haande et al., 2011; Taranu et al., 2015; Zhang Y. et al., 2016a). Elles sont
caractérisées par la production, sur une période de quelques jours, quelques semaines voire plusieurs mois,
d’'une biomasse phytoplanctonique importante. Cette augmentation de biomasse coincide avec une forte
diminution de la diversité spécifique dans le compartiment phytoplanctonique puisqu’une ou quelques
especes de cyanobactéries deviennent alors trés largement dominantes. Elles peuvent provoquer une
coloration de 'eau qui dépend des pigments majoritairement présents dans I'espéce qui domine.

Les cyanobactéries planctoniques se développent dans I'ensemble de la zone euphotique de la colonne
d'eau ou a une profondeur bien précise. Dans ce dernier cas, les proliférations sont le plus souvent
observées a la surface, ou elles forment des agrégats flottants appelés fleurs d’eau, écumes ou mousses.
Plus rarement, ces phénomenes surviennent en profondeur en fonction des disponibilités en nutriments et
en énergie lumineuse, et en lien avec les caractéristiques écologiques et physiologiques des espéces
impliquées, notamment leur composition pigmentaire.

Il est trés difficile de définir un seuil de biomasse caractérisant I'apparition d’une prolifération de
cyanobactéries planctoniques. En effet, celui-ci peut dépendre de I'écosystéeme aquatique concerné et en
particulier de son statut trophique. Ainsi, dans les milieux oligo-mésotrophes comme les grands lacs alpins,
des concentrations en chlorophylle-a de 30 a 50 ug.L-! représentent des valeurs trés élevées de biomasse.
En revanche ces mémes valeurs sont considérées comme moyennes dans les milieux eutrophes. Il peut
donc étre important de prendre en compte I'évolution temporelle de la biomasse pour définir, dans un milieu
donné, une situation de prolifération.
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Dans tous les cas, c’est 'association des deux processus, augmentation de la biomasse phytoplantonique et
dominance d’une ou quelques espéces de cyanobactéries, qui permettra de conclure a la mise en place
d’une prolifération de cyanobactéries.

Figure 1 : exemples de prolifération de cyanobactéries planctoniques

Proliférations de cyanobactéries benthiques

Les proliférations de cyanobactéries benthiques (figure 2) ont fait I'objet d’'un nombre beaucoup plus restreint
de travaux (revue dans Quiblier et al., 2013). Elles se traduisent par le développement de biofilms sur le
substrat des milieux aquatiques concernés, dont la composante microbienne photosynthétique est alors
dominée par une ou quelques espéces de cyanobactéries.

Plus encore que pour les proliférations de cyanobactéries planctoniques, I'établissement de seuils de
biomasse permettant de conclure a une prolifération de cyanobactéries benthiques est trés difficile.
L’appréciation de la mise en place d’une prolifération va reposer a la fois sur la dominance des
cyanobactéries dans les biofilms, 'augmentation des surfaces recouvertes par ces biofilms dominés
par des cyanobactéries, et I'augmentation de I'épaisseur de ces biofilms. Comme pour les
cyanobactéries planctoniques, il peut donc étre important, pour juger de la mise en place d’une prolifération
de cyanobactéries benthiques, de prendre en compte I’évolution temporelle du développement des
biofilms a cyanobactéries, pour pouvoir conclure, dans un milieu donné, a une situation de prolifération.

Figure 2 : galets recouverts de biofilms a Phormidium (aussi appelé Kamptonema ou Microcoleus) et
biofilms se développant sur les végétaux (plaques de couleur foncée) dont les extrémités flottent
dans le courant
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Bien qu'utilisé dans la réglementation, il n’existe pas de définition nationale ou internationale de I'expression
« proliférations de cyanobactéries ». Ces proliférations apparaissent comme des phénoménes de nature
dynamique qu'’il est difficile de caractériser avec précision par des valeurs seuils de biomasse, d’abondance
ou encore de temps de doublement.

Les phénoménes pouvant apparaitre de maniere trés rapide, I'observation de la dynamique des populations
se fait par la mise en oeuvre d’'un programme d’échantillonnages et de dénombrements dont la fréquence
devra permettre de suivre le développement complet de ces phénoménes. Ainsi, la meilleure
connaissance possible de I'historique et de I’évolution de la qualité et du comportement d’une
ressource donnée permettra de mieux définir, pour cette ressource, les périodes critiques pour la
mise en place et le développement des proliférations.

3.2.2 Hydrosystémes concernés par des proliférations de cyanobactéries

Des proliférations de cyanobactéries planctoniques et benthiques ont été répertoriées dans le monde entier,
sous toutes les latitudes et jusqu’en moyenne altitude. Les proliférations de cyanobactéries planctoniques
surviennent majoritairement en eaux stagnantes, dans des plans d’eaux naturels ou artificiels ou dans des
rivieres lentes. Les proliférations de cyanobactéries benthiques sont répertoriées le plus souvent dans des
rivieres de moyen gabarit, dans des zones de radier caractérisées par de faibles profondeurs et des
courants relativement faibles, et parfois également en eaux stagnantes (en général le long des berges ou
sur le fond des lacs peu profonds ayant une grande transparence de leurs eaux) (Quiblier et al., 2013 ;
McAllister et al., 2016 ; Echenique-Subiabre, 2016). Des épisodes récents de proliférations de
cyanobactéries benthiques en France (entre autres dans la Loire et le Cher) ont montré qu’elles pouvaient
également étre observées dans des cours d’eau de plus grand gabarit a la suite de périodes d’étiage
prolongées (résultats non publiés).

Outre le cas le plus général des plans d’eau et des riviéres, des milieux particuliers comme par exemple les
bassins de traitement des stations d’épuration des eaux usées par lagunage, sont parfois I'objet de
proliférations et peuvent contribuer a I'ensemencement des hydrosystémes récepteurs en cyanobactéries
ainsi qu’en toxines. Ainsi Vasconcelos et Peirera (2001) ont observé un tel événement au Portugal et
mesuré dans le bassin de traitement des concentrations en hépatotoxines de I'ordre de 50 ug équiv.MC-
LR.L"'. Par ailleurs, méme si a notre connaissance aucun cas n'a été publié, les baignades artificielles
constituent également des réservoirs d’eaux stagnantes potentiellement susceptibles d’accueillir des
proliférations de cyanobactéries.

Les eaux souterraines quant a elles, ne sont pas concernées par les proliférations en raison de I'absence de
lumiere. Il en est de méme pour les réservoirs d’eau potable totalement obscurs. Dans le cas ou ils seraient
éclairés, un risque ponctuel de prolifération ne peut pas étre exclu si du phosphore biodisponible est
présent.

3.2.3 Facteurs et processus favorisant les proliférations de cyanobactéries

Il convient lorsque I'on considére les facteurs favorisant les proliférations de cyanobactéries, de distinguer
les proliférations de cyanobactéries planctoniques et les proliférations de cyanobactéries benthiques.
Proliférations de cyanobactéries planctoniques

Ces proliférations sont le plus souvent associées, selon la communauté scientifique, a trois facteurs et
processus principaux :

* des concentrations élevées en nutriments dont le phosphore et/ou I'azote, qui sont souvent les
éléments nutritifs limitants dans les plans d’eau. Ces concentrations élevées peuvent traduire
I'eutrophisation des milieux ;

* une stabilité élevée de la colonne d’eau au moment du développement de I'efflorescence et dans la
période précédant cet événement ;
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+ des conditions météorologiques favorables en termes de luminosité et de température.

Les nombreux travaux menés sur les proliférations de cyanobactéries planctoniques dans les plans d’eau
ont témoigné de limportance du rdle de l'eutrophisation’® liée aux activités anthropiques dans la
multiplication de ces phénoménes au cours des derniéres décennies (O’Neil et al., 2012). La plupart des
proliférations de cyanobactéries planctoniques surviennent dans des milieux eutrophes dont les charges en
phosphore, principalement sous forme d’orthophosphates, sont élevées (> 50 ug.L' en P). Cependant la
cyanobactérie Planktothrix rubescens est adaptée aux milieux mésotrophes (Dokulil et Teubner, 2012) et
peut proliférer dans des systémes en voie de restauration comme ce fut le cas dans le lac du Bourget en
France pendant les années 1990 et 2000 (Humbert et al., 2001 ; Jacquet et al., 2005) lors de la diminution
du stock de phosphore dans le lac et avant d’atteindre, aprés 2009, un stade oligo-mésotrophe (Jacquet et
al., 2014).

Concernant la stabilité de la colonne d’eau, de nombreux travaux d’écologie comparative ont souligné le role
fondamental de ce facteur dans le développement des proliférations de cyanobactéries planctoniques
(Jacoby et al., 2000, Persaud et al., 2015). La stabilité permet la sélection des espéces les plus compétitives
et peut induire des situations de dominance, alors que des perturbations intermédiaires générent des
changements dans la dominance des espéces et favorisent la richesse et la diversité spécifique (Barbiero et
al., 1999 ; Floder et Sommer, 1999). L’affinité des cyanobactéries planctoniques pour des eaux peu
turbulentes a d’ailleurs conduit au développement de techniques de limitation des blooms basées sur la
rupture de la stabilité de la colonne d’eau conduisant a sa déstratification (Visser et al., 1996 ; Mantzouki et
al., 2016).

Proliférations de cyanobactéries benthiques

Relativement peu de travaux se sont intéressés au déterminisme des proliférations de cyanobactéries
benthiques (Quiblier et al., 2013), au contraire des especes planctoniques pour lesquels de nombreux
travaux sont publiés. Une grande partie des données disponibles est issue de travaux menés en Nouvelle-
Zélande ou les proliférations de cyanobactéries benthiques du genre Phormidium (aussi appelée
Kamptonema ou Microcoleus) sont récurrentes dans de nombreuses rivieres. Outre la température et la
lumiere, les caractéristiques hydrologiques (débit, vitesse du courant) apparaissent comme étant des
facteurs déterminants. Les proliférations sont ainsi particulierement importantes en été aprés des périodes
prolongées de débits faibles et dans les zones de radiers (McAllister et al., 2016 ; Echenique-Subiabre,
2016, Echenique-Subiabre et al., 2018a et b). Selon Heath et al. (2015), il existe une réponse de type « en
cloche » entre le pourcentage de recouvrement par des biofilms a Phormidium sp. et 'augmentation de la
vitesse du courant (développement optimal lorsque la vitesse du courant est comprise entre 0,6 et 1,1 m.s™).
Sur la durée, c’est surtout la fréquence des crues qui déterminerait I'importance des proliférations de
cyanobactéries benthiques (revue dans Quiblier et al., 2013), ces crues pouvant limiter le développement
des biofilms en croissance et conduire au détachement des biofilms plus épais.

