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AVIS*
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire
de I'alimentation, de ’environnement et du travail

sur I’état des connaissances relatives aux brévétoxines dans les coquillages,
données de toxicité, d’occurrence et microalgues productrices

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail
et de l'alimentation et & évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d'une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé
des végétaux et d’autre part a I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que I'expertise et I'appui
scientifique technique nécessaires a I'élaboration des dispositions I€gislatives et réglementaires et a la mise en
ceuvre des mesures de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont publiés sur son site internet.

L’Anses a été saisie le 14 janvier 2020 par la direction générale de I'alimentation (DGAL) et la
direction générale de la santé (DGS) pour la réalisation d’'une expertise quant a la toxicité
aigué et chronique des brévétoxines susceptibles d’exposer le consommateur a un risque par
ingestion, par inhalation ou par contact.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

En France, de nombreuses toxines non réglementées sont suivies dans le cadre du réseau de
veille d’émergence des biotoxines marines dans les coquillages (EMERGTOX) dont le comité
de pilotage est présidé par la DGAL et inclut la DGS, la Direction des péches maritimes et de
l'aquaculture (DPMA), Santé publique France, '’Anses, I'lfremer et la Direction de I'eau et de
la biodiversité (DEB).

Les brévétoxines sont incluses dans ce réseau depuis janvier 2018.

Elles ont été mises en évidence pour la premiére fois en France en novembre 2018 dans des
moules en Corse (117 ug/kg de glande digestive). Le prélévement d’eau associé pour le suivi
du phytoplancton a montré la présence de Karenia spp. (genre de microalgues dont certaines
espéces produisent des brévétoxines).

* Annule et remplace I'avis du 02 mars 2021
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Il n’existe pas de limite maximale pour ces toxines dans le réglement (CE) n°853/2004. Les
USA, I'Australie/Nouvelle-Zélande et le Mexique appliquent un seuil a 800 ug d'équivalent
BTX-2/kg de chair de coquillages. Dans la norme CODEXSTAN 292-2008 (rev.2015) du
Codex alimentarius, la limite maximale pour les brévétoxines est de 200 unités souris' ou
équivalent par kg de chair de mollusque vivant.

Dans ce contexte, il a été demandé a I'Anses de fournir des éléments de réponse aux
questions suivantes :

Question 1. Quelles sont les données toxicologiques disponibles pour les brévétoxines ?
Permettent-elles a I'Anses de proposer des valeurs toxicologiques de référence aigué et
chronique par voie orale ?

Question 2. Sur la base des données toxicologiques identifiées par I’Anses, est-il possible de
proposer une valeur guide dans les coquillages au-dela de laquelle des investigations
complémentaires seraient demandées dans le cadre du réseau EMERGTOX ?

Question 3. Quelles modalités de suivi des brévétoxines dans le milieu marin pourraient étre
recommandées dans le cadre du réseau EMERGTOX ? Quelles investigations
complémentaires seraient a réaliser en cas de dépassement de la valeur guide ?

Question 4. Compte tenu des données toxicologiques et au vu du contexte, existe-t-il une
préoccupation de santé publique aux niveaux de contamination identifiés dans certaines zones
marines frangaises liée a la consommation de coquillages ?

Question 5. Existe-t-il une préoccupation sanitaire liée a I'exposition aux brévétoxines par un
contact direct avec de I'eau contaminée notamment en cas de baignade ou de pratique
d’activités nautiques ou en cas d’exposition par inhalation a des embruns ?

2. ORGANISATION DE L’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) ».

Dans le contrat d’expertise du 31 mars 2020, I'Anses a indiqué a la DGAL et a la DGS que les
questions 1 a 4 relévent du domaine de compétences du Comité d’experts spécialisé
« Evaluation des risques physico-chimiques dans les aliments » (CES ERCA). La question 5
reléve du domaine de compétences du CES « Evaluation des risques liés & I'eau » (CES
EAUX) et sera traitée dans un second temps. L'avenant du 27 janvier 2021 indique que les
travaux d’expertise seront validés par le CES EAUX au cours du premier semestre 2021. Un
rapport final comprenant les réponses a 'ensemble des questions sera transmis au plus tard
en décembre 2021.

L’Anses a confié linstruction des quatre premiéres questions au groupe de travail
« Brévétoxines», constitué par décision du 14 mai 2020 suite a un appel public a candidatures.

Les travaux d’expertise du groupe de travail « Brévétoxines » ont été soumis régulierement au
CES ERCA (tant sur les aspects méthodologiques que scientifiques) lors des réunions
pléniéres du 5 mars 2020, 7 octobre 2020, 4 novembre 2020, 6 janvier 2021 et 10 février 2021.

' Le bio-essai sur souris est une méthode analytique utilisée pour la détection des biotoxines marines
dans les coquillages. Une unité souris (US) correspond a la quantité d’extrait brut causant la mort de
50% des souris.
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Le rapport produit par le groupe de travail tient compte des observations et éléments
complémentaires transmis par les membres du CES et les relecteurs. Les travaux d’expertise
ont été adoptés par le CES ERCA le 10 février 2021 a 'unanimité des experts présents.

Ces travaux sont ainsi issus d’un collectif d’experts aux compétences complémentaires.

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 publiées sur le site internet:
https://dpi.sante.gouv.fr/.

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU GT « BREVETOXINES » ET DU CES ERCA

Le Comité d’experts spécialisé « Evaluation des risques physico-chimiques dans les aliments»
(CES ERCA) a adopté le rapport d’expertise collective réalisé par le groupe de travail
« Brévétoxines » dont une synthése est présentée ci-apres.

Les travaux d’expertise se sont basés sur une revue systématique (de type « scoping review»).
Deux bases de données (Scopus et Pubmed) ont été interrogées le 14 mai 2020 ce qui a
permis d’identifier 868 références qui ont ensuite été sélectionnées suivant plusieurs critéres
(détaillés dans le rapport, section 1.5.1). Une mise a jour de la recherche bibliographique a été
réalisée en octobre 2020, identifiant quatre publications supplémentaires, ainsi qu’un article
mis en ligne en décembre 2020, qui ont été ajoutés au corpus de références.

3.1. Voies d’exposition pour ’lHomme

L’Homme peut étre exposé aux brévétoxines par voie alimentaire, par inhalation et par contact
cutanéomuqueux.

3.2. Caractérisation chimique

Les brévétoxines correspondent a une famille de biotoxines marines lipophiles comprenant
une trentaine de métabolites dont la structure chimique est connue. A cela s’ajoute une
trentaine d’autres métabolites dont la formule brute et la structure développée n’ont pas été
caracterisées chimiquement ; ces métabolites sont généralement issus de la métabolisation
par les coquillages.

3.2.1. Liste des brévétoxines pour I’expertise

Sur la base des données de toxicité, d’'occurrence dans les coquillages et de la disponibilité
des étalons, la liste des brévétoxines (BTX) que le GT propose de considérer comme
prioritaires est constituée de : BTX-1, BTX-2, BTX-3, BTX-B1, BTX-B2, S-désoxy-BTX-B2,
BTX-B3, BTX-B4(a et b).

3.2.2. Méthodes analytiques

Trois grands types de méthodes peuvent étre mis en ceuvre pour I'analyse des brévétoxines
dans des cellules microalgales, des prélevements d'eaux lors d’efflorescences, des
organismes marins (mollusques, poissons) et des prélévements d’embruns/d’aérosols :
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1. les méthodes physico-chimiques (telles que les méthodes par chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse, LC-MS) permettent soit de maniére ciblée
d’identifier et quantifier les brévétoxines pour lesquelles des étalons sont disponibles,
soit de maniére non ciblée en haute résolution de détecter d’éventuels nouveaux
analogues de brévétoxines ;

2. les méthodes biochimiques, telles que des tests de liaison spécifique (RBA) ou des
tests immunologiques (RIA, ELISA), permettent une quantification globale des
brévétoxines ;

3. les méthodes biologiques (in vivo et in vitro), notamment le bio-essai sur souris, le bio-
essai sur poisson, le bio-essai cellulaire sur neuroblastomes (Neuro-2a), permettent de
déterminer I'activité biologique globale des brévétoxines.

Plusieurs de ces méthodes ont été validées en intra- et inter-laboratoires. Toutefois, aucune
n’a fait I'objet d’'une validation inter-laboratoires suivant les lignes directrices de référentiels
tels que I'SO 5725 ou I'annexe D de I'AOAC. Ainsi, a ce jour, aucune méthode permettant la
recherche des brévétoxines n’est normalisée.

3.3. Microalgues productrices de brévétoxines

Les brévétoxines sont produites par des microalgues marines, principalement Karenia brevis.
K. brevis n'a pas été recensée sur le littoral frangais métropolitain a ce jour. D’autres
microalgues sont suspectées de produire des brévétoxines. C’est le cas de K. mikimotoi, K.
bicuneiformis, Chattonella marina, C. antiqua, Heterosigma akashiwo et Fibrocapsa japonica.
Ces espéces sont présentes sur les cbtes francaises, mais leur capacité de production de
brévétoxines n’'a pas été confirmée, sauf pour K. papilionacea, dont la production de BTX-2 a
été confirmée en conditions de laboratoire.

Par ailleurs, ces microalgues produisent également d’autres toxines et métabolites
secondaires qui pourraient constituer un danger pour ’'Homme mais qui ne font pas 'objet de
cette saisine.

3.4. Effets des brévétoxines sur les organismes

3.4.1. Cibles moléculaires et mode d’action

Les brévétoxines sont des neurotoxines dont la cible principale est le canal Na* sensible au
potentiel de membrane (Na,). Les canaux Na, forment une famille de protéines
transmembranaires qui assurent les flux passifs d'ions Na* a la surface des membranes de
cellules excitables majoritairement, mais également de cellules non excitables. Les canaux
Nav existent sous trois états : fermés, ouverts ou inactivés. La fixation des brévétoxines au
site 5 des canaux Na, induit leur activation en ralentissant la phase d’inactivation et en
favorisant leur activation a des potentiels membranaires plus négatifs que le seuil normal
d’activation de ces canaux. Les brévétoxines peuvent donc étre considérées comme des
activateurs des canaux Na,, a l'instar des ciguatoxines. Ce faisant, elles dépolarisent les
membranes des cellules neuronales et musculaires et favorisent leur excitabilité ainsi que des
mécanismes intracellulaires dépendants du Ca2*.

Cette interaction entre les brévétoxines et les canaux Na, et la distribution tissulaire des
canaux Na, (Figure 1) expliquent la nature essentiellement neurologique des symptémes
observés chez 'Homme et I'animal, au niveau des systémes nerveux, central et périphérique,
mais eégalement gastro-intestinaux et cardiovasculaires.
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Le brévénal, produit par K. brevis, possede une activité antagoniste des brévétoxines, en se
liant aux canaux Na, et en perturbant la liaison des brévétoxines.

A

Systéme nerveux central 1.1,12, 13,18
B  Rétine 18,19
C  Neurones olfactifs sy
D MNeurones sensoriels et neurones 17,1819
innervant les voies respiratoires
E Coeur 15,18
F  Nerfs, muscles respiratoires 1.1,1.2,13,14,16, 1.7
G Cellules B pancréatiques 1.7
H  Muscles squelettiques 14
I Peau 1.7,18
J MNeurones sensoriels de |a racine dorsale 1.1, 1.3, 1.6, 1.7, 1.8, 1.9
K  Cellules cancéreuses métastatiques 11,19

Figure 1 : Expression tissulaire des canaux Nav (d’apres de Lera Ruiz et Kraus, 2015 ; il s'agit d'une
traduction non officielle d'un article paru dans une publication de I'ACS)

3.4.2. Toxico-cinétique et toxicité in vivo

Polyéthers liposolubles, les brévétoxines possédent la capacité de franchir la plupart des
barriéres biologiques (gastro-intestinale, hémato-encéphalique, placentaire). Les études sur
rongeurs montrent qu’aprés ingestion, elles sont rapidement absorbées (quelques minutes) et
distribuées dans la plupart des organes (foie, intestins, muscles squelettiques) et peuvent y
persister plusieurs jours. Elles sont métabolisées dans le foie et 'excrétion est majoritairement
hépatobiliaire, minoritairement urinaire.

Trés peu de données toxico-cinétiques sont disponibles chez 'Homme. Les seules
informations sont issues de dosage urinaire des brévétoxines dans les heures qui ont suivi
l'ingestion de coquillages contaminés par les brévétoxines. Cette mesure peut étre utilisée
pour confirmer un cas d’intoxication, a condition d’étre réalisée rapidement aprés ingestion.

Chez I'animal de laboratoire suite a une exposition aigué aux brévétoxines les effets observés
sont variés, consécutifs a une atteinte du systéme nerveux central et périphérique. Les effets
neuroveégeétatifs comprennent notamment hypersialorrhée (hypersalivation), larmoiement,
miction et défécation, parfois rhinorrhée et mouvements de mastication compulsive. Les
symptdomes périphériques somatiques incluent des tremblements, des fasciculations
musculaires, ainsi qu’un raidissement de la queue. Au niveau cardio-respiratoire, on peut citer
une dyspnée, une géne respiratoire, des troubles cardiaques (contractilité et rythme) et
hémodynamiques. Enfin, les signes centraux incluent I'ataxie, des crises convulsives et une
réduction de la température corporelle.
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Chez des moutons exposés par instillations intranasales, des difficultés respiratoires
(bronchoconstriction) ont été observées, et I'administration simultanée de brévénal, un
métabolite de K. brevis, a réduit les signes respiratoires produits par les brévétoxines.

La survenue d’effets retardés ou de séquelles a la suite d’'une exposition aigué a été discutée
par le GT, ainsi que la possibilité d’effets a long terme d’une exposition répétée a des doses
faibles (toxicité chronique). Cependant, le GT n’a identifié aucune étude dans la littérature
abordant ces aspects. Ceux-ci devraient étre considérés compte tenu de la similitude entre les
brévétoxines et les ciguatoxines, des neurotoxines responsables de la ciguatéra dont les effets
perdurent pendant des mois voire des années aprés une exposition aigué.

Les effets des brévétoxines sur la reproduction et le développement chez les mammiféres ne
sont pas connus.

3.4.3. Toxicité chez ’lHomme

Les symptdbmes associés a une exposition aux brévétoxines ainsi que leur durée dépendent
de la voie d’exposition (alimentaire, inhalation, contact cutanéomuqueux). Ci-aprés sont
brievement résumeées les connaissances relatives a I'exposition par ingestion.

Le syndrome nommé « Neurotoxic Shellfish Poisoning » (NSP, intoxication neurologique par
fruits de mer) désigne l'intoxication liée a I'ingestion de coquillages contaminés par des
brévétoxines. Les symptomes débutent généralement entre 1 h et 24 h aprés I'exposition, et
peuvent persister jusqu’a 3 jours. Le syndrome NSP se caractérise principalement par
'apparition de symptdbmes digestifs et neurologiques. Les signes digestifs incluent des
douleurs abdominales, nausées, vomissements et diarrhées. Les signes neurologiques
comprennent essentiellement des paresthésies (Iévres et extrémité des membres), des
vertiges, une asthénie, ainsi qu’'une paralysie partielle des membres, des troubles de
I’élocution, une perte de coordination et un coma dans les cas les plus graves. Une inversion
de la sensation de température, une mydriase ainsi que des troubles cardio-vasculaires
(bradycardie, hypotension artérielle) ont également été rapportés. Il n’existe pas d’antidote des
brévétoxines, le traitement est symptomatique. Aucun décés n’a été rapporté a ce jour.

Quelques centaines de cas d’intoxications humaines liées a la consommation de coquillages
contaminés par les brévétoxines ont été décrits dans des revues internationales. Le faible
nombre de ces éveénements peut étre expliqué par la mise en place d’'une réglementation
relative a la commercialisation des coquillages via une surveillance de la présence des cellules
de K. brevis le long des cbtes américaines du Golfe du Mexique, ainsi qu’en Australie/Nouvelle
Zélande. Le nombre de cas d’intoxications humaines reste malgré tout sous-estimé, y compris
en Floride ou cette intoxication est pourtant a déclaration obligatoire.

Les symptomes les plus frequemment observés sont des paresthésies des extrémités des
membres et péri-orales, observées dans les cas les plus bénins : picotements ressentis aprés
la consommation de seulement 2-3 huitres (McFarren et al. 1965). Dans des cas sévéres
(observés chez de jeunes enfants), ont été décrits une perte de connaissance, des
convulsions, de la tachycardie, de la tachypnée.

Plus de dix symptdmes, principalement gastro-intestinaux, neurologiques et cardiovasculaires,
peuvent étre associés a une intoxication alimentaire par les brévétoxines.
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3.4.4. Génotoxicité

Les études portant sur la mutagenése et la génotoxicité de certaines brévétoxines ont mis en
évidence des effets significatifs sur différents parameétres. Cependant, les conditions
expérimentales de ces essais comportent de nombreuses et importantes limites
méthodologiques et/ou sont entachées de déviations majeures ce qui ne permet pas de valider
les résultats ou d’endosser leur interprétation. |l n’est donc pas possible de conclure quant au
potentiel mutagéne et génotoxique des brévétoxines. Les effets observés vis-a-vis de ces
parameétres biologiques représentent tout au plus des « alertes ».

Afin d’obtenir des résultats fiables et consolidés, la stratégie doit étre mise en ceuvre selon
une approche par étapes telle que recommandée par I'Efsa (2011) pour la production et
I'évaluation des données sur le potentiel génotoxique et mutagéne d'une substance (cf
paragraphe 3.8 sur les besoins de recherche).

3.4.5. Ecotoxicité

En plus des effets sur la santé humaine, les proliférations de K. brevis et d'autres espéces du
genre Karenia ont causé des mortalités massives de poissons, d'ociseaux marins, de tortues et
de mammiféres marins. Les effets des brévétoxines sur des organismes marins ou littoraux
ont été décrits aprés exposition expérimentale ou environnementale. Les brévétoxines
induisent des épisodes de fortes mortalités lors d’efflorescences importantes correspondant a
plusieurs millions de cellules par litre.

Plusieurs voies d’exposition ont été identifiées : (1) par exposition directe via I'ingestion de
cellules microalgales et/ou la filtration d’eau contenant des brévétoxines libérées apres lyse
des cellules; (2) par ingestion via la chaine alimentaire et/ou (3) par inhalation, lorsque les
brévétoxines sont aérosolisées lors d’efflorescences de Karenia.

La survie des invertébrés marins est peu affectée, mais des effets sublétaux (altérations du
développement, de la croissance et du comportement alimentaire et de nage) ont été
observés. Chez les poissons, I'exposition a des concentrations sublétales de brévétoxines
et/ou de cellules de K. brevis induit des signes affectant notamment les branchies et les
fonctions respiratoires, ainsi que le systéme nerveux central et le comportement natatoire.
Chez les mammiféeres marins (lamantins, dauphins), terrestres des zones littorales (coyotes,
chiens) et les tortues marines, des signes neurologiques (notamment désorientation, ataxie,
convulsions) ont été observés parallelement a la quantification de brévétoxines dans les tissus
et fluides biologiques lors/a la suite d’efflorescences de K. brevis.

3.5. Caractérisation du danger

Les données de toxicité aigué chez I'animal sont trés limitées et ne permettent pas d’identifier
une dose sans effet néfaste ni une dose minimale avec effets néfastes. La seule étude réalisée
par voie orale avait pour objectif de déterminer les doses létales a 50 % (DLso) de la BTX-2 et
de la BTX-3. Cette mesure ne peut pas étre retenue comme point de départ d’'une valeur
toxicologique de référence, car cela ne serait pas suffisamment protecteur.

Chez 'Homme, les données sont également trop limitées pour pouvoir établir une valeur
toxicologique de référence aigué (ARfD).

Néanmoins, a partir des données de cas d’intoxications humaines liées a la consommation de
coquillages contaminés par des brévétoxines, le GT a identifié des doses (quantités de
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brévétoxines ingérées) minimales associées a des symptomes (« LOAEL aigué ») et des
concentrations minimales dans les coquillages associées a des symptémes (Tableau 1).

Tableau 1 : Doses minimales de brévétoxines associées a des symptomes (« LOAEL aigués ») et
concentrations minimales dans les coquillages associées a des symptéomes

Etudes Doses minimales avec des symptdmes Concentrations minimales
(« LOAEL aigué ») dans lachairdes
coquillages associées a des
symptdmes
Mc Farren et al. 405-540 US/personne pour des symptdbmes moyens.
(1965) Une dose de 54-81 US/personne a induit des symptémes | 135 US/100 g pour des
mineurs (paresthésies seules) chez 1 cas. symptémes moyens.

Des symptdmes ont été associés a une dose de 91
US/personne (les auteurs ont pris un poids de chair de

20 g par huitre). >65US/100g

Complément par le GT :

En retenant un poids de chair consommé de 10 g* au lieu

de 20 g, le GT estime que la dose minimale avec des

symptdmes serait de 27-40,5 US/personne (2-3 huitres

a 10 g de chair, contaminées a 135 US/100 g de chair)
Hemmert, 1975 0,3-0,4 US/kg p.c. 75-118 US/100 g
Morris, 1991 35et 60 US/100 g
Watkins, 2008 ; 24 et 42,9 mg/kg

Terzagian, 2006

Pour comparaison, la teneur maximale retenue par le Codex Alimentarius et 20 US/100 g
I'US-FDA, Australie/Nouvelle-Zélande, Mexique 800 pg BTX-2/kg

US : unité souris ; * Le GT a considéré une masse de chair de 10 g/huitre en prenant en compte un indice de chair
de 10 % (celui-ci variant de 6,5-10,5 %) et I'hypothese d’huitres de 100 g (calibre n°2, 86-110 g) coquille comprise.

Une unité souris (US) correspond a la quantité d’extrait brut qui tue 50% des souris (20 g) en
930 minutes (15,5 h). 1 US = 3,4 uyg BTX-3 ou 4 ug BTX-2, selon Baden et Mende (1982).

Sur la base des données rapportées par Morris (1991), Gessner (2000) propose une
estimation de la dose entrainant des symptdmes mineurs se situant entre 42 et 72
US/personne. Cette valeur est souvent reprise dans les travaux de revue mais elle est jugée
trés incertaine par le GT. Elle prend pour hypothése une consommation de 12 huitres (120 g
en considérant un poids de chair de 10 g par huitre) comme seuil entrainant des symptémes
chez une faible proportion de personnes (2 cas/15 dans le groupe des faibles consommateurs)
parmi 84 consommateurs au total. Cependant, elle se base sur les niveaux de contamination
d’huitres mesurés dans les restes de 2 repas (35 et 60 US/100 g) qui n’ont causé que quatre
des 48 cas quantifiés. L’article de Morris (1991) n’'indique pas combien d’huitres contaminées
a 35 et 60 US/100 g ont été effectivement consommées par ces quatre cas.

Les études de Mc Farren et al. (1965) et Hemmert (1975) ne figurent pas dans I'avis de 'lEFSA
(2010).
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Le GT a jugé ces deux études particulierement intéressantes pour la suite de I'expertise car
elles comportent des informations détaillées sur la symptomatologie, les portions
consommeées, le poids des individus (pour I'une d’elle) et la quantification de brévétoxines dans
les restes de repas.

Le GT a identifié deux « LOAEL aigués » pour la suite de ses travaux : celle de 27-40,5
US/personne sur la base de Mc Farren et al. (1965) et celle de 0,3-0,4 US/kg p.c.
rapportée par Hemmert (1975).

Le GT a retenu la BTX-3 comme brévétoxines de référence dans les coquillages (et non la
BTX-2). La BTX-3 est la BTX de référence pour le test ELISA, elle présente une DL50 plus
faible que celle de la BTX-2. De plus, la BTX-2 est minoritaire dans les coquillages, en
comparaison de la BTX-3. La limite de 800 ug BTX-2/kg correspond a 680 BTX-3/kg de chair
de coquillages.

En équivalent BTX-3 (1 US = 3,4 ug BTX-3), les « LOAEL aigués » seraient de 92-138 ug eq.
BTX-3/personne sur la base de Mc Farren et al. (1965) et 1,02-1,36 ug eq. BTX-3/kg p.c sur
la base de Hemmert (1975).

3.6. Recommandations de valeur guide dans les coquillages

Afin d’évaluer le niveau de protection apporté par la teneur maximale de 20 US/100 g (800 g
BTX-2/kg de chair de coquillages), le GT a comparé I'exposition liée a la consommation de
coquillages contaminés a ce niveau avec les 2 « LOAEL aigués » retenues, sur la base de
plusieurs hypothéses de consommation (Tableau 2).