Contrairement aux cyanobactéries planctoniques, il semble que les cyanobactéries benthiques soient
capables de se développer massivement dans une gamme d’environnements plus vaste du point de vue de
leur statut trophique, y compris dans des milieux oligotrophes et mésotrophes, le courant dans les riviéres
assurant 'apport régulier de nutriments. Ainsi, les proliférations importantes de
Phormidium/Kamptonema/Microcoleus observées en Nouvelle-Zélande interviennent dans des rivieres ou
les concentrations en phosphore dissous mesurées dans I'eau ne dépassent pas 0,01 mg.L" et celles
d’azote dissous 0,8 mg.L-' (McAllister et al., 2016 ). En France, dans le Tarn ou des proliférations de
Phormidium/Kamptonema/Microcoleus sont observées tous les ans (Echenique-Subiabre, 2016), elles sont
en moyenne de l'ordre de 0,1 mg.L" et 3,5 mg.L"' respectivement pour le phosphore et I'azote dissous.
Néanmoins, des études récentes ont suggéré que les sédiments fins, sous les biofilms, pouvaient également
constituer une source importante de nutriments qui contribueraient au développement des cyanobactéries
(Wood et al., 2015) de méme que des remontées d’eau issues de la nappe phréatique (McAllister et al.,
2016).

Qu’il s’agisse de proliférations de cyanobactéries planctoniques ou benthiques un questionnement revient de
maniére récurrente depuis une dizaine d’années sur I'impact des changements climatiques sur ces
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proliférations et leur devenir sur le long terme. Sachant que les proliférations surviennent dans la majorité
des cas en période estivale, la crainte exprimée est que 'augmentation des températures mais aussi des
événements pluvieux extrémes au printemps favoriseraient ces phénomeénes dont le nombre, l'intensité et la
durée pourraient s’accroitre (Paerl et Huisman, 2009 ; O’'Neil et al., 2012 ; Moe et al., 2016). Néanmoins,
s’agissant des cyanobactéries planctoniques, les changements climatiques peuvent également se traduire
par des périodes de sécheresses prolongées qui limiteraient les apports en nutriments pendant de longues
périodes, ce qui pourrait conduire au contraire a une limitation des proliférations.

Les effets respectifs des nutriments, de la température et de leur interaction sur la croissance des
cyanobactéries ont été étudiés sur un ensemble de 1076 lacs aux Etats-Unis (Rigosi et al., 2014). Aucune
synergie entre température et nutriments n'a été généralement observée, les nutriments étant le plus
souvent le principal facteur de contrdle. L'importance relative de ces deux facteurs et de leur interaction
dépend de [l'état trophique du lac mais aussi des genres cyanobactériens présents. Certaines
cyanobactéries sont plus sensibles aux nutriments et d’autres a la température. Par ailleurs, les nutriments
semblent jouer un réle plus important dans les lacs oligotrophes, alors que c’est la température dans les lacs
mésotrophes. Dans certains lacs eutrophes et hyper-eutrophes des interactions significatives entre
nutriments et température ont été observées.

3.2.4 Caractéristiques des cyanobactéries leur conférant une forte valeur
sélective/adaptative

La capacité de cyanobactéries planctoniques et benthiques a proliférer et donc a exclure les autres espéces
phytoplanctoniques ou phytobenthiques peut étre reliée a différentes caractéristiques plus ou moins
partagées par les différentes espéces de cyanobactéries. Ces caractéristiques peuvent étre classées selon
qu’elles leur conférent un avantage pour acquérir et/ou stocker de I'énergie (lumiére et nutriments), pour
survivre dans des conditions environnementales défavorables ou pour échapper a la prédation (autrement
nommeée broutage) :

e Latolérance a une large gamme de température selon les espéces considérées ;

e La possibilité de réguler leur flottaison permet a certaines espéeces planctoniques d’ajuster leur
position dans la colonne d’eau grace a des mécanismes physiologiques qui reposent sur la présence
de vésicules gazeuses et la réserve de polysaccharides qui servent de ballast. Ainsi, les cellules
peuvent se déplacer verticalement de la surface, ou elles profitent au mieux de I'énergie lumineuse,
vers des couches d’eau plus profondes si les concentrations en nutriments y sont plus élevées suite a
un relargage de nutriments depuis les sédiments en conditions réductrices voire anoxiques. Elles
peuvent aussi occuper, pendant plusieurs mois, une couche bien précise dans la colonne d’eau, a
l'exemple de P. rubescens qui se localise préférentiellement dans le métalimnion'®. Dans certains
cas, elles s’accumulent en surface (exemple de Microcystis) formant ainsi une couche de quelques
millimeétres d’épaisseur qui, en réduisant la pénétration de la lumiére dans la colonne d’eau, limite le
développement d’autres espéces du phytoplancton. Enfin, ce contréle de la flottaison limite les
processus de sédimentation et leur permet de proliférer dans des milieux stagnants ;

e La capacité a effectuer la photosynthése sous des intensités lumineuses extrémement faibles. Les
cyanobactéries montrent en effet, une forte affinité pour la lumiére liée a la possession de certains
pigments accessoires (phycocyanine, allophycocyanine et phycoérythrine) localisés a la surface des
thylacoides (membranes internes ou siégent les appareils du photosystéme qui réalisent la
photosynthése) qui leur permettent d’exploiter différentes longueurs d’onde du spectre de la lumiére
(revue dans Oliver et al., 2012). Considérant les cyanobactéries benthiques, qui se développent
principalement sur le fond des masses d’eau ou I'accés a la lumiére peut étre plus limité, cette affinité
pourrait constituer un avantage compétitif au sein méme des biofiims. Par ailleurs, certaines
cyanobactéries benthiques ont la capacité de se déplacer a I'intérieur d’'un biofilm en réponse a une
réaction de phototactisme positif (revue dans Stal, 2012) ;
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La différenciation en hétérocytes qui sont des cellules spécialisées dans la fixation de I'azote
atmosphérique (N2) confére a certaines cyanobactéries filamenteuses (regroupées dans l'ordre des
Nostocales avec par exemple les genres Aphanizomenon, AnabaenalDolichospermum,
Cylindrospermopsis) la possibilité de se développer dans des milieux trés appauvris en azote dissous
(Mur et al., 1999). D’autres cyanobactéries unicellulaires ou filamenteuses (Pancrace et al., 2017) ne
possédant pas d’hétérocytes sont également capables de fixer 'azote atmosphérique.

Certaines espéces de cyanobactéries ont des capacités importantes de stockage du phosphore
(réserves de polyphosphate) et de I'azote (sous forme de cyanophycine et de phycocyanine) dans les
cellules. D’autres sont capables d’utiliser des formes trés variées du carbone (Oliver et Gant, 2000).
Ces aptitudes ne sont pas développées de fagon égale chez toutes les espéces de cyanobactéries, ce
qui reflete une grande diversité dans les stratégies mises en ceuvre au sein de ce phylum pour
s’adapter et proliférer dans des environnements trés divers.

Les akinétes sont des cellules de résistance générées par les cyanobactéries appartenant a l'ordre
des Nostocales (par exemple AnabaenalDolichospermum et Aphanizomenon) en conditions
environnementales particulierement défavorables. Ces akinétes leur permettent de résister, par
exemple, au gel ou a la sécheresse (Kaplan-Levy et Rucker, 2010), mais surtout d’assurer la survie
hivernale et donc la continuité du cycle de développement. Ces akinétes peuvent ainsi perdurer
plusieurs dizaines d’années dans les sédiments en conservant leur intégrit¢ (Wood et al., 2009 ;
Legrand et al, 2017). Lorsque les conditions environnementales redeviennent propices a leur
développement, les akinetes germent et des filaments sont trés rapidement générés a partir de ces
cellules, ce qui peut étre considéré comme un avantage sélectif pour la recolonisation d’'un milieu. Les
cyanobactéries ne formant pas d’akinétes, passent I'hiver a la surface du sédiment ou les cellules
végétatives entrent en vie ralentie. Plusieurs études ont montré que les cellules de Microcystis, par
exemple, pouvaient résister plusieurs années dans les sédiments (Brunberg et Blomqvist 2002, 2003,
Misson et al., 2012).

La faculté des cyanobactéries a mieux échapper a la prédation que les microalgues semble liée (i) a
'organisation pluricellulaire de nombreux genres (filaments ou trichomes comme chez les genres
AnabaenalDolichospermum, Planktothrix, Oscillatoria ; colonies comme chez les genres Microcystis,
Aphanothece) de ces organismes; (ii) a la formation de mucillage et gaines (Microcystis, Lyngbya) ;
(iii) a la capacité a synthétiser des toxines qui peuvent avoir un impact direct (mortalité, baisse de
fécondité, réduction du taux de filtration, de la croissance, efc.) sur les organismes aquatiques
susceptibles de les consommer (DeMott et al., 1991; Guo, 2006; Jang et al., 2003; Rohrlack et al.,
2001).

3.2.5 Effets indésirables des proliférations de cyanobactéries

Les effets des proliférations sont multiples :

Sur I’environnement et le cadre de vie :

Modification de l'aspect de la ressource par une coloration inhabituelle (bleue, rouge ou verte),
irisations en surface, masses de cellules se déplagant au gré des vents ou des accumulations de
biofilms ;

Nuisances olfactives liées a la production de métabolites odorants ou lors de la décomposition de la
prolifération.