Tableau 2 : Evaluation du caractére protecteur de la teneur maximale de 20 US/100 g (800 ug
BTX-2/kg de chair de coquillages ou 680 ug BTX-3/kg de chair de coquillages)

Exposition correspondante a la
Hypothéses de consommation consommation de coquillages Dose minimale avec des symptomes
contaminés a hauteur de la TM = 20 (« LOAEL aigué »)
US/100 g de chair de coquillages
400 g de coquillages 80 US/personne 0,3-04 USIkg pe.
Etude Consomer (huitres) (Hemmert, 1975), | 27-40,5
P95=182,4¢g 36,5 US/personne hypothése d'un | US/personne
P975=255¢ 51 US/personne poids corporel de | (calculé par le GT
70 kg sur la base de Mc
Etude Consomer (moules) =21-28 Farren et al. 1965)
P95=200¢ 40 US/personne US/personne
P975=300¢g 60 US/personne
Soit 1,02-1,36 g | Soit 92-138 pg eq.
Etude Consomer (palourdes) i
PO5-50g 10 US/personne eq BTX-3/kgp.c | BTX3/personne
P975=60¢g 12 US/personne

Les estimations reposent sur des hypotheses de calcul prises a la fois par les auteurs et par le GT, chacune assortie
d'une marge d'erreur difficile a estimer. Il convient donc de considérer les valeurs du Tableau 2 avec un niveau
d'incertitude moyen pour I'étude de Hemmert (1975) et fort pour I'étude de McFarren et al. (1965).

Sur la base de la LOAEL aigué de 0,3-0,4 US/kg p.c. rapportée par Hemmert (1975), avec
I'hypothése d’'un poids corporel de 70 kg et d’'une consommation par défaut protectrice de 400
g de chair de coquillages, le GT a calculé une teneur de 52,5-70 US/kg de chair de coquillages.
Selon Baden et Menden (1982), 1 US = 3,4 ug BTX-3, ce qui correspondrait a une
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concentration de 179-238 ug eq. BTX-3/kg de chair de coquillages (donc 3 a 4 fois plus
faible que la limite de 800 ug BTX-2/kg correspondant a 680 BTX-3/kg de chair de coquillages).

Sur la base de la LOAEL aigué de 27-40,5 US/personne calculée par le GT a partir de I'étude
de Mc Farren et al. (1965), avec I'hypothése d’'une consommation par défaut protectrice de
400 g de chair de coquillages, le GT a calculé une teneur de 67,5-101,25 US/kg de chair de
coquillages, soit une concentration de 230-344 ug eq. BTX-3/kg de chair de coquillages
(donc 2 a 3 fois plus faible que la limite de 800 pg BTX-2/kg correspondant a 680 BTX-3/kg
de chair de coquillages).

En conclusion, la teneur maximale de 20 US/100 g de chair de coquillage (équivalente a 800
BTX-2/kg de chair de coquillages) n’apparait pas suffisamment protectrice. Le GT
recommande donc une valeur guide de 180 ug eq. BTX-3/kg de chair de coquillages
(correspondant a la somme de I’ensemble des métabolites de BTX recherchés).
L’application d’'un facteur de sécurité supplémentaire n’a pas été jugé nécessaire en raison
des hypothéses protectrices prises pour les calculs (consommation par défaut de 400 g de
chair de coquillages et un poids corporel de 70 kg).

3.7. Surveillance

Aux Etats-Unis, des systémes de surveillance ont été mis en place, principalement en Floride,
au Texas, au Delaware et en Alabama. La surveillance et la maitrise du danger associe aux
efflorescences du genre Karenia sont assurées par un suivi régulier de la présence des K.
brevis dans I'eau. La surveillance des brévétoxines est réalisée dans les coquillages et dans
l'air ou en réponse a un épisode de mortalité massive de poissons ou encore suite a la
déclaration de symptémes respiratoires chez ’lHomme. Des réseaux de sciences participatives
contribuent également a cette surveillance.

Pour les Etats Unis, le Mexique, I’Australie et la Nouvelle Zélande, les autorités sanitaires ont
mis en place des seuils : a) en nombre de cellules de microalgues dans I'eau pouvant aboutir
a des mesures de gestion préventives ; b) en brévétoxines dans la chair de coquillages
imposant la fermeture des zones de production.

En France, le REPHY? est chargé d’observer 'ensemble des espéces phytoplanctoniques des
eaux cOtiéres, par des prélévements réguliers sur 177 lieux répartis sur tout le littoral
métropolitain. Concernant la surveillance des brévétoxines, elles font partie des toxines suivies
par le réseau de veille d’émergence EMERGTOX.

Les brévétoxines (BTX-2 et/ou BTX-3) ont été détectées pour la 1ére fois en France en
novembre 2018, avec un maximum observé en novembre 2020 de 57,4 ug/kg de chair totale
de moules pour la somme de BTX-2 et BTX-3. Ces détections ont concerné uniquement des
moules de I'étang de Diana en Corse. La présence de brévétoxines dans les coquillages
pourrait s'expliquer par la présence de Karenia sp. et/ou d’autres organismes producteurs
potentiels de ces toxines, qui a été mise en évidence dans les prélevements d'eau effectués
en paralléle des prélévements de coquillages. Il est donc primordial d’identifier 'espéce ou les
espéces de microalgues productrices de ces toxines dans I'étang de Diana en Corse.

2 Réseau d'Observation et de Surveillance du Phytoplancton et de I'Hydrologie dans les eaux littorales
(REPHY) mis en ceuvre par I'Institut Frangais de Recherche pour I'Exploitation de la Mer (Ifremer)
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3.8. Besoins de recherche

Le GT a identifié un manque de connaissances et a recommandé les pistes de recherche
suivantes.

Concernant les données de toxicité

> L’effet des brévétoxines doit faire I'objet d’'une étude de toxicité orale aigué selon la ligne
directrice 424 de 'OCDE pour I'étude de la neurotoxicité (administration unique, période
d’observation de 14 jours), chez le rongeur, permettant la description de I'ensemble des
symptdbmes cliniques visibles (en particulier les altérations du comportement telles que
I'hyper-réactivité), I'évaluation la plus compléte de paramétres biologiques (paramétres
respiratoires et cardiovasculaires, suivi de la température interne, effets gastro-intestinaux)
pour déterminer la relation dose-effet. Une telle étude permettra de définir un effet critique
d’intoxication aigué et d’identifier une dose sans effet comme point de départ pour dériver
une valeur toxicologique de référence. Cette recommandation s’applique prioritairement a
la BTX-3, et dans un second temps aux autres brévétoxines majoritaires dans les
coquillages.

> Afin d’obtenir des résultats fiables et consolidés concernant le potentiel mutagene et
génotoxique des brévétoxines, la stratégie selon une approche par étapes telle que
recommandée par I'Efsa (2011) doit étre mise en ceuvre, en commengant par la batterie
de base de tests in vitro suivante : 1) un test d’Ames® (essai de mutation reverse
bactérienne) selon la ligne directrice 471 de I'OCDE, 2) une étude d’aberrations
chromosomiques, préférentiellement le test in vitro du micronoyau selon la ligne directrice
487 de I'OCDE. La brévétoxine considérée comme la plus pertinente en tant que
brévétoxine de référence devant faire I'objet de cette évaluation est la BTX-3. Le potentiel
des autres métabolites majoritaires présents dans les coquillages devrait également étre
investigué.

» Il conviendrait d’acquérir des données toxico-cinétiques de la BTX-3 aprés exposition orale
chez le rongeur selon la ligne directrice de TOCDE 417.

> Des études de toxicité subaigué/subchronique doivent étre envisagées. Elles seront
réalisées par administration orale réitérée, de 28 ou 90 jours sur rongeur selon les lignes
directrices de 'OCDE 424, 407 ou 408. Cette recommandation s’applique prioritairement
a la BTX-3, et dans un second temps aux autres BTX majoritaires dans les coquillages. La
toxicité chronique des brévétoxines doit également étre considérée dans des études sur
rongeurs.

> Le caractére toxique des brévétoxines pour le développement et le neuro-développement
doit faire I'objet d’'une étude visant a identifier les conséquences d’'une exposition de
femelles gestantes aux brévétoxines par voie orale sur sa descendance (lignes directrices
de 'OCDE 414 et 426).

> Les métabolites présents dans les coquillages pour lesquels il N’y a pas de données sur le
potentiel toxique devraient étre isolés et identifiés (élucider leur structure chimique). lls

3 Une attention particuliére devra étre portée en cas d’'un test négatif avec une dose maximale
analysable < 250 pg/boite, qui est la limite de sensibilité estimée pour la plupart des mutagenes
pertinents dans le test d'/Ames. Dans ce cas, le test d’Ames devra étre considéré comme insuffisamment
pertinent et le potentiel d’induction de mutation génique devra étre évalué sur des cellules de
mammiféres par exemple, a I'aide du test MLA/TK (OCDE 2016b).
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devraient étre produits en quantité suffisante pour pouvoir étudier leur potentiel toxique in
vitro (RBA et/ou neuro-2a).

Des études de toxicité relative par rapport a la BTX-3 pour les brévétoxines majoritaires
dans les coquillages devraient étre réalisées pour déterminer des facteurs d’équivalence
toxique (TEF).

L’effet des mélanges de métabolites mériterait d’étre investigué.

Concernant les méthodes analytiques, il conviendrait

>

de produire et de rendre disponible un plus grand nombre d’étalons et de matériaux de
référence de brévétoxines et de leurs métabolites ;

de développer des méthodes d’analyse physico-chimiques basées sur la spectrométrie de
masse et permettant d’ajouter aux brévétoxines natives leurs métabolites les plus polaires,
afin de pouvoir prendre en compte ces derniers lorsqu’ils sont présents dans les
coquillages ;

de mener des études de validation intra- et inter-laboratoires en bonne et due forme (AOAC
ou ISO) afin d’apprécier la fiabilitt des méthodes physico-chimiques, biochimiques et
biologiques ;

Le développement des méthodes analytiques est nécessaire pour la recherche de
brévétoxines dans les échantillons d’urine ou de sang pour confirmer les cas d’intoxication
humaine.

Concernant la surveillance

>

Il conviendrait d’étudier la cinétique de contamination/décontamination des coquillages par
les brévétoxines (avec des souches de microalgues productrices de brévétoxines
identifiées en Corse).

Une étude écophysiologique des microalgues productrices de brévétoxines identifiées en
Corse est recommandée en vue de déterminer les facteurs environnementaux favorisant
la prolifération cellulaire et la production de toxines.

L’étude des brévétoxines dissoutes avec des échantillonneurs passifs (qui donnent une
vision intégrative de la situation) permettrait de mieux identifier les zones impactées.

Une étude dans les zones ultra-marines (en particulier les Caraibes) pourrait rechercher
la présence de microalgues productrices et de brévétoxines dans les coquillages.

Le GT recommande de rechercher s’il y a des mortalités de poissons associées dans les
zones géographiques proches. Il serait pertinent d’analyser des échantillons de poissons
prélevés dans la zone impactée par la présence de brévétoxines (muscles et foies).

En cas de survenue de cas d’intoxication alimentaire par les brévétoxines, un suivi des
patients permettrait de détecter un éventuel effet persistant (séquelles).
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4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DU GT « BREVETOXINES » ET DU CES ERCA

Question 1. Quelles sont les données toxicologiques disponibles pour les
brévétoxines? Permettent-elles a I’Anses de proposer des valeurs toxicologiques de
référence aigué et chronique par voie orale ?

Les données de la littérature sont trés limitées concernant I'étude chez 'animal de la toxicité
aigué par voie orale et ne permettent pas d’identifier une dose sans effet néfaste ni une dose
minimale avec effets néfastes. Le GT a identifié une seule étude réalisée chez la souris pour
déterminer la dose létale a 50 % (DLso) pour la BTX-2 et la BTX-3. La toxicité aigué a été
étudiée par voie intrapéritonéale et intraveineuse pour la BTX-1, la BTX-2 et la BTX-3. Les
brévétoxines induisent des symptdémes neurologiques centraux et périphériques,
cardiovasculaires, respiratoires : ils se manifestent principalement par des fasciculations
musculaires, une ataxie, une réduction de la fréquence respiratoire, des troubles de I'activité
cardiaque et une réduction de la température corporelle. Des signes végétatifs — salivation,
larmoiement, miction et défécation — complétent le tableau neurologique.

Chez 'Homme, l'ingestion de coquillages contaminés par des brévétoxines peut entrainer un
syndrome nommé NSP pour « Neurotoxic Shellfish Poisoning ». Les symptdbmes débutent
généralement entre 1 h et 24 h aprés l'ingestion et peuvent persister jusqu’a 3 jours. Le
syndrome NSP se caractérise principalement par I'apparition de symptdmes neurologiques et
digestifs. Plus précisément, les signes neurologiques comprennent essentiellement des
paresthésies (au niveau des lévres et extrémités des membres), des vertiges, une asthénie,
ainsi qu'une paralysie partielle des membres, des troubles de I'élocution, une perte de
coordination et un coma dans les cas les plus graves. Une inversion de la perception de
température, une mydriase ainsi que des troubles cardio-vasculaires (bradycardie,
hypotension artérielle) ont également été rapportés. Les signes digestifs incluent des douleurs
abdominales, nausées, vomissements et diarrhées. Aucun déceés lié aux brévétoxines n’a été
rapporté a ce jour.

Quelques centaines de cas d’intoxications alimentaires ont été décrits et publiés dans des
revues scientifiques internationales. lls sont survenus en Floride, en Caroline du Nord, en
Nouvelle-Zélande et au Mexique. Aucun cas lié a la consommation de poissons n’a été
rapporté a ce jour.

Le faible nombre de ces événements peut étre expliqué par la mise en place d’une
réglementation relative a la commercialisation des coquillages via une surveillance de la
présence des cellules de K. brevis le long de la c6te Est américaine en particulier du Golfe du
Mexique, ainsi qu’en Australie/Nouvelle-Zélande.

A partir des données de cas d’intoxications humaines liées a la consommation de coquillages
contaminés par les brévétoxines, le GT a identifié deux doses minimales associées a des
symptdmes (« LOAEL aigués ») : celle de 27-40,5 US/personne sur la base de Mc Farren et
al. (1965) et celle de 0,3-0,4 US/kg pc rapportée par Hemmert (1975). En équivalent BTX-3,
les LOAEL seraient de 92-138 ug eq. BTX3/personne sur la base de Mc Farren et al. (1965)
et 1,02-1,36 ug eq BTX-3/kg p.c sur la base Hemmert (1975). Ces données sont toutefois trop
limitées pour pouvoir établir une valeur toxicologique de référence aigué (ARfD).

Les données de génotoxicité disponibles ont été estimées de qualité insuffisante pour pouvoir
conclure.
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Compte tenu de la similitude entre les brévétoxines et les ciguatoxines, des neurotoxines
responsables de la ciguatéra dont les effets peuvent perdurer pendant des mois voire des
années aprés exposition aigué, le GT estime que des effets a long terme faisant suite a une
exposition aigué aux brévétoxines ne peuvent pas étre exclus.

A la connaissance du GT, aucune étude de toxicité par administration orale répétée n’est
disponible, il n’est donc pas possible de proposer une valeur toxicologique de référence
chronique.

Les informations sont également manquantes concernant le potentiel toxique des brévétoxines
sur la reproduction et le développement.

Question 2. Sur la base des données toxicologiques identifiées par I’Anses, est-il
possible de proposer une valeur guide dans les coquillages au-dela de laquelle des
investigations complémentaires seraient demandées dans le cadre du dispositif
EMERGTOX ?

Afin d’évaluer le niveau de protection apporté par la teneur maximale de 20 US/100 g (800 g
BTX-2/kg de chair de coquillages), le GT a comparé I'exposition liée a la consommation de
coquillages contaminés a ce niveau avec les 2 « LOAEL aigués » identifiées, sur la base de
plusieurs hypothéses de consommation.

Le GT a retenu la BTX-3 comme BTX de référence dans les coquillages (et non la BTX-2). La
BTX-3 est la brévétoxines de référence pour le test ELISA, elle présente une DLs plus faible
que celle de la BTX-2. De plus, la BTX-2 est minoritaire dans les coquillages, en comparaison
avec la BTX-3.

Sur la base de la « LOAEL aigué » de 0,3-0,4 US/kg p.c. rapportée par Hemmert (1975), avec
I’hypothése d’'un poids corporel de 70 kg et d’'une consommation par défaut protectrice de 400
g de chair de coquillages, le GT a calculé une teneur de 52,5-70 US/kg de chair de coquillages.
Selon Baden et Menden (1982), 1 US = 3,4 ug BTX-3, ce qui correspondrait a une
concentration de 179-238 ug eq. BTX-3/kg de chair de coquillages (donc 3 a 4 fois plus
faible que la limite de 800 ug BTX-2/kg correspondant a 680 BTX-3/kg de chair de coquillages).

Sur la base de la « LOAEL aigué » de 27-40,5 US/personne calculée par le GT a partir de
I'étude de Mc Farren et al. (1965), avec I'hypothése d’'une consommation par défaut protectrice
de 400 g de chair de coquillages, le GT a calculé une teneur de 67,5-101,25 US/kg de chair
de coquillages, soit 230-344 pug eq. BTX-3/kg de chair de coquillages (donc 2 a 3 fois plus
faible que la limite de 800 ug BTX-2/kg correspondant a 680 BTX-3/kg de chair de coquillages).

Le GT estime que la teneur maximale de 800 ug BTX-2/kg de chair de coquillages n’apparait
pas suffisamment protectrice et recommande une valeur guide de 180 ug eq. BTX-3/kg de
chair de coquillages (correspondant a la somme de I'’ensemble des métabolites de BTX
recherchés).
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Question 3. Quelles modalités de suivi des brévétoxines dans le milieu marin pourraient
étre recommandées dans le cadre du dispositif EMERGTOX ? Quelles investigations
complémentaires seraient a réaliser en cas de dépassement de la valeur guide ?

Suivi des microalgues productrices de brévétoxines

Depuis 2008, la majorité des préleévements d’eau pour le REPHY est réalisée en sub-surface
(un métre en dessous de la surface). Le GT recommande de mettre en place une procédure
de prélévement qui intégrerait la colonne d'eau. Cette recommandation n’est pas spécifique a
cette saisine portant sur les brévétoxines.

La fréquence appliquée par le REPHY (quinzaine en routine, hebdomadaire en cas de
dépassement du seuil d'alerte pour les microalgues productrices de phycotoxines
réglementées) semble adaptée : en effet, les prélevements de coquillages dans le cadre
dEMERGTOX étant mensuels, il y a au moins deux prélévements d'eau précédant celui de
coquillages.

Les données disponibles a ce jour sont insuffisantes pour pouvoir proposer une concentration
seuil de microalgues (nombre de cellules par litre) applicable en France (plus particulierement
en Corse, seule zone touchée par les brévétoxines en France métropolitaine a ce jour) dans
le cadre ’EMERGTOX.

Pour pallier 'absence de seuil d’alerte pour Karenia spp en France, le GT recommande de
passer a une fréquence hebdomadaire de préléevement d’eau en cas de quantification de
brévétoxines dans les coquillages sur un lieu donné.

Concernant les analyses de I'eau, en premier lieu il s'avére nécessaire d'avoir un prélévement
d'eau brute non fixé pour pouvoir observer les cellules vivantes. En deuxiéme lieu, en cas de
détection d'espéces cibles, il sera fait appel a une structure experte en taxinomie des
microalgues.

En cas de détection de brévétoxines dans les coquillages et compte tenu de la difficulté a
identifier par microscopie optique les espéces de microalgues productrices de brévétoxines
(en particulier pour différencier K. brevis de K. papilionacae) le GT recommande I'utilisation de
la biologie moléculaire (amplification par PCR de plusieurs marqueurs moléculaires, au niveau
des régions D1-D2 du 28S ADNr, V4 du 18S ADNr ainsi que la région intergénique ITS2).

Par ailleurs, concernant la situation en Corse, le GT recommande :

> d’isoler et de mettre en culture les espéces de microalgues potentiellement productrices
de brévétoxines ;

» de rechercher la présence potentielle de microalgues productrices de brévétoxines sur le
ou les autre(s) site(s) de production conchylicole, y compris en mer ouverte ;

> de déterminer un seuil d’alerte en microalgues productrices de brévétoxines (qui
déclencherait des analyses de brévétoxines dans les coquillages).

Suivi des brévétoxines dans les coquillages

Le GT recommande une valeur guide de 180 ug eq. BTX-3/kg de chair de coquillages pour la
somme de I'ensemble des métabolites de BTX recherchés.

En cas de dépassement de cette valeur guide dans des moules ou des huitres en Corse
(espéces suivies dans EMERGTOX au point de Diana, seule zone touchée par les
brévétoxines en France métropolitaine a ce jour), le GT recommande :
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» de faire une information active auprés des professionnels de santé pour renforcer la
détection de cas potentiels d’intoxication ;

» derechercher les brévétoxines dans les autres espéces de coquillages produits sur la zone
concernée ;

» de rechercher la présence potentielle de brévétoxines dans les coquillages sur le ou les
autre(s) site(s) de production conchylicole, y compris en mer ouverte.

Par ailleurs, le GT recommande d’identifier les périodes a risque en Corse au cours desquelles
la fréquence de prélévement des coquillages pourrait étre renforcée.

En cas de péche récréative dans la zone géographique a proximité, le GT recommande que
ces résultats soient pris en compte par le gestionnaire du risque.

Ces recommandations s’appliquent aussi en cas de dépassement de cette valeur guide dans
des coquillages d’autres zones de production que la Corse.

Actuellement, dans le cadre du réseau EMERGTOX, seules les BTX-2 et BTX-3 sont
recherchées via la méthode multi-toxines en LC-MS/MS qui cible plusieurs groupes de toxines
lipophiles réglementées et non réglementées au niveau européen. La mise en évidence des
brévétoxines en France depuis 2018 doit conduire a élargir la recherche a d’autres
brévétoxines.

Le GT recommande de mettre en place des approches complémentaires :

> un test ELISA pour le criblage des brévétoxines de type B produites par les microalgues
et des métabolites formés dans la chair des coquillages. Cette approche permet de prendre
en compte les brévétoxines non analysables par LC-MS/MS faute de disponibilité
commerciale des substances de référence correspondantes ;

» une méthode d’analyse physico-chimique ciblée spécifique aux brévétoxines dont les
étalons sont disponibles en utilisant la LC-MS/MS. Le GT recommande par ailleurs de
développer une méthode d’analyse permettant la recherche dans les coquillages les
métabolites des brévétoxines moins lipophiles, afin de pouvoir, le cas échéant, les prendre
en compte ;

> une analyse non ciblée utilisant la LC-HRMS pour disposer d’informations spectrales
permettant de cerner d’éventuelles nouvelles brévétoxines et/ou nouveaux métabolites ou
produits de dégradation.

La liste des métabolites que le GT propose comme prioritaires est constituée de : BTX-1, BTX-
2, BTX-3, BTX-B1, BTX-B2, S-désoxy-BTX-B2, BTX-B3, BTX-B4(a et b).

Le GT recommande que les analyses soient réalisées sur chair totale plutét que sur la glande
digestive (pour étre plus représentatif a des fins d’évaluation des risques).

Suivi épidémiologique

Le GT Toxines naturelles de la Direction des alertes et des vigilances sanitaires (DAVS) de
'Anses a élaboré début 2021 une fiche de signalement pour les Centres Antipoison et de
Toxicovigilance (CAPTV) afin de recenser les cas d’intoxication par des biotoxines marines.
Les brévétoxines sont incluses a cette fiche, qui sera complétée dans un second temps pour
les aspects liés a I'exposition aux brévétoxines par inhalation et contact cutanéomuqueux.
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Question 4. Compte tenu des données toxicologiques et au vu du contexte, existe-t-il
une préoccupation de santé publique aux niveaux de contamination identifiés dans
certaines zones marines frangaises liée a la consommation de coquillages ?

Depuis la recherche des brévétoxines dans le réseau EMERGTOX début 2018, des
concentrations quantifiées ont été rapportées uniquement dans des moules de I'étang de
Diana (Corse). La concentration maximale rapportée a ce jour est de 345 ug/kg de glande
digestive pour la somme de BTX-2 et BTX-3 (novembre 2020) ce qui correspond* a une valeur
estimée a 57 ug/kg de chair totale pour la somme de BTX-2 et BTX-3).