Sur les usages anthropiques de I'eau :

Coloration, odeur et texture de I'eau pouvant décourager la baignade ;

Perturbation du fonctionnement des procédés de traitement des eaux d’alimentation, notamment
mécaniquement par colmatage des filtres ou des membranes, ou par consommation accrue en
réactifs de traitement et génération de sous-produits de désinfection et par déreglement des
réactions de floculation par suite des changements rapides de pH des eaux entrant dans la filiére ;
Dégradation, par la présence de métabolites odorants, de la qualité organoleptique des eaux
d’alimentation mal traitées ;
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e Troubles cutanés ou des muqueuses suite a des baignades dans des eaux affectées par des
efflorescences ;
¢ Induction de risques sanitaires le plus souvent par ingestion ou inhalation.

Sur les organismes du milieu :

e Perturbation de la biodiversité de I'’écosystéme aquatique car les proliférations s’effectuent le plus
souvent au détriment du développement des autres micro-organismes photosynthétiques
(compétition pour les nutriments et la lumiére) ;

e Perturbation des réseaux trophiques aquatiques du fait de leur moindre consommation par certains
organismes brouteurs ;

e Baisse de fithess et/ou mortalités de poissons, par intoxication ou diminution de la teneur en
oxygéne de l'eau lors de leur décomposition ou en raison des modifications de pH et de
transparence de l'eau ;

e Mortalités d’oiseaux, par intoxication directe ou via leur alimentation (e.g mollusques, poissons.) ;

¢ Intoxication d’animaux terrestres domestiques ou sauvages lors de I'abreuvement.

3.2.6 Prédiction des proliférations

Dans I'état actuel des connaissances, il est encore extrémement difficile de prédire le développement d’'une
prolifération de cyanobactéries dans les plans d’eau et les cours d’eau, de méme que son intensité et sa
durée.

La modélisation de la dynamique des cyanobactéries et des processus qui la contrélent a fait 'objet de
nombreux travaux (Belov et Giles, 1997 ; Carraro et al., 2012a ; Elliott, 2012 ; Guven et Howard, 2006 ;
Hense et Beckmann, 2010 ; Howard et al., 1996).

L’application de ces modéles porte sur deux échelles de temps, (1) a long terme, sur plusieurs décennies,
pour prévoir I'impact des changements globaux, notamment du changement climatique, sur la dynamique
des cyanobactéries (e.g. Elliott, 2012; Howard et Easthope, 2002) et (2) a court terme, a I'horizon d’une a
deux semaines (e.g. Huang et al.; 2012; Li et al., 2014a) pour la gestion des usages de certains milieux
aquatiques (baignade, sports nautiques, eau potable). Certains de ces modéles sont développés dans le but
d’étre intégrés dans des systémes d’alerte (Zhang et al., 2013a) mais peu sont encore utilisés de fagon
opérationnelle.

Si la prédiction des proliférations reste encore trés difficile a ce jour, les outils de modélisation doivent
cependant permettre, a terme, de mieux cerner les paramétres environnementaux essentiels dans le
déclenchement d’'une prolifération de cyanobactéries puis dans son intensité et sa durée.

3.3 Les cyanobactéries toxiques

Plus de 1000 métabolites spécialisés produits par les cyanobactéries des eaux douces et salées sont
répertoriées a ce jour (Dittmann et al., 2015). Ces métabolites peuvent présenter des activités toxiques
(cyanotoxines) mais aussi des activités antimicrobiennes, antifongiques ou antivirales.

Est considérée comme cyanotoxine toute métabolite produit par une cyanobactérie induisant un effet néfaste
sur la santé de ’'Homme et/ou de I'animal. Ces molécules sont synthétisées dans les cellules et sont le plus
souvent libérées dans le milieu a 'occasion de la sénescence, de la mort et/ou de la lyse cellulaire. En
phase de croissance, les toxines sont pour la plupart intracellulaires, seuls 10 a 20 % de la teneur totale en
toxines sont extracellulaires (Jones et Orr, 1994). Seule exception a ce jour, la cylindrospermopsine est
libérée en proportion importante dans le milieu par les cellules en croissance (Chiswell et al., 1999).

Une méme toxine peut étre produite par différentes especes de cyanobactéries. Ainsi, les microcystines sont
synthétisées par des espéces du genre Microcystis, mais également par des espéces des genres
Anabaena, Planktothrix ou encore Hapalosiphon.

Une méme espéce de cyanobactéries peut produire différentes toxines. C'est ainsi que Anabaena spiroides
peut produire de I'anatoxine-a mais également des microcystines ou que certains Kamptonema peuvent
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produire a la fois de I'anatoxine-a et de la cylindrospermopsine (Méjean et al., 2009 ; Mazmouz et al., 2010).

Enfin, la quantité de toxine produite par unité de biomasse est trés variable au sein méme d’une espéce, au
cours d’'une efflorescence, en fonction des conditions environnementales, de la phase de croissance ou des
cellules considérées. Les toxines sont uniquement produites par les cellules qui possédent 'ensemble des
genes permettant leur synthése. Ainsi par exemple, une efflorescence de Planktothrix contient un mélange
de cellules capables de produire les microcystines (génotypes mcy-) et de cellules incapables de le faire
(génotypes mcy+) faute de posséder ces génes ou ne n’en possédant qu’une partie (Yéprémian et al.,
2007 ; Briand et al., 2008).

Le tableau VIl liste les familles de cyanotoxines qui présentent une toxicité avérée pour les vertébrés
aquatiques ou terrestres. Cette liste a été élaborée a partir de revues issues d’'une analyse de la littérature
récente et aprés vérification des informations contenues dans les publications originelles citées dans ces
revues (Metcalf et al., 2012 ; Dittman et al., 2015 ; JRC, 2016 et 2017 ; Salmaso et al., 2017a et b). N'ont été
retenues dans le tableau VIII que les occurrences qui ont pu étre attestées sur des souches isolées et
clairement identifiées a partir de caracteres morphologiques et génétiques établis, garante du niveau de
confiance minimal requis pour ce type d’observations. La quatriéme colonne regroupe les genres reportés
couramment dans la littérature et qui sont des modéles pour I'étude de ces molécules (principaux genres de
cyanobactéries producteurs avérés). Les autres genres reportés sont moins étudiés pour la production de
ces toxines. Ces genres peuvent contenir des organismes typiquement planctoniques (i.e. Microcystis) ou
typiquement benthiques (i.e. Phormidium/ Kamptonema/ Microcoleus). Toutefois, les recherches de ces
derniéres années ont démontré que des organismes considérés comme strictement planctoniques sont
également présents dans le benthos (i.e. Anabaena, Nodularia, Planktothrix) et peuvent pour certaines
produire les mémes toxines (i.e. Planktothrix sp. PCC 11201 isolé du fond d’une riviere en Nouvelle-Zélande
produit des microcystines (Pancrace et al., 2017)).

Parmi les cyanotoxines les plus couramment détectées dans les eaux douces, les microcystines sont les
toxines les plus étudiées dans le domaine de la toxicologie (Buratti et al., 2017). Initialement isolées de la
cyanobactérie Microcystis aeruginosa, elles peuvent étre produites par plusieurs autres genres de
cyanobactéries. Il existe 246 variants de microcystines, décrits a ce jour résultant de variations structurales
(substitution de deux acides aminés, modifications dans les groupements latéraux) (Catherine et al., 2017 ;
EFSA, 2016).

Au méme titre que pour celles des autres bactéries a Gram négatif, la membrane externe des
cyanobactéries contient des lipopolysaccharides (LPS) qui sont souvent cités comme étant toxiques (Durai
et Choi, 2015). Cependant, les données disponibles quant a la réelle toxicité des LPS des membranes des
bactéries font encore largement débat (Stewart et al,, 2006a). De plus, la composition en LPS de ces
membranes semble trés variable chez les cyanobactéries en fonction des conditions environnementales
dans lequel elles vivent. Les études traitant directement de la toxicité des LPS de cyanobactéries restent
rares et concernent le plus souvent des fractions enrichies en LPS qui peuvent également contenir d'autres
molécules potentiellement toxiques. Il apparait donc pour I'heure difficile de conclure quant a une toxicité
avérée des LPS des cyanobactéries
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Tableau VIII : taxons producteurs de cyanotoxines en eaux douce et marine présentant une toxicité avérée pour les vertébrés aquatiques ou
terrestres

(nota : les genres identifiés dans le tableau ne produisent pas systématiquement de toxines)

Toxines

Milieu

Morphotype

Principaux genres de cyanobactéries
producteurs avérés

Autres genres de cyanobactéries
producteurs avérés

Microcystines (MC)

Eau douce et milieu terrestre

(cyanobactéries en
symbiose avec des
champignons pour former
des lichens), eaux
saumatres estuariennes

Unicellulaire colonial

Microcystis

Aphanocapsa, Merismopedia,
Radiocystis, Woronichinia

Filamenteux

Planktothrix (Oscillatoria)

Annamia, Geitlerinema, Leptolyngbya,
Limnothrix,
Kamptonema/Phormidium/Microcoleus,
Pseudanabaena, Spirulina,
Trichodesmium, Plectonema

(CYN)

hétérocyte

Filamenteux avec Anabaena Anabaenopsis, Calothrix, Nostoc,
hétérocyte Trichormus
Filamenteux avec Hapalosiphon Fischerella
hétérocyte et ramification
Anatoxine-a (ATX) Eau douce Filamenteux avec Anabaena Aphanizomenon, Cuspidothrix,
hétérocyte Cylindrospermum, Dolichospermum,
Raphidiopsis/Cylindrospermopsis
Filamenteux Kamptonema/Phormidium/Microcoleus Pseudanabaena, Tychonema
Oscillatoria
(organismes benthiques)
Anatoxine-a(s) Eau douce Filamenteux avec Dolichospermum (Anabaena)
hétérocyte
Cylindrospermopsines Eau douce Filamenteux avec Raphidiopsis/Cylindrospermopsis Aphanizomenon, Anabaena,