Le GT note que les concentrations des deux brévétoxines dans les coquillages ont augmenté
de 20 ug/kg de chair total en novembre 2018, 44 ug/kg en janvier 2019 a 57 ug/kg en
novembre 2020.

Ces données sont trop limitées pour servir de base a une estimation de I'exposition alimentaire
du consommateur.

Les concentrations sont inférieures a la nouvelle valeur guide proposée par le GT (de 180 ug
eq. BTX-3/kg de chair de coquillages), mais le GT souligne qu’il peut y avoir une sous-
estimation de la teneur totale en brévétoxines du fait que seules deux brévétoxines sur
I'ensemble des métabolites potentiellement toxiques ont été analysées dans EMERGTOX.

C’est pourquoi le GT recommande d’élargir dés que possible la prise en compte des BTX
suivantes pour I'analyse par couplage LC-MS multidimensionnel ou haute résolution : BTX-1,
BTX-2, BTX-3, BTX-B1, BTX-B2, S-désoxy-BTX-B2, BTX-B3, BTX-B4(a et b).

Ainsi, le GT estime qu’une préoccupation sanitaire aprés exposition aigué ne peut pas étre
exclue.

Enfin, le GT ne peut pas se prononcer sur les potentiels effets liés a une exposition répétée a
des concentrations faibles.

5. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
endosse les conclusions du groupe de travail « Brévétoxines » et du Comité d’experts
spécialisé « Evaluation des risques physico-chimiques dans les aliments » (CES ERCA).

Ces travaux d’expertise constituent une avancée pour la prise en compte des bréveétoxines
dans les coquillages en France. Bien que ces biotoxines marines constituent un risque avéré
en Floride particuliérement, mais également en Australie/Nouvelle-Zélande et au Mexique, il
s’agit d’'un risque émergent en France et plus largement en Europe, ou elles ne sont pas
réglementées. C’est grace au réseau de veille démergence des biotoxines marines dans les
coquillages (EMERGTOX), mis en place par la DGAL, que les brévétoxines ont été détectées
pour la premiére fois dans des coquillages frangais en novembre 2018.

L’analyse des données de la littérature a permis de proposer une valeur guide dans les
coquillages, exprimée en équivalent BTX-3 pour la somme de I'ensemble des brévétoxines

4 En faisant I'hypothése que les BTX se concentrent uniqguement dans la glande digestive et sur la base
de résultats préliminaires réalisés en 2018 et 2019 sur la chair totale.
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recherchées, en combinant deux approches analytiques complémentaires, 'ELISA et la LC-
MS/MS.

A ce jour, les brévétoxines ont été détectées dans des coquillages frangais uniquement en
Corse, a I'étang de Diana. L’Agence recommande donc de prioriser les efforts de recherche
pour mieux comprendre cette situation afin d’identifier la ou les espéces de microalgues
productrices, proposer un seuil d’alerte (en nombre de cellules dans I'eau) et caractériser le
profil toxinique.

Afin de pouvoir élaborer une valeur toxicologique de référence aigué, 'Agence identifie
également comme action prioritaire la réalisation d’'une étude de toxicité orale aigué chez le
rongeur selon la ligne directrice 424 de 'OCDE pour I'étude de la neurotoxicité.

Grace aux travaux menés par le groupe de travail sur les toxines naturelles de la Direction des
alertes et des vigilances sanitaires (DAVS) de 'Anses, une fiche de signalement a été élaborée
début 2021 pour les Centres Antipoison et de Toxicovigilance (CAPTV) afin de recenser les
cas d’intoxication liés a la consommation de coquillages contaminés par des biotoxines
marines. Les brévétoxines sont incluses dans cette fiche, ce qui devrait faciliter le recueil de
cas et estimer plus précisément le niveau de préoccupation sanitaire lié aux brévétoxines en
France.

Dr Roger Genet
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ANNEXE

Suivi des actualisations de l'avis.
Le texte barré a été retiré et le texte en italique a été ajouté.

Date Page |Description de la modification
02/03/2021 Premiére version de I'avis
Décembre |3

2021 3.2.1. Liste des brévétoxines pour I'’expertise
Sur la base des données de toxicité, d’'occurrence dans les coquillages

et de la disponibilité des étalons, la liste des brévétoxines (BTX) que
le GT propose de considérer comme prioritaires est constituée de :
BTX-1, BTX-2, BTX-3, BTX-B1, BTX-B2, désoxy-BTX-B2; S-désoxy-
BTX-B2, sulfoxyde-BTX-B2; BTX-B3, BTX-B4(a et b).

16 La liste des métabolites que le GT propose comme prioritaires est
constituée de : BTX-1, BTX-2, BTX-3, BTX-B1, BTX-B2, désexy-BTX-
B2; S-désoxy-BTX-B2, sulfoxyde-BTX-B2; BTX-B3, BTX-B4(a et b).
17

C’est pourquoi le GT recommande d’élargir dés que possible la prise
en compte des BTX suivantes pour I'analyse par couplage LC-MS
multidimensionnel ou haute résolution : BTX-1, BTX-2, BTX-3, BTX-
B1, BTX-B2, désoxy-BTX-B2; S-désoxy-BTX-B2, sulfoxyde-BTX-B2;
BTX-B3, BTX-B4(a et b).
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Le directeur général
Maisons-Alfort, le 22 décembre 2021

AVIS
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire
de I'alimentation, de ’environnement et du travail

sur I’état des connaissances relatives a I’exposition aux brévétoxines par
inhalation d’embruns ou par contact direct avec de I’eau contaminée en cas de
baignade ou de pratique d’activités nautiques

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement & assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail
et de l'alimentation et & évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d'une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé
des végétaux et d’autre part a I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que I'expertise et I'appui
scientifique technique nécessaires a I'élaboration des dispositions législatives et réglementaires et a la mise en
ceuvre des mesures de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont publiés sur son site internet.

L’Anses a été saisie le 14 janvier 2020 par la direction générale de I'alimentation (DGAL) et la
direction générale de la santé (DGS) pour la réalisation d’'une expertise quant a la toxicité
aigué et chronique des brévétoxines susceptibles d’exposer les personnes a un risque par
ingestion, par inhalation ou par contact.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Les brévétoxines correspondent a une famille de biotoxines marines comprenant de nombreux
métabolites. Elles sont produites principalement par le dinoflagellé Karenia brevis (ancien
nom : Gymnodinium breve et Ptychodiscus brevis), connu pour étre a I'origine de « marées
rouges » lors d'épisodes d’efflorescence. En France, les brévétoxines font I'objet d’'une
surveillance dans le cadre du réseau de veille d'émergence des biotoxines marines dans les
coquillages (EMERGTOX) depuis janvier 2018.

Elles ont été détectées pour la premiére fois en France en novembre 2018 dans des moules
de I'étang de Diana en Corse. Le prélevement d’eau associé pour le suivi du phytoplancton a
montré la présence de Karenia spp. (genre de microalgues dont certaines espéces produisent
des brévétoxines) mais I'espéce Karenia brevis n’a pas été spécifiquement mise en évidence.
Par ailleurs, plusieurs espéces de dinoflagellés suspectées, d’aprés la littérature, d’étre
producteurs potentiels de composés bioactifs de type brévétoxines sont présents de fagon
récurrente sur 'ensemble des cbtes frangaises métropolitaines depuis plusieurs années.

AGENCE NATIONALE DE SECURITE SANITAIRE de I'alimentation, de I'environnement et du travail
14 rue Pierre et Marie Curie 94701 Maisons-Alfort Cedex
Tél +33 (0)1 49 77 13 50 — www.anses.fr
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Dans ce contexte, il a été demandé a I'Anses de fournir des éléments de réponse aux
questions suivantes :

Question 1. Quelles sont les données toxicologiques disponibles pour les brévétoxines ?
Permettent-elles a I'Anses de proposer des valeurs toxicologiques de référence aigué et
chronique par voie orale ?

Question 2. Sur la base des données toxicologiques identifiées par I’Anses, est-il possible de
proposer une valeur guide dans les coquillages au-dela de laquelle des investigations
complémentaires seraient demandées dans le cadre du réseau EMERGTOX ?

Question 3. Quelles modalités de suivi des brévétoxines dans le milieu marin pourraient étre
recommandées dans le cadre du réseau EMERGTOX ? Quelles investigations
complémentaires seraient a réaliser en cas de dépassement de la valeur guide ?

Question 4. Compte tenu des données toxicologiques et au vu du contexte, existe-t-il une
préoccupation de santé publique aux niveaux de contamination identifiés dans certaines zones
marines frangaises liée a la consommation de coquillages ?

Question 5. Existe-t-il une préoccupation sanitaire liée a I'exposition aux brévétoxines par un
contact direct avec de I'eau contaminée notamment en cas de baignade ou de pratique
d’activités nautiques ou en cas d’exposition par inhalation a des embruns ?

Les réponses aux quatre premiéres questions ont fait I'objet d’'un avis de I'Anses’,
accompagné d'un rapport d’expertise intitulé « Etat des connaissances relatives aux
brévétoxines dans les coquillages, données de toxicité, d’occurrence et microalgues
productrices ».

Le présent avis vise a répondre a la cinquiéme question relative a I'exposition via les embruns
ou via le contact direct avec de I'eau contaminée lors de la pratique de la baignade ou d’autres
activités de loisirs nautiques.

2. ORGANISATION DE L’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’Anses a confié I'instruction de la question relative a I'exposition par inhalation ou contact
cutanéo-muqueux a cing rapporteurs compétents dans le domaine des aérosols et des
brévétoxines.

Les travaux d’expertise se sont basés sur une revue de la littérature. Deux bases de données
(Scopus et Pubmed) ont été interrogées entre novembre 2020 et février 2021 ce qui a permis
d’identifier 155 références en lien avec la question posée.

Les principales informations issues de cette recherche ont été présentées pour validation au
CES « Eaux » (tant sur les aspects méthodologiques que scientifiques) lors des réunions
plénieres du 6 avril 2021, du 1¢" juin 2021 et du 6 juillet 2021. Le présent avis tient compte des
observations et éléments complémentaires transmis par les membres du CES « Eaux ». Les
travaux d’expertise ont été adoptés par le CES « Eaux » le 6 juillet 2021 a I'unanimité des
experts présents.

1 Avis sur I'état des connaissances relatives aux brévétoxines dans les coquillages, données de toxicité,
d’occurrence et microalgues productrices (avis du 2 mars 2021 révisé).
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Ces travaux sont ainsi issus d’un collectif d’experts aux compétences complémentaires.

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 publiées sur le site internet:
https://dpi.sante.gouv.fr/.

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DES RAPPORTEURS

K. brevis est une espéce principalement présente dans le golfe du Mexique. Elle se développe
du Mexique a la Floride mais elle est particulierement fréquente sur la céte ouest de la Floride
(Tester et al. 1997 ; Patel 2020). La majorité des études retenues pour réaliser cette expertise
ont été réalisées en Floride et se sont concentrées sur I'espéce K. brevis.

Les efflorescences de K. brevis peuvent étre peu étendues ou occuper de grandes surfaces
(jusqu’a 6000 km?) (Patel, 2020), présenter de faibles a de trés fortes concentrations (de moins
de 1000 cell.L" a plusieurs millions cell.L™") et persister de quelques jours a plusieurs mois
dans I'eau (Tester 1997 ; Patel 2020).

La présence des brévétoxines (BTX) a été identifiée dans I'eau, dans les aérosols marins,
dans I'eau de pluie et le sable (Cheng, 2005 a et b ; Pierce 2000, 2005, 2008, 2011 ; Buttke
2018 ; Castle, 2013).

3.1. Contamination du milieu aquatique

La contamination des milieux aquatiques survient principalement apres la lyse des cellules.
Lors de la lyse cellulaire de K. brevis, différents analogues de BTX sont alors libérés dans la
colonne d’eau. La quantité moyenne de BTX produite in situ par K. brevis est comprise entre
8 et 30 pg par cellule (Baden et Tomas 1988 ; Pierce et al. 2000).

Un bilan des études menées sur les plages de Sarasota en Floride durant les années 2000 a
montré que les concentrations en BTX totales détectées par des tests ELISA dans I'eau de
mer (sous forme intracellulaire ou solubilisée) peuvent varier entre 2,25 et 69 ug.L-! pour des
densités cellulaires comprises entre 200 000 et 1 million de cellules par litre (Fleming et al.
2005, 2007, 2009; Milian et al. 2007 ; Kirkpatrick, 2011). Sur ce site, la BTX-2 est I'analogue
mesuré en plus grande concentration dans I'eau suivi de BTX-1 et de BTX-3.