Raphidiopsis, Dolichospermum,
Chrysosporum

Filamenteux avec
hétérocyte et ramification

Umezakia
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Toxines Milieu Morphotype Principaux genres de cya'm’obacterles Autres genres de cyan’ol?acterles
producteurs avérés producteurs avérés
Filamenteux KamptonemalPhormidium/Microcoleus Lyngbya
Oscillatoria
(Organismes typiquement benthiques)
Saxitoxines (STX) Eau douce (et marine par Filamenteux avec Aphanizomenon Anaebaena, Dolichospermum,
d’autres producteurs) hétérocyte Raphidiopsis/Cylindrospermopsis,,
Cuspidothrix, Raphidiopsis, Scytonema
Eau marine Filamenteux Lyngbya (Organismes  typiquement | Hydrocoleum, Trichodesmium
benthiques)
Béta-méthylamino-L- Eau marine Filamenteux Leptolyngbya
alanine (BMAA)
Nodularines Eau marine/saumatre (et Filamenteux avec Nodularia Nostoc
eau douce selon Foss et al., | hétérocyte
2016)
Lyngbyatoxines Eau marine Filamenteux Lyngbya (Organismes typiquement | Moorea (Moorena)
benthiques)
Aplysiatoxines Eau marine Filamenteux Lyngbya (Organismes typiquement | Moorea (Moorena), Leibleinia
benthiques)
Palytoxines Eau marine Filamenteux Trichodesmium

Remarque :

Les noms de genres entre parenthéses correspondent a des synonymes et a des taxa redistribués (par exemple, une partie des Anabaena et des Aphanizomenon proches
génétiquement forment le nouveau taxon Dolichospermum) alors que les noms de genres séparés par des « / » correspondent a des complexes de morpho-espéces dont
I'identification et I'appellation peuvent étre a I'heure actuelle sujettes a controverse. La classification de ces organismes évolue elle aussi, notamment a la lumiére des
connaissances acquises tout récemment sur les génomes et I'histoire évolutive et adaptatives de ces organismes.
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4 Caractérisation des cyanotoxines

La quantité et la qualité des études épidémiologiques et expérimentales relatives aux différentes
cyanotoxines sont d’'une maniére générale hétérogénes. Les corpus de données étant inégaux, la
caractérisation des différentes cyanotoxines peut donc étre plus ou moins détaillés dans cette partie. En
outre, les données toxicologiques concernant les variants de certaines cyanotoxines telles que la MC et la
STX peuvent également étre disparate.

S’agissant de la STX, de nombreux rapports de cas d’intoxications humaines sont disponibles dans la
littérature. Le mécanisme de toxicité de la STX détaillé dans ces rapports, est également bien détaillé dans
les études expérimentales. A l'inverse, la majorité des données toxicologiques relatives a la MC et la CYN
disponibles a ce jour sont issues d'études réalisées chez I'animal, car il existe peu d’études
épidémiologiques. Pour chacune de ces cyanotoxines, la majorité des études expérimentales ont par ailleurs
été réalisées chez des rongeurs avec des expositions par voie intrapéritonéale (i.p), non représentatives des
voies d’expositions potentielles pour 'Homme.

Au cours de la présente expertise, des VTR ont pu étre proposées pour la MC (Anses, 2019a), la CYN
(Anses, 2019b) et la STX (Anses, 2020). Cependant, du fait du profond manque de données concernant les
ATX-a et ATX-a(s), aucune VTR n’a pu étre élaborée pour ces cyanotoxines.

4.1 Les microcystines

Les MC sont des hepta-peptides cycliques dont 246 variants ont été identifiés a ce jour (Spoof et Catherine,
2017). Les MC ont en commun la présence de 'acide aminé non protéique ADDA [(2S,3S,8S,9S)-3-amino-
9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-phenyl-4,6-decadienoic acid]. La diversité de la structure chimique des
différentes MC (figure 3) s’explique par la variation de deux acides aminés en position 2 et 4, qui leur
conferent des différences de solubilité dans I'eau, d’accumulation dans les organes cibles, ainsi que de
potentielles différences de toxicité, bien que celles-ci restent peu étudiées (Craig et al., 1993 ; Gupta et al.,
2003). Les données toxicologiques concernant les variants de MC sont parcellaires. La MC-LR est le variant
le plus étudié, notamment sa toxicité aigué. Les études toxicologiques sont réalisées soit avec des MC
purifiées soit avec des extraits de cyanobactéries productrices de MC, ce qui peut conduire a des
différences de toxicité car les composés et métabolites spécialisés présents dans ces extraits peuvent avoir
des effets additifs, synergiques ou antagonistes. Les données de toxicité aigle, sub-chronique ou chronique,
rapportées dans cette partie sont majoritairement issues d’études menées in vivo sur vertébrés, dans
lesquelles la voie d’administration est réaliste par rapport a une contamination humaine (i.e, voie orale).
Concernant les phénoménes d’absorption, distribution, métabolisme et excrétion (ADME) et les mécanismes
de toxicité cellulaire (ou mode d’action toxique) des MC, des études in vivo avec voies d’administration i.p ou
i.v (intraveineuse), ou des essais in vitro, ont été considérés en absence de données concernant la voie
orale.
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Figure 3 : structure chimique de la microcystine-LR, avec une leucine (L) et une arginine (R), acides
aminés de type L en positions 2 et 4

4.1.1 Toxicologie

41.1.1 ADME

Absorption

Les MC sont des composés plutét hydrosolubles qui ne franchissent pas facilement les membranes
cellulaires par transport passif (Vesterkvist et Meriluoto, 2003). Certains variants plus hydrophobes
pourraient présenter des paramétres cinétiques significativement différents, mais peu d’informations sont
disponibles actuellement. Un systéme de transport des ions organiques utilisé par les acides biliaires, les
transporteurs OATP (Organic Anion Transporter Protein) (OATP 1B1, 1B2, 1B3), permet aux MC de
traverser activement les membranes. Ce systéme de transport favorise 'organotropisme pour les organes
exprimant ces transporteurs (en particulier le foie, mais aussi la muqueuse intestinale, les reins, les
poumons, le placenta et la barriere hémato-encéphalique), comme observé in vivo et in vitro (Runnegar et
Falconer, 1982 ; Eriksson et al., 1990 ; Hooser et al., 1991 ; Falconer et al. 1992a ; Cheng et al., 2005 ; Lu et
al., 2008; Fischer et al., 2010; Feurstein et al., 2009). Par ailleurs, des études menées in vivo chez des
rongeurs (voie ip) ont montré la présence de plusieurs types d’OATP dans les testicules, cellules de Sertoli
ou dans les spermatogonies (Klaassen et Aleksunes ef al., 2010 ; Svoboda et al., 2011 ; Zhou et al., 2012).
Cependant, le transport des MC par ces OATP a travers les membranes cellulaires des testicules n’a pas
été démontré (Wang et al., 2012), sauf pour les spermatogonies (Zhou et al., 2012).

Distribution

Les données in vivo suggérent que la voie d’administration (i.p ou i.v versus orale) influence fortement la
cinétique de distribution des MC et la dose retrouvée dans les organes cibles (Robinson et al., 1991a ; Lin et
Chu, 1994 ; Dietrich et Hoeger, 2005). Suite a une injection i.p ou i.v de MC chez la souris ou le rat, 70 % de
la dose est rapidement localisée dans le foie, mais aussi dans une moindre mesure dans les reins, l'intestin
gréle et le gros intestin, 'estomac, les poumons et le cerveau (Falconer et al., 1986 ; Runnegar et al., 1986 ;
Brooks et Codd, 1987 ; Robinson et al., 1989 et 1991 a et b; Hooser et al., 1991 ; Lin et Chu, 1994 ;
Nishiwaki et al., 1994 ; Ito et al, 1997a). Ces administrations i.p ou i.v engendrent une accumulation
significativement plus importante dans le foie (supérieure d’'un facteur 80), qu’'une administration par voie
orale. Dans ce dernier cas, une plus forte proportion de la dose initiale de MC reste localisée dans le tube
digestif, puis est ensuite retrouvée dans le plasma sanguin, le foie, les poumons et les reins (Nishiwaki ef al.,
1994 ; lto et al., 1997b ; lto et Nagai, 2000). Enfin, I'administration intratrachéale de MC-LR (100 pg.kg™")
s’accompagne d’une absorption rapide (5 min) a partir du poumon, puis d’'une présence de MC-LR dans les
reins (10 min), I'intestin gréle (45 min) puis dans le foie (60 min, avec atteinte hépatique a 90 min) (lto et al.,
2001).
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Par ailleurs, comme évoqué plus haut, des études menées in vivo chez des rongeurs ont montré que les
testicules peuvent constituer des organes cibles secondaires des MC (Ding et al., 2006 ; Li et al., 2008 ;
Xiong et al., 2009 ; Chen et al, 2011 ; Wang et al., 2012). Chez la souris, I'exposition maternelle a de la MC-
LR (10 et 50 pg.L"), a deux jours de gestation, et I'exposition des descendants jusqu’au 21éme jour post-
natal, entraine une accumulation de MC-LR dans la prostate ou les testicules des descendants, avec des
teneurs encore détectables a 90 jours de vie (Zhang et al., 2017a et b).