La concentration des analogues dans I'eau de mer varient selon la phase du cycle des
efflorescences (croissance, stationnaire ou déclin), I'intensité des efflorescences, le site ou
elle se développe et les conditions environnementales (Baden et Tomas, 1988 ; Baden et al.,
2005, Pierce, 2003, 2008, 2011). Les analogues BTX-2 et BTX-3 par exemple semblent étre
présents a des concentrations plus élevées dans I'écume (respectivement 1900 ug.L" et 1200
Mg.L") que dans la colonne d’eau (zone de déferlement-respectivement 20 ug.L"' et 4 pug.L")
(Pierce, 2003). Enfin, les concentrations en BTX-3 augmentent dans I'eau au cours des
efflorescences pour devenir majoritaires en fin d’efflorescences (Pierce et al. 2008), ce qui
semble indiquer une conversion de BTX-2 en BTX-3 lorsque les cellules sont lysées.

3.2. Brévétoxines et aérosols

Les aérosols marins sont issus de I'interaction entre le vent et les vagues. Les frottements du
vent a la surface de la mer ou de I'océan engendrent de la turbulence mécanique a l'origine
de la formation et du développement des vagues (Demoisson 2014). La taille des vagues est
déterminée par l'intensité et la durée du vent ainsi que par la distance sur laquelle il souffle, la
topographie des fonds et la forme de la plage. Lorsque la vitesse du vent est supérieure a 5
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m.s™!, des vagues sont formées a la surface des océans. Ces vagues grandissent puis
déferlent. Quand une vague déferle, de l'air est entrainé sous la surface de 'eau (jusqu’a 10
m de profondeur) et forme, en remontant a la surface, un nuage de bulles (Demoisson 2014 ;
Claeys 2016). Les bulles formées sont les premiéeres responsables des émissions d’aérosols
marins lorsqu’elles éclatent a la surface (Blanchard et Woodcock 1980 ; Demoisson 2014).
Lorsque les bulles remontent a la surface, elles peuvent s’enrichir de matiéres, dissoutes ou
particulaires (Blanchard, 1989).

La concentration en BTX dans les aérosols collectés sur la plage dépend de la concentration
en BTX présente dans la zone de déferlement, de la vitesse et de la direction du vent ainsi
que de I'exposition de la plage (Pierce 2003 ; Backer 2003 ; Cheng 2005). En fonction de la
localisation des efflorescences a la surface de I'eau (« surf zone », vagues déferlantes) et de
la force et vitesse du vent, les concentrations en BTX dans les aérosols varient, de méme que
leur distribution sur la plage et dans les terres.

L’analyse des aérosols sur la plage de Sarasota en Floride lors de plusieurs épisodes
d’efflorescences de K. brevis indique que la taille des particules est comprise entre 5 et 12 ym
et que ces aérosols contiennent des brévétoxines (Cheng et al., 2005). Comme dans les
échantillons d’eau, les analogues BTX-1,- 2, -3 et -B5 sont majoritairement retrouvés dans les
aérosols. Tout comme dans la colonne d’eau, la composition en BTX dans les aérosols varie
au cours des phases de I'efflorescence (Roszell, 1989). Pendant les phases stationnaires et
décroissantes de l'efflorescence, les concentrations de BTX-1 et BTX-2 dans I'air diminuent
considérablement et celles de BTX-3 augmentent.

3.3. Exposition aux brévétoxines

L’exposition aux BTX lors de la pratique d’activités professionnelles ou de loisirs a proximité
ou sur la plage peut se faire via le contact direct avec de I'eau contaminée ou via l'inhalation
d’embruns.

Plusieurs études décrivent les symptdmes observés lors de I'exposition a des embruns
contenant des BTX : éternuements, rhinorrhée et irritation de la gorge (Milan 2007 ; Fleming
2009 ; Cheng et al. 2004; Cheng et al. 2005a; Cheng et al. 2005b; Fleming et al. 2005a;
Fleming et al. 2007b; Milian et al. 2007; Pierce et al. 2003; 2005; 2008). Les symptomes
apparaissent de quelques minutes a quelques heures (< 24 h) aprés I'exposition et se
résorbent généralement dés que les individus quittent la zone contaminée. La localisation
anatomique des symptédmes suggére un dépot de BTX dans les voies aériennes supérieures.
Les symptomes se déplacent des parties supérieures vers les parties inférieures de I'arbre
respiratoire et s’accentuent en fonction de I'augmentation de la concentration en BTX dans
I'air (Backer et al. 2003). Une exposition a des concentrations atmosphériques de 'ordre de 3
a 5 ng.m3 sont suffisantes pour observer des symptémes des voies respiratoires supérieures.
Des concentrations en BTX de 30 a 40 ng.m? sont nécessaires pour provoquer des
symptdémes en lien avec une atteinte des voies respiratoires inférieures, notamment chez les
personnes asthmatiques.

Les irritations respiratoires ne sont pas les seuls symptdmes observés lors d’une efflorescence
de K. brevis. Les aérosols contaminés par des BTX qui se déposent sur le visage et la peau
peuvent également causer des irritations cutanées et oculaires (Kirkpatrick 2004).

L’ensemble de la population peut étre sujette a de tels symptédmes mais les professionnels qui
travaillent dans des zones contaminées ont plus de chance de se trouver exposés aux BTX.
Les personnes asthmatiques et celles présentant des problémes respiratoires chroniques
semblent étre des populations plus sensibles a ce type d’exposition. De méme, les femmes
enceintes pourraient constituer une population sensible qui devrait éviter la fréquentation des
plages lors d’épisodes d’efflorescences de K. brevis au regard des résultats de Benson (2006)
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qui a montré expérimentalement le transfert de brévétoxines vers le placenta de souris en
gestation lors de I'exposition par aérosol.

Les études concernant I'exposition par contact avec de I'eau contaminée par des cellules K.
brevis et/ou par des BTX sont parcellaires. Aucune étude décrivant une exposition aux BTX
durant la pratique d’une activité de loisirs nautiques n’a été recensée dans le cadre de la revue
de la littérature. En revanche des irritations cutanées ont été observées chez des scientifiques
prélevant de I'eau et des bivalves a proximité d’'une efflorescence (Cummins et al. 1971).

3.4. Toxicité chez I’animal

Les données de la littérature relative a I'étude chez I'animal de la toxicité des brévétoxines par
inhalation sont peu nombreuses. Si des effets irritants ont pu étre observés chez les animaux
et en particulier chez des animaux asthmatiques (brebis), les doses testées chez les animaux
sont largement supérieures (plusieurs centaines de mg.m=) a celles mesurées sur les plages
(quelques dizaines de ng.m3®). Les résultats obtenus chez les animaux ne sont pas
transposables en I'état actuel a 'Homme.

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DU CES EAUX

A ce jour, aucune efflorescence liée aux Karenia brevis n’a été identifiée sur les cotes
frangaises métropolitaines ou ultramarines. Le suivi systématique de cette microalgue et/ou
des brévétoxines dans le cadre du contréle sanitaire des eaux de baignades en eau de mer
n’est donc pas préconisé.

En revanche, compte tenu de la présence sur les cotes frangaises métropolitaines de différents
producteurs potentiels de brévétoxines, le CES « Eaux » recommande la mise en place d'un
systéme de surveillance participative, par des acteurs de terrain (association sportive, maitre-
nageur, etc.) basée sur une surveillance visuelle de la variation de la coloration de I'eau. Un
tel systéme de surveillance a déja fait ses preuves lors du suivi des cyanobactéries en eau
douce (Mitroi et al. 2020).

De plus, la présence de BTX dans les eaux marines frangaises étant une problématique
émergente peu connue des professionnels de santé et de la population générale, le CES
« Eaux » propose que dans le cadre de la toxicovigilance, une note d’information soit rédigée
par 'Anses, afin d’informer le réseau des Centres antipoison de 'émergence des BTX et des
risques sanitaires encourus, sur le littoral francgais lors d’'une exposition par inhalation
d’embruns ou par contact cutané ou ingestion d’eau lors de la pratique d’activés nautiques.

Enfin, dans un contexte de réchauffement climatique qui pourrait favoriser les conditions de
développement des espéces productrices de brévétoxines, le développement d’efflorescence
de Karenia brevis le long des cotes frangaises métropolitaines ou ultramarines n’est pas a
exclure. De ce fait, les experts préconisent, si une efflorescence de ces microalgues est
mise en évidence sur les cétes frangaises, d’instaurer les mesures de gestion
suivantes :

¢ Identifier les espéces présentes dans l'efflorescence ;
e Sila présence de producteur de brévétoxines est avérée :
0 estimer les abondances cellulaires et les concentrations en toxines dans 'eau
et dans l'air ;
0 interdire la baignade et la pratique des activités de loisirs nautiques a proximité
de l'efflorescence ;
0 recommander le port de protections respiratoires (masques chirurgicaux ou
FFP2) a proximité des plages affectées ;
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o informer les populations a risque et notamment les personnes asthmatiques,
celles présentant des troubles respiratoires chroniques ainsi que les femmes
enceintes des risques liés a la présence d’efflorescence de ces microalgues;

0 en cas de contact avec ces microalgues et de sensation d’irritation, sortir de
I'eau et se rincer soigneusement avec de I'eau ;

o0 sensibiliser les professionnels de santé susceptibles de rencontrer des
personnes présentant des symptdmes évocateurs d’'une intoxication par les
BTX (médecins généralistes, urgentistes, SAMU, CAPTV).

Acquisition de connaissances

Les BTX sont une problématique émergente en France. Il est nécessaire de développer des
connaissances concernant cette famille de biotoxines marines et ses producteurs afin de
disposer de données robustes permettant de prendre des mesures de gestion applicables
immédiatement en cas d’apparition d’'une « marée rouge » sur les cbtes continentales ou
ultramarines. Les experts recommandent donc d’acquérir des données et de poursuivre les
travaux d’études et de recherche sur les points suivants :

occurrence des différentes espéces de producteurs potentiels de BTX dans les
territoires ultramarins ;

suivi environnemental des sites de baignade situés a proximité des points de
surveillance du REPHY? ou des producteurs potentiels de BTX ont été détectés dans
le passé. Ces prélevements réguliers d’eau et d’air permettraient de recueillir des
données afin de définir, par la suite, si un risque lié a la présence de brévétoxines
existe en France dans les eaux récréatives marines et/ou dans les embruns ;
amélioration de la compréhension des conditions de développement des différentes
espéces productrices de brévétoxines ;

comparaison de l'efficacité des différents types de masque par rapport a I'exposition
aux BTX selon la population visée (population générale, professionnel, personne
asthmatique, etc.) ;

développement d’études pour caractériser la protection individuelle suffisante pour
protéger les personnes sensibles en cas d’efflorescence.

Concernant la toxicité

0 poursuivre les études d’exposition par inhalation chez les animaux de
laboratoire en recherchant 'ensemble des signes d’intoxication (neurotoxiques,
musculaires, cardiovasculaires, thermiques) observés avec d’autres voies
d’exposition (oral, i.p) ;

o0 mettre en place des études pour déterminer les effets d’'une exposition par
contact cutanéo-muqueux d’'une eau contaminée par les brévétoxines ;

o0 mettre en place une étude pour déterminer les effets d’'une exposition par
contact cutané aux aérosols contaminés ;

0 mieux comprendre la toxicité des analogues de brévétoxines pour une
exposition a court, moyen et long terme via le contact cutanéo-muqueux ou
'inhalation.

Concernant la surveillance des eaux marines récréatives
o approfondir les recherches, en association avec les observations satellites
menée par le REPHY, sur [l'utilisation de la chlorophylle et des profils
pigmentaires comme indicateur d’'une efflorescence de K. brevis ;

2 REPHY : Réseau d'observation et de surveillance du phytoplancton et de I'nydrologie dans les eaux littorales.
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0 développer une base de données communes au REPHY, a la directive cadre
sur le milieu marin, Sise baignade® qui permettrait de mutualiser les
informations relatives a la qualité des eaux de baignade et de prévoir
I'apparition de dangers émergents dans les eaux récréatives frangaises.

5. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
endosse les conclusions du Comité d’experts spécialisé « Eaux ».

L’Agence rappelle qu’'a ce jour, Karenia brevis n’a pas été observé dans les eaux littorales
francaises dans le cadre de la surveillance nationale (REPHY).