Métabolisme

La métabolisation des MC se fait principalement dans le foie par conjugaison avec le glutathion (GSH),
conjugaison spontanée a pH alcalin ou catalysée par les enzymes glutathion-S-transférases (GST)
présentes dans le cytosol (Kondo et al., 1992, 1996 ; Takenaka, 2001 ; Buratti et al., 2011, 2013 ; Buratti et
Testai, 2015). Ce conjugué MC-GSH est retrouvé in vivo et in vitro chez différents organismes : végétaux
(Ceratophyllum demersum), invertébrés (Daphnia magna, Dreissena polymorpha, Artemia salina), poissons
(Danio rerio) et mammiféres (rat et souris) (Kondo et al., 1996 ; Takenaka, 2001 ; Huang et al., 2008a ;
Setlikova et Wiegand, 2009 ; He et al., 2012). Un conjugué a la cystéine (MC-CYS) a également été identifié
in vitro (Kondo et al., 1992) et in vivo (Pflugmacher et al., 2001). Ces conjugués MC-GSH et MC-CYS, plus
polaires, se sont révélés moins toxiques chez la souris que le composé parent, méme s’ils conservent une
certaine toxicité (dose létale DLso entre 217 et 630 ug.kg! chez la souris) (Kondo et al., 1992 ; Kondo et al.,
1996 ; Metcalf et al., 2000 ; Ito et al., 2002 ; Botha et al., 2004). Par ailleurs, Manubolu et al. (2014) ont
étudié les dynamiques de dégradation des MC-LR, RR, YR par la flore microbienne de rumen de bovins in
vitro en conditions anaérobies (incubation a des concentrations de MC de 0,05 - 5 yg.mL"). La flore
microbienne dégrade par voie enzymatique de 8,9 % a 36 % des MC dans un délai d’'une a deux heures
pour la MC-LR et de une a trois heures pour les MC-YR et RR, et uniquement lorsque les concentrations
d’exposition n’excédent pas 0,5 pg.mL-".

Excrétion

Chez le porc, une injection par voie i.v de dihydroMC-LR radiomarquée (75 ug.kg') et une exposition de
'anse iléale a la méme dose ont respectivement montré une excrétion par voie biliaire et par le sang veineux
portal (métabolisme de premier passage) (Stotts et al., 1997). L'excrétion de la MC-LR chez la souris et le
porc suit une courbe bi-phasique dans le plasma ou dans le sang (chez ces deux modéles animaux, la demi-
vie varie de moins de 2 min a 42 min), démontrant une élimination rapide (Falconer et al., 1986 ; Robinson
et al., 1991a ; Stotts et al., 1997). Chez la souris ou le rat, des instillations de MC-LR intra-trachéales, et des
injections i.p ou i.v ont révélé sa présence majoritairement dans le foie, en raison de la fixation hépatique, et
secondairement dans des organes excréteurs comme les reins (urine) et I'intestin (matiére fécale), en partie
sous la forme du composé d’origine (Falconer et al., 1986 ; Robinson et al.,, 1991a ; Ito et al., 2002). Les
conjugués MC-GSH sont partiellement transformés en conjugués MC-CYS dans les reins de rats, et
excrétés sous cette forme via l'urine (Li et al., 2015a,b,c ; Li et al., 2018). La présence de MC libres dans les
urines de mammiféres suggére également une action hydrolytique des enzymes rénales sur ces conjugués
et leur réversibilité de ces derniers (Robinson et al., 1991a ; Li et al., 2018). Les seules données concernant
la cinétique des MC chez I’'homme ont été obtenues auprés de patients dialysés au Brésil (Caruaru, Rio), qui
présentaient des concentrations de MC pouvant atteindre jusqu’a 28,8 ug.L-' dans le sérum plus de 50 jours
apres I'exposition (dose initiale inconnue) (Soares et al., 2006 ; Hilborn et al., 2007).

Il est important de noter que les niveaux d’absorption, de distribution et d’excrétion des MC peuvent varier
d’un facteur trois a quatre en fonction des variants considérés (Meriluoto et al., 1990), en relation avec des
différences inter-variants observées pour : i) le transport par les transporteurs OATP1B1 et 1B3, comme
montré sur des hépatocytes humains (Fischer et al., 2010) ; ii) la biotransformation, avec un plus fort taux de
conjugaison pour les MC-RR (Buratti et Testai, 2015). Selon ces auteurs, ces variations de toxicocinétique
peuvent expliquer la différence de toxicité entre les variants de MC.

4.1.1.2 Mécanismes de toxicité

Aprés pénétration dans le cytoplasme des cellules, les MC se lient a des protéines phosphatases (PP) a
sérine/thréonine, en deux étapes, avec une liaison non covalente suivie d’une liaison covalente bloquant
'acceés au site catalytique (Harada et al., 1990 ; Maynes et al., 2004, 2006 ; Campos et Vasconcelos, 2010).
In vitro, les MC inhibent les PP de type 1 et 2A (PP1 et PP2A) a des concentrations de l'ordre du
nanomolaire (Hoeger et al., 2007; Monks et al., 2007; Vesterkvist et al., 2012). In vivo, chez le rat et la
souris, exposés a des doses supérieures a 32 ug.kg, I'inhibition des PP1 et PP2A par les MC entraine une
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modification de I'état de phosphorylation de nombreuses protéines impliquées dans la transduction de
signaux cellulaires, perturbant 'homéostasie et les fonctions cellulaires (Gehringer, 2004). Il en résulte des
effets divers listés dans deux revues (Liu et Sun, 2015 ; Zhou et al., 2015), et en particulier :

- Une perte de I'intégrité du cytosquelette (altération des microfilaments, des filaments intermédiaires
et des microtubules), et en conséquence une modification de la morphologie des hépatocytes
(Runnegar et Falconer, 1986 ; Falconer et Yeung, 1992; Sun et al., 2014). Ces effets
histopathologiques ont aussi été observés in vivo dans les testicules de rats ayant recu des doses
répétées de MC-LR par voie ip (Chen et al., 2013) ;

- Une apoptose des hépatocytes mais aussi des cellules glomérulaires et tubulaires proximales
(Lankoff et al. 2003 ; Li et al., 2011a ; Rai et al., 2018). L’apoptose des cellules de testicules de
souris a également été notée a de faibles doses de MC-LR administrées par voie orale (Chen et al.,
2011);

- Llinduction d'un stress oxydant : production de radicaux libres associés aux anions superoxydes,
modification des niveaux de protéines contrblant I'activité des enzymes de détoxification (Ma et al,
2018 a et b) et des niveaux de glutathion cellulaires (Ding et al., 2003 ; Chen et al., 2016a),
peroxydation des lipides (dans des hépatocytes de rat selon Wei et al., 2008, et dans les testicules
de lapin selon Liu et al., 2010). La MC-LR peut également induire des dommages oxydants sur les
macromolécules (protéines, acides nucléiques, lipides) (Gehringer et al., 2004 ; Zegura et al., 2004 ;
Botha et al., 2004 ; Bouaicha et Maatouk, 2004), ainsi que la modification de I'expression de micro-
ARN (régulateurs traductionnels) dans les hépatocytes (Xu et al., 2018 ; Yang et al., 2018).

- Latteinte des hépatocytes conduit a une toxicité hépatique centro-lobulaire avec des zones
hémorragiques importantes pouvant provoquer la mort lors d’expositions aigués. Lors d’expositions
répétées a des doses inférieures a 20 pg.kg' p.c., l'inhibition des PP entraine une prolifération
cellulaire promotrice de tumeur et une hypertrophie hépatique (Gehringer, 2004 ; Svirev et al.,
2010).

4.1.2 Toxicité

Le tableau IX rapporte les valeurs de toxicité aigtie, sub-chronique et chronique disponibles a ce jour pour la
MC.

4.1.2.1 Toxicité aiqué

Seules les données acquises par voie orale, ou par voie intranasale (inhalation), sont considérées comme
représentatives des deux principales voies d’exposition humaine.

Par voie orale (en gavage) et selon la souche de souris ou de rat, la DLso de la MC-LR, a 24 h, varie entre 5
et 10,9 mg.kg" (Yoshida et al., 1997 ; Fawell et al., 1999a ; Rao et al., 2005). Par voie intranasale, les DLso
de la MC-LR observées chez les souris sont beaucoup plus faibles et varient de 43 a 250 ug.kg' (Fitzgeorge
et al., 1994). A titre de comparaison, chez les rongeurs, les DLso de la MC-LR administrée par voies i.v, i.p et
intratrachéale (i.t) sont respectivement de 28 pg.kg', 30 a 150 ug.kg", et 50 a 100 ug.kg" (Lovell et al.,
1989 ; Miura et al., 1991 ; Kondo et al., 1992 ; Kuiper-Goodman et al., 1999 ; Sivonen et Jones 1999 ; Ito et
al., 2001).

Les DLso par voie orale des autres variants de MCs n’ont pas été évaluées a ce jour. Par voie i.p, elles sont
comprises entre 50 et 600 ug.kg', et les DLso des MC-LA, MC-YR, et MC-YM sont du méme ordre de
grandeur que celles de la MC-LR, alors que celle de la MC-RR est 10 fois plus élevée (Sivonen et Jones,
1999).

Chez les mammiferes, I'intoxication aigué par les MC (voie orale) se caractérise par des dommages gastro-
intestinaux, rénaux et hépatiques (e.g., déstructuration tissulaire, apoptose, modification de la composition
des génes fonctionnels intestinaux), et par une augmentation du poids relatif du foie (Fitzgeorge et al., 1994
; Ito et al., 1997b ; Rao et al., 2005), pouvant mener a une hémorragie massive et une mort en quelques
heures. L’exposition aigué par voie orale a des doses allant de 0,2 a 4 mg.kg™" et jusqu’a 3,5 g.kg' de MC-
LR induit des dommages a 'ADN dans le foie (Rao et al., 2005 ; Gaudin et al., 2008), et des apoptoses des
hépatocytes a 46 ug.kg™' (Huang et al., 2011).
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Par voie intranasale, des |ésions hépatiques dose-dépendantes et un effet cumulatif ont été obtenus chez la
souris. L’application d’'une dose de MC-LR de 31,3 ug.kg™"' n’entraine pas d’augmentation de poids du foie.
Administrée pendant 7 jours, cette dose entraine une augmentation de la masse du foie de 75 %, associée a
une nécrose de I'épithélium de la muqueuse nasale et des effets sur le systéme respiratoire et les glandes
surrénales. Il faut une dose de 500 ug.kg' pour obtenir ces effets avec une seule administration (Fitzgeorge
et al., 1994).