Toutefois, les changements climatiques pourraient conduire a [lintroduction puis au
développement de cette espéce dans les eaux frangaises. De méme le biofouling* pourrait
egalement représenter une source de déplacement des especes productrices de brévétoxines
dans ces eaux. Par anticipation d’une possible future efflorescence, 'Agence recommande de
prioriser les efforts de recherche pour I'acquisition de connaissances sur cette problématique,
en particulier l'identification de la ou les espéces de microalgues productrices, en vue
notamment de proposer un seuil d’alerte, en appui a la définition de mesures de gestion
adaptées.

Roger Genet

3 Sise-baignade : systéme d'information sur les eaux de baignade
4 Biofouling : colonisation de toute surface (vivante ou non) en milieu aqueux par des organismes vivants
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Présentation des intervenants

PREAMBULE : Les experts membres de comités d’experts spécialisés, de groupes de travail ou
désignés rapporteurs sont tous nommés a titre personnel, intuitu personae, et ne représentent pas
leur organisme d’appartenance.

GROUPE DE TRAVAIL (BREVETOXINES DANS LES COQUILLAGES, QUESTIONS 1 A 4)

Présidente

Mme Raphaéle LE GARREC - Maitre de conférences des universités — Compétences en
toxicologie, VTR, brévétoxines, neurotoxicité, systéme nerveux périphérique

Membres

M. Eric ABADIE — Chercheur, Ifremer/UMR MARBEC, Séete — Compétences en écophysiologie et
écologie des dinoflagellés, biotoxines marines, Réseau de surveillance et d'observation du
phytoplankton et des phycotoxines (REPHY) en Occitanie

M. Zouher AMZIL — Chercheur, Ifremer/Centre Atlantique, Nantes — Compétences en microalgues
toxiques et nuisibles, chimie analytique des biotoxines marines, veille d’émergence des biotoxines
marines dans les coquillages (EMERGTOX)

Mme Marie-Yasmine BOTTEIN — Chercheuse en toxicologie environnementale — Compétences en
toxicologie des biotoxines marines, connaissances sur les brévétoxines, méthodes analytiques,
contamination chimique des aliments, écotoxicologie

Mme Katia COMTE - Maitre de conférences, MNHN/UMR MCAM, Paris — Compétences en
écophysiologie et écologie des protistes photosynthétiques, écotoxicologie, culture, dosage des
toxines

M. Nicolas DELCOURT - Maitre conférence universitaire — Praticien Hospitalier, Centre antipoison
et de toxicovigilance, CHU Purpan/Université de Toulouse — Compétences en biochimie et
toxicologie clinique, neurobiologie

M. Vincent HORT — Laboratoire nationale de référence pour les biotoxines marines, Anses, Maisons-

Alfort — Compétences en chimie analytique des biotoxines marines, veille d’émergence des
biotoxines marines dans les coquillages (EMERGTOX)

M. César MATTEI — Maitre de conférences des universités, Angers — Compétences en toxicologie
des toxines, systéme nerveux, récepteurs, neurotoxicité, canaux ioniques

M. Jordi MOLGO - Directeur de recherche émérite, CNRS/CEA, Saclay — Compétences en
pharmacologie, neurosciences, biotoxines marines

RAPPORTEURS POUR LES QUESTIONS 1 A4

Mme Nadine NEAUD-MASSON - Ifremer, Nantes — Coordination du REPHY et REPHYTOX

M. Fabrice NESSLANY - Directeur de laboratoire, Institut Pasteur de Lille - Compétences en
toxicologie (génotoxicité)

RAPPORTEURS POUR LA QUESTION 5

M. Zouher AMZIL — Chercheur, Ifremer/Centre Atlantique, Nantes — Compétences en microalgues
toxiques et nuisibles, chimie analytique des biotoxines marines, veille d’émergence des biotoxines
marines dans les coquillages (EMERGTOX)
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Mme Marie-Yasmine BOTTEIN — Chercheuse en toxicologie environnementale — Compétences en
toxicologie des biotoxines marines, connaissances sur les brévétoxines, méthodes analytiques,
contamination chimique des aliments, écotoxicologie

M. Nicolas DELCOURT - Maitre conférence universitaire — Praticien Hospitalier, Centre antipoison
et de toxicovigilance, CHU Purpan/Université de Toulouse — Compétences en biochimie et
toxicologie clinique, neurobiologie

M. César MATTEI — Maitre de conférences des universités, Angers — Compétences en toxicologie
des toxines, systéme nerveux, récepteurs, neurotoxicité, canaux ioniques

Mme Anne OPPLIGER — Responsable de recherche au Centre universitaire de médecine générale
et de Santé publique de Lausanne- Compétence en aérosol

COMITES D’EXPERTS SPECIALISES

= Les travaux des questions 1 a 4 ont été suivis et adoptés par le CES « Evaluation des risques
physico-chimiques dans les aliments » (CES ERCA) :

Mandat 2018-2021, dates : 5 mars 2020, 7 octobre 2020, 4 novembre 2020, 6 janvier 2021 et 10
février 2021

Président

M. Bruno LE BIZEC - Professeur des universités - Compétences en chimie analytique et en
évaluation des risques sanitaires

Vice-présidents
M. Fabrice NESSLANY - Directeur de laboratoire - Compétences en toxicologie

Mme Karine TACK - Chercheuse - Compétences en chimie analytique et environnementale,
évaluation des risques sanitaires

Membres
M. Claude ATGIE - Professeur des universités — Compétences en toxicologie

M. Pierre-Marie BADOT - Professeur des universités — Compétences en transfert de contaminants
et écotoxicologie

Mme Marie-Yasmine DECHRAOUI BOTTEIN — Chercheuse en toxicologie environnementale —
Compétences en biotoxines marines

Mme Martine CLAUW - Professeur des universités - Compétences en toxicologie

M. Nicolas DELCOURT - Maitre de conférences des universités — Praticien Hospitalier—
Compétences en biochimie et toxicologie clinique

Mme Christine DEMEILLIERS — Maitre de conférences des universités — Compétences en
toxicologie

M. Erwan ENGEL - Directeur de recherche — Compétences en chimie analytique

M. Jérébme GAY- QUEHEILLARD - Maitre de conférences des universités - Compétences en
impacts digestifs et métabolisme

M. Petru JITARU — Responsable de Laboratoire — Compétences en chimie analytique
Mme Sonia KHIER — Maitre de conférences des universités — Compétences en pharmacocinétique

Mme Emilie LANCE — Maitre de conférences des universités — Compétences en écotoxicologie et
cyanotoxines

Mme Caroline LANIER — Maitre de conférences des universités — Compétences en évaluation des
risques sanitaires liés a I'environnement et I'alimentation

Mme Raphaéle LE GARREC - Maitre de conférences des universités - Compétences en toxicologie
M. Ludovic LE HEGARAT — Chef d’unité adjoint — Compétences en toxicologie
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M. Nicolas LOISEAU — Chargé de recherche — Compétences en toxicologie
M. David MAKOWSKI — Directeur de recherche — Compétences en statistiques, modélisation
M. Eric MARCHIONI - Professeur des universités - Compétences en chimie analytique

M. Jean-Frangois MASFARAUD - Maitre de conférences des universités — Compétences en
transfert de contaminants et écotoxicologie

M. César MATTEI - Maitre de conférences des universités - Compétences en toxicologie

M. Alain-Claude ROUDOT - Professeur des universités - Compétences en modélisation
mathématique, expologie

M. Yann SIVRY — Maitre de conférences des universités — Compétences en chimie analytique
Mme Paule VASSEUR - Professeur des universités, émérite - Compétences en toxicologie

RELECTEURS DU CES ERCA (QUESTIONS 1 A 4)

Mme Martine CLAUW - Professeur des universités - Compétences en toxicologie

Mme Emilie LANCE — Maitre de conférences des universités — Compétences en écotoxicologie et
cyanotoxines

M. Bruno LE BIZEC - Professeur des universités - Compétences en chimie analytique et en
évaluation des risques sanitaires

M. Ludovic LE HEGARAT — Chef d’unité adjoint — Compétences en toxicologie

= Les travaux de la question 5 ont été suivis et adoptés par le CES « Evalutation des risques
liés a 'eau » (CES « Eaux »).

Mandat 2020-2023 , dates : 6 avril 2021 ; 1°" juin 2021 et 6 juillet 2021
Président

M. Gilles BORNERT — Chef de service — Groupe vétérinaire des armées de Rennes — Microbiologie,
réglementation, situations dégradées, water defense.

Vice-présidents

M. Jean-Francois HUMBERT - Directeur de recherche / Docteur habilité a diriger des recherches —
UMR BIOENCO, Institut de recherche pour I'agriculture, I'alimentation et I'environnement (INRAE),
Paris — Microbiologie de I'eau dont cyanobactéries, écologie microbienne.

Mme Anne TOGOLA - Chef de projet de recherche — Bureau de recherche géologiques et miniéres
(BRGM) — Micropolluants organiques, chimie analytique, eaux souterraines.

Membres

M. Jean BARON — Responsable de département / Ingénieur de recherche — Eau de Paris —
Matériaux au contact de I'eau, produits et procédés de traitement de 'eau (filieres de traitement),
corrosion.

M. Jean-Luc BOUDENNE - Professeur — Université Aix-Marseille — Laboratoire Chimie de
I'environnement — Métrologie des eaux, chimie et qualité des eaux.

M. Nicolas CIMETIERE — Enseignant chercheur — Ecole nationale supérieure de chimie de Rennes
(ENSCR) — Analyse et traitement des eaux (EDCH, micropolluants organiques).

Bruno COULOMB - Maitre de conférences — Université Aix-Marseille — Laboratoire Chimie de
I'environnement — Contaminants chimiques, méthodes d’analyse, devenir des contaminants.

M. Christophe DAGOT — Professeur / Directeur de département — Université de Limoges - UMR
Inserm 1092, RESINFIT — Antibiorésistance (intégrons, génie des procédés), qualité des effluents
(antibiotiques et bactéries résistantes).
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Mme Sabine DENOOZ - Expert process et qualité de 'eau — La société wallonne des eaux —
Produits et procédés de traitement de I'eau (EDCH), plans de gestion de la sécurité sanitaire des
eaux (PGSSE), expertise technique.

Mme Isabelle DUBLINEAU — Chargée de mission auprés du directeur de la radioprotection de
I'Homme / Docteur habilité a diriger des recherches — Institut de radioprotection et de sdreté
nucléaire (IRSN) —Toxicologie, radioéléments.

M. Frédéric FEDER — Directeur de l'unité « Recyclage et risque » — Centre de coopération
internationale en recherche agronomique pour le développement (CIRAD) — Géochimie, transfert
des contaminants eau/sol/plante, évaluation des risques environnementaux, analyses des eaux,
sols et végétaux, reuse, REUT.

M. Matthieu FOURNIER — Maitre de conférences, habilitation a diriger des recherches (HDR) en
Géosciences — Université Rouen Normandie — Hydrogéologie, hydrologie, EDCH, transfert et
devenir des micro-organismes dans I'environnement, modélisation, risques sanitaires.

M. Stéphane GARNAUD-CORBEL - Chargé de mission recherche « Eau, biodiversité et
aménagement urbain » — Office francais de la biodiversité (OFB) — Assainissement, gestion intégrée
des eaux pluviales, traitement des boues, utilisation d’eaux non conventionnelles.

Mme Nathalie GARREC - Ingénieur recherche expertise — Centre scientifique et technique du
batiment (CSTB) — Microbiologie de I'eau, pathogénes opportunistes, efficacité des biocides.

M. Johnny GASPERI — Chercheur — Université Gustave Eiffel — Micropolluants organiques, eaux
urbaines, eaux de surface, traitements des eaux usées.