4 .1.2.2 Toxicité subchronique

L’administration par gavage de MC-LR pure (0, 40, 200 ou 1000 ug.kg".j') a des souris males pendant
13 semaines induit des altérations hépatiques incluant une inflammation chronique, et une dégénérescence
hépatocytaire engendrant un impact biochimique (ie., niveau de transaminases sériques élevé, taux de
protéines totales sériques diminué) dans le groupe exposé a la dose de 1000 ug.kg".j'. Les individus du
groupe exposé a 200 ug.kg™.j! présentent de légeres atteintes hépatiques (Fawell et al., 1999a). Dans cette
étude, la dose de 40 pg.kg'.j' est considérée comme étant la DSENO (Dose Sans Effet Nocif Observé).

Par ailleurs, Heinze et al. (1999) ont mis en évidence des dommages hépatiques (Iésions et masse relative
du foie augmentée de 17%) et une modification de la biochimie sérique permettant de déterminer une
DMENO (Dose Minimale avec un Effet Nocif Observable) de 50 pg.kg'.j! chez le rat, par voie orale (eau de
boisson, 28 jours, MC-LR pure). Une DMENO de 50 ug.kg™' est aussi observée chez la souris exposée par
gavage toutes les 48 h pendant un mois a la MC-LR (50 et 100 pg.kg™') issue d’extraits purifiés de
Microcystis aeruginosa (Sedan et al., 2015). Comme l'exposition a été réalisée tous les deux jours, les
auteurs ont extrapolé une DMENO de 25 ug.kg.j', mais cette extrapolation ne peut étre retenue dans le
cadre de détermination de doses quotidiennes réglementaires. Les effets associés sont des modifications
histologiques dans le foie (vacuolisation, stéatose), une diminution du nombre de lymphocytes intra-
épithéliaux dans le petit intestin, une augmentation des teneurs en lipides sanguins, et une modification de
certains marqueurs du stress oxydant dans le foie (augmentation de la peroxydation des lipides, diminution
de l'activité SOD (superoxyde dismutase) et de la quantité de glutathion).

Une autre exposition subchronique de souris méles a la MC-LR (de 0,04 a 0,2 mg.kg".j') administrée par
voie orale pendant 10 semaines a permis de définir une DMENO de 40 ug.kg'.j' avec des effets divers :
augmentation de la masse du foie, du nombre de lymphocytes et de vacuoles lipidiques autour de la veine
centrale hépatique, modification des variables biochimiques hépatiques et sanguines (cholestérol total et
lipoprotéines), et modification du microbiote intestinal (Zhang et al., 2016b). La méme valeur de DMENO de
40 pg.kg'.j' est rapportée par He et al. (2017) chez des souris males gavées toutes les 48 h pendant 90
jours a des doses de MC-LR allant de 40 a 200 ug.kg™'. Les effets observés sont des augmentations des
concentrations en bilirubine et albumine, une modification de I'expression de 57 protéines hépatiques
(associées au métabolisme lipidique, a 'immunité et a la protéolyse), une modification du profil métabolique
sérique et hépatique, une augmentation du contenu lipidique et des effets histopathologiques hépatiques
(infiltrats inflammatoires, hypertrophie des hépatocytes, apoptose, dommages ultra-structuraux), ainsi qu'une
augmentation des concentrations de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-o (Tumor Necrosis factor).

Il a été rapporté chez des souris exposées par voie orale a la MC-LR purifiée, pendant 6 mois a des doses
de 1, 10 et 40 ug.L-' (Wang et al., 2016) ou pendant 8 semaines a des doses de 1, 40 et 80 ug.L-! (Zhang et
al., 2010) des valeurs de DSENO et de DMENO de 1 et 10 ug.L™" respectivement (exprimées par litre de
boisson). Ces valeurs concernent des effets i) hépatiques (infiltration de lymphocytes et stéatose,
augmentation du poids relatif du foie, modification de I'expression des enzymes hépatiques) ou ii)
pulmonaires (collapsus et épaississement des septa alvéolaires, rupture de lintégrité de la jonction
cellulaire).

Par voie nasale, chez des souris males, des inhalations quotidiennes (30, 60 ou 120 minutes pendant 7
jours) de MC-LR (entre 3 et 12,5 ug.kg'.j') n’entrainent pas de signe clinique (analyses sanguines, poids
des organes, histologie du foie, des voies respiratoires, glandes surrénales, reins, rate, thymus, tube digestif
et testicules). Seules des Iésions dans la cavité nasale (nécroses et atrophie de I'épithélium olfactif) ont été
observées (Benson et al., 2005). Les auteurs proposent une DSENO par inhalation de 3 ug.kg'.j'. A
contrario, des doses quotidiennes de MC-LR (6,7 ng.kg'.j') administrées par voie intranasale pendant 30
jours chez la souris méle n’entrainent pas de Iésions de [I'épithélium nasal mais provoquent des
modifications histologiques pulmonaires (collapsus alvéolaire, quantités accrues de polynucléaires
neutrophiles) et une augmentation des paramétres liés a la mécanique respiratoire (pression, élasticité,
résistance) (Oliveira et al., 2015).
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4 .1.2.3 Toxicité chronique

L’administration orale & des souris, par 'eau de boisson et pendant un an, d’extraits de Microcystis
(équivalent a 750-12000 pg.kg'.j' de MC-YM) provoque une augmentation dose-dépendante de la mortalité
individuelle, des bronchopneumonies et des niveaux d'alanine aminotransférase (signe de cytolyse
hépatique), ainsi qu’une réduction de la masse corporelle (Falconer, 1988). L’administration de MC-LR (0.2,
8 et 16 pg.kg'.j") via 'eau de boisson a des souris pendant 180 jours (Zhang et al., 2010) ou 270 jours
(Zhang et al., 2013b) engendre (a partir de 8 ug.kg'.j"') une diminution significative de la masse corporelle et
une augmentation relative de la masse du foie, ainsi qu’une augmentation de la phosphorylation de
protéines kinases.

Chez des souris, 'ingestion chronique, via I'eau de boisson et pendant 12 mois, de MC-LR purifiée (doses
de 1, 5, 10, 20 ou 40 yg.L") entraine des lésions oxydantes de 'ADN des cellules hépatiques (a 10 ug.L"),
une diminution de I'intégrité des ADN mitochondriaux (ADNmt) et nucléaires et une amplification des ADNmt
(a 20 ug.L") (Li et al., 2015b). Les auteurs observent également une dérégulation du fonctionnement des
mitochondries et des cellules hépatiques pour toutes les doses étudiées (Li et al., 2015b), et estiment une
DMENO de 1 pg.L™". Une exposition similaire (méme modéle, mémes doses et temps d’exposition) a permis
de définir une DSENO de 1 ug.L" ainsi qu'une DMENO de 5 pg.L-' pour des effets histologiques et
métaboliques dans les poumons (augmentation de I'épaisseur du septum alvéolaire et des zones de
collapsus, modification de [I'expression des génes mitochondriaux dans les cellules pulmonaires,
modification des niveaux de cytokines inflammatoires) (Li et al., 2016a).

A contrario, une étude plus ancienne a montré que des souris femelles BALB/c agées de six semaines ayant
recu pendant 18 mois 20 pg.L-' de MC-LR dans I'eau de boisson (quantité cumulée ingérée de 35,5 mg par
souris) n'ont pas montré de signe de toxicité (survie, masse corporelle, consommation d’aliments,
histopathologie du foie) ou d’accumulation de MC-LR (Ueno et al., 1999). Il est quand méme rapporté une
hausse importante des taux de cholestérol chez 22 % des souris traitées au 18m mois. Enfin, des souris
ayant regu par gavage 100 doses de 80 ug.kg' de MC-LR sur une période de 28 semaines ne montrent pas
de changement de la masse moyenne du foie, mais des Iésions légéres au niveau des hépatocytes situés
pres de la veine centrale hépatique chez la moitié des individus (lto et al., 1997b).

Les données de toxicité chronique, établies pour la MC-LR principalement, fournissent des résultats
contrastés. Les effets rapportés sont une histopathologie du foie et une perturbation métabolique
(métabolisme des lipides et métabolisme mitochondrial).

4.1.2.4 Génotoxicité

La mutagenése et la génotoxicité de la MC-LR ou d’extraits de cyanobactéries microcystiques (MCE) ont été
évaluées a travers une multiplicité de systémes d’essai présentant différents niveaux d’organisation
(bactéries, cellules eucaryotes, animaux), mesurant différents paramétres biologiques (altérations primaires
de 'ADN, mutations géniques et chromosomiques) selon des conditions expérimentales mises en ceuvre
trés hétérogénes (méthode, niveau et temps d’exposition).

Sur la base de I’ensemble des résultats de tests in vitro d’altérations primaires de I'ADN, et en ne
prenant en compte que les effets considérés comme significatifs par leurs auteurs, il n’est pas
possible d’attribuer ces effets a une génotoxicité intrinséque de la MC-LR. La démonstration d’un
mode d’action génotoxique de type oxydatif direct n’est pas probante.

Concernant l'induction de mutations chromosomiques, nous avons considéré les résultats significatifs de
cing études réalisées sur différents modéles cellulaires, dans différentes conditions opératoires, avec des
temps de traitement parfois trés longs (plus de 24 heures). Ces résultats ont été obtenus sur des extraits de
cyanobactéries dont les teneurs en MC-LR sont parfois inconnues (Abramsson-Zetterberg et al., 2010).
Dans certains cas, des résultats statistiquement significatifs ont été obtenus via un systéme d’essai non
standardisé basé sur des cellules génétiquement modifiées, dans des conditions expérimentales limitées
(une seule dose), et aprés un temps long d’exposition de 30 jours qui pourrait conduire a des phénoménes
secondaires (Huang et al., 2009 ; Wang et al., 2015). En revanche, aucune induction du nombre de cellules
micronucléées n’a été observée dans les lymphocytes humains binucléés traités jusqu'a 10 yg MC-LR.mL""
(Zegura et al ., 2011), mais des résultats significatifs ont été observés avec des cellules humaines HepG2
traités pendant 24h a 5 et 20 yM (soit d’environ 5 et 20 uyg.mL-') sans qu’aucun mode d’action éventuel ne
puisse étre proposé (Dias et al., 2014). En outre, 'occurrence d’'un mécanisme aneugéne ne peut pas étre
ici affirmée.
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Concernant l'induction de mutations géniques, au cours de trois tests d’Ames (systéme bactérien) utilisant
différentes conditions expérimentales, la MC-LR pure ne s’est pas révélée mutagéne avec ou sans activation
métabolique vis-a-vis des souches classiquement requises (a I'exception de la souche de Salmonella
typhimurium TA102 mais qui a été substituée par les souches d’Escherichia Coli WP2 uvrA et WP2
[PKM101]), permettant de mettre en évidence des événements mutationnels de type décalage du cadre de
lecture et substitution de paires de bases. Les seules réponses « positives » ont été observées sur des
extraits de cyanobactéries, contenant entre autres des microcystines (Ding et al., 1999 ; Sieroslawska et al.,
2013), confirmant la présence de substance(s) mutagéne(s). Le seul test de mutations géniques disponible
sur cellules de mammiféres (Wang et al., 2015) correspond a un systéme d’essai non standardisé basé sur
des cellules génétiguement modifiées. Les données relatives a ce syteme d’essai sont restreintes dans la
littérature et les conditions expérimentales tres limitées (une seule dose), ce qui complique I'évaluation de
ses performances en termes de sensibilité et de spécificité. Les résultats sont majoritairement négatifs avec
une augmentation statistiquement significative de la fréquence de mutation observée exclusivement apres
un temps trés long d’exposition de 30 jours qui pourrait conduire a des phénoménes secondaires (tels que
des processus inflammatoires compatibles avec I'implication de la NOS (oxyde nitrique synthase)) interférant
avec ce type de détection.

Globalement, ces résultats permettent de conclure que la MC-LR n’est pas mutagéne in vitro sur un systéme
bactérien alors que les réponses mutagenes observées pour des extraits de cyanobactéries contenant des
microcystines sont dues a la présence d’autre(s) substance(s) mutagene(s). L’induction de mutations
géniques est le paramétre biologique qui est sans doute le mieux renseigné qualitativement.

Le test des cométes in vivo a également été réalisé sur plusieurs éléments d’essai (MC, MCE), divers
organes cibles, différentes espéces. Des augmentations statistiquement significatives de la fragmentation de
I'ADN in vivo ont été rapportées dans quatre études dont deux qui ont étudié des MCE, on ne peut donc pas
exclure que la réponse génotoxique observée soit due a d’autre(s) substance(s) que la MC-LR.

Pour les essais sur la MC-LR pure, ces effets significatifs pourraient étre directement liés aux conditions
expérimentales utilisées menant a des effets secondaires non intrinséques a la MC-LR tels que :

- l'interférence avec la méthode d’'isolement, en utilisant la méthode de broyage des cellules utilisée
par Sasaki et al., (1998) ;

- l'intégration dans le comptage principal des cellules fortement endommagées qui devraient étre
comptabilisées indépendamment. Ces cellules doivent en effet étre exclues du comptage car leur
état peut étre lié a des phénoménes cytotoxiques (apoptose, nécrose) et non pas a la
génotoxicité ;

- 'utilisation de I'Olive Tail Moment (OTM) comme paramétre de quantification de la fragmentation
de 'ADN connu pour surestimer la réelle fragmentation ;

- le non suivi des criteres d’interprétation définis par la ligne directrice de 'OCDE No. 489,
permettant d’évaluer la significativité biologique de ces effets ;

- l'augmentation transitoire de la fragmentation de ’'ADN observée par Dias et al. (2014) qui ne peut
pas étre considérée comme biologiquement significative.

Par ailleurs, I'étude de Gaudin et al. (2008) a également mis en évidence des effets statistiquement
significatifs sur la fragmentation de I'ADN mais les niveaux de fragmentation sont considérés comme trés
faibles et en l'absence de données historiques, ceux-ci ne peuvent pas étre considérés comme
biologiquement significatifs.

Sur 'ensemble des résultats de tests des cométes in vivo, tests d’altération primaire de I'ADN, il ne peut pas
étre conclu que la MC-LR soit génotoxique in vivo, ni par voie orale, ni par voie ip. On considére que les
données des tests mesurant l'induction d’anomalies chromosomiques stables, en particulier in vivo dans les
systemes de mammiféres, sont a considérer pour déterminer un effet génotoxique (Brusick et al., 2016).
Cinqg tests du micronoyau in vivo sont disponibles.

L’étude de Zhang et al. (2011) réalisée sur un mélange de trois MC [MC-RR + MC-LR + MC-YR] a mené a
des augmentations statistiquement significatives de linduction de micronoyaux. Néanmoins, il faut
également souligner la présence de nombreuses autres substances dans le mélange en plus des trois MC
(1,41 mg.g'), qui peuvent étre a l'origine des effets génotoxiques observés. On ne peut donc pas exclure
que la réponse génotoxique observée pour cet extrait est due a d’autre(s) substance(s) que la MC-LR et
autres MC.
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Aucune augmentation de la fréquence des érythrocytes polychromatiques micronucléés n’a été retrouvée au
niveau du sang périphérique de souris méles CBA exposées par voie ip aux doses allant de 10 a 55 yg MC-
LR.kg' (Abramsson-Zetterberg et al., 2010). La MC-LR a induit une augmentation significative de la
fréquence de réticulocytes micronucléés aprés un traitement unique de souris méles a la seule dose de MC-
LR de 37,5 ug.kg pc' par voie ip (Dias et al., 2014). Or, dans cette méme étude, aucune augmentation
biologiquement significative de la fragmentation de 'ADN n’a été mise en évidence dans le test des
cometes. L’hypothése d’'un mode d’action aneugéne de la MC-LR a été avancée. Néanmoins, les conditions
expérimentales étant trop restreintes (une seule dose testée) et la probabilité d’'un mécanisme d’inhibition
des protéines phosphatases par la MC-LR dans ces conditions opératoires totalement hypothétiques, le
niveau de preuve est donc insuffisant pour confirmer un mode d’action génotoxique de type aneugéne,
méme si cette hypothése ne peut pas a priori étre totalement écartée.

Enfin, les résultats de la publication de Dong et al. (2008) ne peuvent étre retenus. En effet, d’'une part cette
évaluation sur spermatocytes ne fait référence a aucun essai réglementaire de génotoxicité sur cellules
germinales. Par ailleurs, cette étude ne donne que trés peu de détails quant aux protocoles mis en ceuvre et
le résultat des fréquences de micronoyaux n’est pas présenté. De plus, il faut également souligner qu’a ce
jour, aucune publication n'a mis en évidence de substances génotoxiques exclusivement sur cellules
germinales.

L’ensemble des résultats de tests d’'induction d’aberrations chromosomiques in vivo, ne permet pas de
conclure que la MC-LR est génotoxique in vivo, ni de mettre en avant un quelconque mode d’action.

Aucune étude évaluant I'induction de mutations géniques in vivo par la MC-LR n'est publiée.

Enfin, '’hypothése d’'un mode d’action oxydant/nitrosant (direct et/ou indirect) de la MC-LR conduisant a des
effets génotoxiques a été proposée. Les résultats ne permettent pas d’affirmer que l'induction d’une
oxydation initiale directe intrinséque a la MC-LR existe et lorsqu’elle a été retrouvée, elle semble méme
plutdt due a des phénomeénes interférant (e.g. peroxydation lipidique) pouvant étre a l'origine d'une
oxydation secondaire. Certains auteurs ont aussi démontré que des extraits MCE augmentaient les taux de
malondialdéhyde in vivo (Li et al., 2011b).

Sur la base d’'un examen critique de I'’ensemble des données sur la génotoxicité de la microcystine-
LR associé a une évaluation par une approche de type « poids de la preuve », il n’est pas possible de
statuer sur le caractére génotoxique de la microcystine-LR.

4.1.2.5 Cancérogénéese

Un effet promoteur de tumeur des MC a été démontré in vivo par voie i.p et par voie orale (Nishiwaki-
Matsushima et al., 1992 ; Sekijima et al., 1999). Les données issues d’administration par voie ip ne sont pas
considérées dans ce rapport mais il est intéressant de noter qu’il semble exister une différence d’intensité
des effets entre les deux voies d’administration. Chez la souris, I'administration subchronique par voie ip de
MC-LR (20 ug.kg™") provoque I'apparition de nodules hépatiques contrairement a 'administration d’'une dose
plus forte (80 ug.kg™) par voie orale (Ito et al., 1997a, 1997b).

Par voie orale, des extraits de Microcystis (contenant jusqu’a 40 yg MC.L-") administrés via I'eau de boisson
a des souris ayant recu des applications cutanées d’une substance carcinogene (diméthylbenzanthracéne)
engendrent une accélération de la formation de tumeurs de la peau, ainsi qu’'une augmentation de la masse
des tumeurs (Falconer, 1991). Une expérience menée chez des souris ayant regu deux doses orales de N-
méthyl-N-nitrosourée n’a en revanche montré aucun effet d’accélération de la formation de tumeurs dans
lintestin ou le foie (Falconer et Humpage, 1996). L’administration chronique chez la souris via I'eau de
boisson, pendant un an, d'extraits de M. aeruginosa (750 a 12 000 ug.kg'.j' en équivalent MC-YM),
provoque des dommages hépatiques ainsi qu’'une augmentation des bronchopneumonies et de la mortalité
dans les groupes recevant les plus fortes concentrations. Si aucun cancer du foie n’a été induit, une
promotion tumorale a été signalée (Falconer et al., 1988). L’administration de MC-LR via I'eau de boisson (1,
5, 10, 20, 40, et 80 pg.L") a des souris pendant 3, 6, 9, et 12 mois engendre, pour les concentrations les
plus élevées (40 et 80 ug.L") et apres 9 et 12 mois, la présence de nodules tumoraux hépatiques et une
augmentation du nombre de cellules atypiques (Xu et al., 2018).

D’autres études menées in vivo ne reportent aucun effet cancérogene. Chez la souris, 'administration orale
de MC-LR (80 ug.kg) répétée 100 fois dans une période de 28 semaines ne provoque pas de formation de
nodule (Ito et al., 1997b). Dans I'étude de Labine et Minuk (2015), aucune tumeur hépatique n’a été mise en
évidence chez des souris ayant recu 1 mg.L' de MC-LR via I'eau de boisson pendant 28 semaines.
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Les données de carcinogénése concernant la MC-LR ne sont pas suffisamment probantes, mais il
existe des données suffisantes concernant I’accélération de la formation de tumeurs par la MC-LR
aprés pré-traitement avec des agents carcinogénes. Le CIRC (Centre international de recherche sur
le cancer) a classé la MC-LR comme possiblement carcinogéne pour les humains (Groupe 2B) sur la
base d’études menées in vivo avec une voie d’administration ip (IARC, 2010).

4 .1.2.6 Reprotoxicité et tératogénése

Les valeurs de DSENO et DMENO concernant des paramétres reprotoxiques et de tératogénése sont plus
souvent exprimées en ug.L™", alors que les valeurs décrites pour des paramétres individuels de toxicité
subchronique le sont en pg.kg™.j! (de 40 a 50 pg.kg".j! par voie orale). Chez la souris male, 'administration
par voie orale de MC-LR via I'eau de boisson (1 a 30 ug.L"), pendant 90 jours, provoque une fibrose accrue
du tissu testiculaire, une diminution significative et dose dépendante (a partir de 10 ug.L™') du nombre de
spermatozoides ainsi qu'une augmentation du nombre d’anomalies spermatiques (a partir de 20 pg.L™")
(Chen et al., 2016b, 2017).

Des souris males ayant regu de la MC-LR (0, 1, 3,2 ou 10 ug.L", équivalent a 0, 0,25, 0,79 et 2,5 pg.kg™".j"")
via 'eau de boisson pendant trois ou six mois n‘ont pas présenté de signe clinique de toxicité ni de
modification de la masse corporelle ou de la masse des testicules (Chen et al., 2011). Les auteurs observent
cependant une chute du nombre de spermatozoides et de leur motilité ainsi que des anomalies
spermatiques a partir de 3,2 et de 10 ug.L™" et aprés trois ou six mois d’exposition. Les taux de testostérone
sériques sont plus faibles et les niveaux d’hormones lutéinisantes (LH) et d’hormones folliculostimulantes
(FSH) plus élevés aprés 3 mois d’exposition a 10 ug.L". Aprés six mois d’exposition, 'augmentation des
taux de FSH et de LH est dose-dépendante a 3,2 et 10 pg.L'. Les taux de testostérone sont
significativement diminués aprés 3 mois d’exposition a la plus forte dose (10 ug.L') et aprés 6 mois
d’exposition a 3,2 et 10 pg.L-'. Une atrophie testiculaire est observée aprés 6 mois d’exposition a 10 ug.L",
associée a un élargissement de la lumiére des tubules séminiféres, un amincissement de I'épithélium
spermatogéne, ainsi qu’une destruction des cellules de Leydig, de Sertoli et des spermatozoides matures.
Le nombre de cellules apoptotiques augmente significativement aprés trois mois a 10 ug.L™", et aprés six
mois a partir de 3,2 ug.L™". Cette étude peut permettre 'établissement d’'une DSENO de 1 pg.L™' (environ
0,25 ug.kg.j") associée aux impacts sur le nombre et la motilité des spermatozoides.

Une étude ultérieure de Chen et al. (2016b) permet de définir une DMENO de 1 ug.L"' de MC-LR concernant
les fibroses du tissu testiculaire. La méme valeur de DMENO de 1 pg.L-' concernant des effets tératogénes
chez de jeunes souris males est proposée par Zhang et al. (2017a) aprés exposition a la MC-LR par voie
orale (eau de boisson, 1, 10 et 50 ug.L") entre le 2éme jour de gestation et le 21¢me jour post-natal. Les effets
observés sur les descendants a 30 jours de vie, aux doses 10 et 50 ug L', sont une perte de masse
corporelle significative et une diminution significative dose-dépendante du ratio poids de la prostate/masse
corporelle, avec une diminution des taux sériques d’cestradiol et une accumulation de MC-LR dans la
prostate. La distance ano-génitale est significativement plus faible a toutes les doses d’exposition 90 jours
aprés la naissance. A 90 jours, pour les doses 10 et 50 ug.L"', les auteurs observent une réduction
significative des taux sériques de testostérone et du ratio androgéne/cestrogéne, une augmentation de
I'expression des récepteurs aux androgénes dans I'épithélium prostatique, et un développement perturbé de
la prostate (nécrose, inflammation, hyperplasie, fibrose). Les méme auteurs (Zhang et al., 2017b) ont
exposé des souris gestantes a deux jours de gestation puis des descendants jusqu’au 21é™e jour post-natal a
10 ug.L" par eau de boisson et ont constaté une diminution de la masse corporelle, de I'indice testiculaire et
de la prolifération cellulaire dans les testicules des descendants, ainsi qu’'une augmentation de I'apoptose
cellulaire et des dommages dans la structure des tissus testiculaires.

L’exposition de souris femelles a la MC-LR (1, 10 et 40 ug.L") par I'eau de boisson pendant trois ou six mois
a permis de définir respectivement une DSENO de 10 pg.L-' et 1 pug.L-' , et une DMENO de 40 pg.L-' et de
10 pg.L'. Les effets observés sont (i) diminution de l'indice gonado-somatique, du niveau d’cestradiol et de
la fertilité (diminution de survie des descendants dose-dépendant), et (ii) 'augmentation de I'atrésie des
follicules ovariens, et d’anomalie du cycle cestral (Wu et al., 2015).

Cependant, il est a noter que des études plus anciennes rapportent des valeurs de DSENO ou DMENO en
Mg.kg'.j' concernant la reprotoxicité. Par exemple, I'étude de Fawell et al. (1999) rapporte une toxicité
maternelle et des retards de poids et d’ossification du squelette sur la descendance des souris traitées par
gavage du 6me au 15éme jour de la gestation avec une dose de MC-LR pure de 2000 pg.kg'.j". A la dose de
600 pg.kg™'.j', aucun signe de toxicité n’'est observé chez les progénitures et les méres (DSENO =
600 ug.kg.j").
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4 .1.2.7 Neurotoxicité

Des épisodes d’intoxication humaine impliquant des MC ont montré que, parallélement aux symptomes
hépatotoxiques, il pouvait exister des signes neurologiques périphériques ou centraux (céphalées, surdité,
acouphéne et cécité transitoire) suggérant que ces toxines peuvent agir sur le systéme nerveux et y causer
des effets déléteres (Carmichael et al., 2001 ; Azevedo et al., 2002). Ces effets neurotoxiques des MC ont
été longtemps négligés, mais font I'objet depuis quelques années d'un regain d’attention. Il a été montré in
vitro qu’'un analogue structural de la MC-LR radiomarquée est susceptible de passer la barriere hémato-
encéphalique, via des protéines cérébrales normalement impliquées dans le transport d’ions organiques
(Fischer et al., 2005). L’étude de la neurotoxicité de la MC-LR a été menée in vivo sur des rats par des
injections intra-hippocampiques (1 et 10 ug.L™"). Des tests comportementaux montrent que les fonctions
cognitives (apprentissage et mémoire) sont fortement altérées (Li et al., 2014b et c). In situ, des lésions
histologiques sont observées dans I'hippocampe, mettant en jeu des mécanismes supposés de stress
oxydant. In vitro, des variants structuraux de la MC-LR (MC-LW et MC-LF) induisent une neurotoxicité sur
des neurones immatures de cervelet de souris, notamment des effets cytotoxiques, pro-apoptotiques et
neurodégénératifs (hyperphosphorylation de la protéine Tau, condensation de la chromatine, réduction des
neurites) pour des concentrations micromolaires de toxines (Feurstein ef al., 2011). Enfin, une analyse
protéomique montre que le niveau d’expression de 45 protéines neuronales est modifié dans des neurones
d’hippocampe traités avec la MC-LR (0,3 et 3 uM) pendant 48 h. Parmi ces protéines, I'expression de la
phospatase calcineurine est significativement augmentée, ce qui participe a la neurotoxicité induite par
apoptose qui est attribuée a la MC-LR (Li et al., 2015d). Ces effets pourraient tout a la fois participer a la
toxicité aigué des MC et a leur toxicité chronique.

Enfin, 'exposition a la MC-LR par gavage de rats Sprague-Dawley femelles gestantes (1, 5 et 20 mg de MC-
LR/kg masse corporelle a raison d’une prise tous les deux jours pendant huit semaines) est traduite par des
effets négatifs sur le développement du systéme nerveux de la progéniture dgée de 28 a 60 jours. Le test de
la piscine de Morris, qui évalue l'apprentissage et la mémoire, montre notamment que I'exposition
progestative a la MC-LR provoque des effets neurotoxiques a long terme sur les rats de la génération F1.
Ces déficits comportementaux sont susceptibles d’étre corrélés a une augmentation du stress oxydant au
niveau cérébral (Li et al., 2015c).

Tableau IX : valeurs toxicologiques pour la MC-LR acquises in vivo avec des voies d’administration
orale ou intranasale

Voie
Toxicité Valeurs repéres Source
administration

DLso = 5 mg.kg-1 (souris, gavage) Fawell et al., 1999a

Aigué Orale DLso = 10,9 mg.kg-1 (souris, gavage) Yoshida et al., 1997
DLso = 9,69.kg-1 (souris, dose unique) Rao et al., 2005
Intranasale 36 pg.kg-1 < DLso < 122 pg.kg-1 Fitzgeorge et al., 1994

[ —
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Toxicité

Voie
administration

Valeurs repéres

Source

DSENO = 40 pg.kg-1.j-1 (souris, gavage, 13
semaines)

DMENO = 50 ug.kg-1.j-1 (rat, eau de boisson,
28 jours)

DMENO = 50 pg.kg-1 (souris, gavage, toutes les
48h, 30 jours)

Fawell et al., 1999a

Heinze, 1999

Sedan et al., 2015

(expositions
subchroniques

et chroniques)

DMENO = 10 pg