M. Julio GONCALVES — Professeur — Centre européen de recherche et d’enseignement en
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Sigles et abréviations

AOAC Association of Official Analytical Chemists

ARfD « Acute reference dose », Valeur toxicologique de référence aigué

BES Bio-essai souris

BSX Acides brévisulcatiques

BTX Brévétoxines

Canal K, Canal K* sensible au potentiel de membrane

Canal Nay Canal Na* sensible au potentiel de membrane

Clso Concentration inhibitrice 50%

Chl-a Chlorophylle a

CT Chair totale

CTX Ciguatoxines

Da Dalton

DGAL Direction générale de I'alimentation

DGS Direction générale de la santé

DLso, DL10o Dose létale & 50%, Dose Iétale & 100%

ELISA Enzyme-linked-immuno-sorbent assay

EMERGTOX Réseau national de veille d'émergence des biotoxines marines dans les coquillages

FAO « qud and Agriculture Organization of the United Nations », Organisation pour I'alimentation et
I'agriculture

FWC «The Florida Fish and Wildlife Conservation Commission»

GD Glande digestive

GT Groupe de travail

HAEDAT Harmful Algal Event Database

icv intracérébroventriculaire

[fremer Institut frangais de recherche pour I'exploitation de la mer

i.p. Intrapéritonéal

i.V. Intraveineux

KBT Brévisulcénal

LC-HRMS Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse haute résolution

LC-MS Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse basse résolution

LC-MS/MS Chromatographie liquide couplée a une spectrométrie de masse en tandem

LC-UV Chromatographie liquide couplée a une détection par spectroscopie UV
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LD Limite de détection

LOAEL « Lowest Observed Adverse Effect Level », Dose minimale avec effets néfastes

LQ Limite de quantification

MEB Microscopie électronique a balayage

MEKC-LIF Electrophorése capillaire électrocinétique micellaire couplée a une détection par fluorescence induite
par laser

MeOH Méthanol

MOTE «MOTE Marine Laboratory & Aquarium» Organisation de recherche marine a but non lucratif
« Multiple Reaction Monitoring » : mode d’acquisition du signal appliqué en spectrométrie de masse

MRM en tandem permettant le suivi de transitions d'ions précurseurs = ions produits pré-programmés (la
terminologie SRM est également utilisée)

NOAA « National Oceanic and Atmospheric Administration »

NOAEL « No Observable Adverse Effect Level », Dose sans effet néfaste observé

NSP Neurotoxic shellfish poisoning (intoxication neurologique par les fruits de mer)

NST Neurotoxic shellfish toxin (toxine neurologique présente dans les fruits de mer)

OBIS « Ocean biodiversity information system »

PbTx Brévétoxine selon son ancien nom « Pfychodiscus brevis toxin »

PS-DVB Polystyrene-divinylbenzene

PVP-DVB Polyvinylpyrrolidone-divinylbenzene

Q-Orbitrap Spectrométre de masse hybride quadripdle/orbitrappe

Q-Tof Spectrométre de masse hybride quadripdle/temps de vol

Q-Trap Spectrométre de masse hybride quadripdle/piége ionique

REPHY Réseau d'observation et de surveillance du phytoplancton et de I'hydrologie dans les eaux littorales

REPHYTOX Réseau de surveillance des phycotoxines dans les organismes marins

RBA « Receptor binding assay », test de fixation spécifique

RMN Résonance magnétique nucléaire

SPE « Solid Phase Extraction », extraction en phase solide

SPEC Disques d'extraction en phase solide
« Selected reaction monitoring » : mode d’acquisition du signal appliqué en spectrométrie de masse

SRM en tandem permettant le suivi de transitions d'ions précurseurs = ions produits pré-programmés (la
terminologie MRM est également utilisée)

TTX Tétrodotoxines

usS Unité souris

VTR Valeur toxicologique de référence
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1 Contexte, objet et modalités de réalisation de
Pexpertise

1.1 Contexte

En France, de nombreuses toxines non réglementées sont suivies dans le cadre du réseau de veille
d’émergence des biotoxines marines dans les coquillages (EMERGTOX) dont le comité de pilotage
est présidé par la DGAL et inclut la DGS, la Direction des péches maritimes et de l'aquaculture
(DPMA), Santé publique France, 'Anses, I'lfremer et la Direction de I'eau et de la biodiversité (DEB).

Les brévétoxines sont incluses dans ce réseau depuis janvier 2018.

Elles ont été mises en évidence pour la premiére fois en France en novembre 2018 dans des moules
en Corse (117 pg/kg de glande digestive). Le prélévement d’eau associé pour le suivi du
phytoplancton a montré la présence de Karenia spp. (genre de microalgues dont certaines espéces
produisent des brévétoxines).

Il N’existe pas de limite maximale pour ces toxines dans le reglement (CE) n°853/2004. Les USA,
I'Australie/Nouvelle-Zélande et le Mexique appliquent un seuil a 800 ug d'equivalent BTX-2/kg de
chair de coquillages. Dans la norme CODEXSTAN 292—-2008 (rev.2015) du Codex alimentarius, la
limite maximale pour les brévétoxines est de 200 unités souris ou équivalent par kg de chair de
mollusque vivant.

1.2 Objet de la saisine

Dans ce contexte, il a été demandé a I'’Anses de fournir des éléments de réponse aux questions
suivantes :

Question 1. Quelles sont les données toxicologiques disponibles pour les brévétoxines ?
Permettent-elles a ’'Anses de proposer des valeurs toxicologiques de référence aigué et chronique
par voie orale ?

Question 2. Sur la base des données toxicologiques identifiées par I'Anses, est-il possible de
proposer une valeur guide dans les coquillages au-deld de laquelle des investigations
complémentaires seraient demandées dans le cadre du réseau EMERGTOX ?

Question 3. Quelles modalités de suivi des brévétoxines dans le milieu marin pourraient étre
recommandées dans le cadre du réseau EMERGTOX ? Quelles investigations complémentaires
seraient a réaliser en cas de dépassement de la valeur guide ?

Question 4. Compte tenu des données toxicologiques et au vu du contexte, existe-t-il une
préoccupation de santé publique aux niveaux de contamination identifiés dans certaines zones
marines frangaises liée a la consommation de coquillages?

Question 5. Existe-t-il une préoccupation sanitaire liée a I'exposition aux brévétoxines par un contact
direct avec de I'eau contaminée notamment en cas de baignade ou de pratique d’activités nautiques
ou en cas d’exposition par inhalation a des embruns ?

1.3 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre et organisation

L’expertise des questions 1 a 4 reléve du domaine de compétences du Comité d’experts spécialisé
« Evaluation des risques physico-chimiques dans les aliments » (CES ERCA). L’Anses a confié
l'instruction de cette saisine au groupe de travail « Brévétoxines », constitué par décision du 14 mai
2020 suite a un appel public a candidatures.

Les travaux d’expertise du groupe de travail « Brévétoxines » ont été soumis régulierement au CES
ERCA (tant sur les aspects méthodologiques que scientifiques) lors des réunions pléniéres du 5
mars 2020, 7 octobre 2020, 4 novembre 2020, 6 janvier 2021 et 10 février 2021.
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Le rapport produit par le groupe de travail tient compte des observations et éléments
complémentaires transmis par les membres du CES et les relecteurs. Les travaux d’expertise ont
été adoptés par le CES ERCA le 10 février 2021 a 'unanimité des experts présents.

La question 5 reléve du domaine de compétences du CES « Evaluation des risques liés a I'eau »
(CES « Eaux »). Cinq rapporteurs ont été nommeés le 22 mars 2021 pour répondre a cette question.
Les conclusions des rapporteurs ont été présentées au CES « Eaux » lors des réunions pléiniéres
des 6 avril 2021, 1°" juin 2021 et 6 juillet 2021.

Ces travaux sont ainsi issus de deux collectifs d’experts aux compétences complémentaires.

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) ».

1.4 Prévention des risques de conflits d’intéréts

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 publiées sur le site internet : https://dpi.sante.gouv.fr/

1.5 Collectes des données
1.5.1 Revue bibliographique pour les questions 1 a 4

Afin de mener une recherche bibliographique la plus exhaustive possible concernant les articles
pertinents pour répondre aux questions de la saisine, une revue systématique (de type « scoping
review ») a été réalisée. Deux bases de données (Scopus et Pubmed) ont été interrogées en utilisant
le terme « Brevetoxin*» dans le champ « Titre-Résumé-Mot clé » pour Scopus et dans « Tous les
champs » pour Pubmed, sans limitation de temps. Les références ont été exportées dans EndNote.
La recherche a été réalisée le 14 mai 2020 et a permis d’identifier 868 références (une fois les
doublons retirés) qui ont fait 'objet d’'une premiére sélection basée sur les criteres d’inclusion et
d’exclusion suivants :

Critéres d’inclusion :
- Etudes sur les brévétoxines
- Etudes sur I'absorption, la distribution, le métabolisme et I'élimination des brévétoxines
(ADME)
- Toxicité chez 'THomme
- Toxicité in vivo
- Toxicité in vitro
- Données d’exposition.
Criteres d’exclusion :
- Toxine autre que les brévétoxines ou composés assimilés
- Atrticle sur la synthése chimique de brévétoxines
- Langue autre que francais et anglais
- Articles non disponibles en entier.

A lissure de cette premiére étape de sélection, 515 références ont été retenues et ont été réparties
par théme :

Ecotoxicité : 86

Exposition : 32

Génotoxicité : 5

Méthodes analytiques et chimie : 130

Microalgues productrices de brévétoxines : 44

Surveillance : 5

Toxicité humaine : 28
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Toxicité in vitro et récepteurs : 121
Toxicité in vivo et articles de revue : 64

Les articles de revues ont été retenus afin de compléter la recherche avec des références qui
n’auraient pas été identifiées par l'interrogation des bases de données.

Les experts du groupe de travail ont réalisé la seconde étape de sélection, qui a été validée au cours
de la réunion du 15 juillet 2020.

Le détail de la recherche bibliographique figure en Annexe 2. La Figure 1 illustre les différentes
étapes.

Références identifiées par la Références identifiées parla
recherche sur SCOPUS recherche sur PUBMED
(n=853) (n=460)

Identification

Références apres
suppression des doublons
(n =868)

Sélection

Références sélectionnées Références exclues
{n=515) (n=353)

2
:
&
w

8
8
2

3
Ak
L3

s s

Figure 1 : Diagramme PRISMA de sélection des articles pour les questions 1 a 4

Inclusion

Une mise a jour de la recherche bibliographique a été réalisée en octobre 2020 et a permis
d’identifier 4 publications supplémentaires. En décembre 2020, un article mis en ligne a été identifié
par un membre du groupe de travail et ajouté au corpus de références.

1.5.2 Revue bibliographique pour la question 5

La recherche a été réalisée en novembre 2020 et complétée en janvier 2021. La base de données
Scopus a été interrogée en utilisant dans le champ « Titre-Résumé-Mot clé » sans limitation de
temps, le terme « Brevetoxin » associé (AND) avec les termes « aerosol », « monitoring »,
« lifeguard », « residents » et « swimmer ».

Des documents issus d’autre bases de données (Google Scholar ou dans la littérature grise : 6
documents ont été ajoutés.

Les références ont été exportées dans Endnote. La Figure 2 illustre les différentes étapes de la
recherche bibliographique.
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Références identifiées par la
recherche sur SCOPUS
n=489

Identification
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(n=363) {n=110) [n= 4) [n=12) (n=0)

Références sélectionnées
apres suppression des
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Références ajoutées ‘
(n=g) |
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Références sélectionnées
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Inclusion

Figure 2 : Diagramme PRISMA de sélection des articles pour répondre a la question 5

1.5.3 Autres sources de données

Le 17 septembre 2020, les Laboratoires Nationaux de Référence (LNR) européens ainsi que le
Laboratoire de Référence de I'Union Européenne (LRUE) ont été sollicités par e-mail, afin d’obtenir
des informations sur I'existence de données d’occurrence relatives aux brévétoxines non publiées
ou de programmes de surveillance des brévétoxines ou de Karenia spp. Cette demande a été
adressée au 24 pays suivants : 'Allemagne, I'Autriche, la Belgique, Chypre, la Croatie, le Danemark,
'Espagne, la Finlande, la Gréce, la Hongrie, I'ltalie, I'lrlande, I'lslande, Malte, la Norvege, les Pays-
Bas, la Pologne, le Portugal, la République-tchéque, la Roumanie, le Royaume-Uni, la Slovaquie, la
Slovénie et la Suéde. Onze de ces pays ont répondu : I'Allemagne, la Belgique, le Danemark,
'Espagne, la Finlande, la Gréce, I'ltalie, I'lrlande, les Pays-Bas, le Portugal, le Royaume-Uni.

Le 18 novembre 2020, le réseau ENDWARE? a été sollicité par courrier électronique afin d’obtenir
des informations sur des données d’occurrence de K. brevis, de brévétoxines ou I'existence de plans
de surveillance relatifs a ce dinoflagellé et ses toxines associées dans les eaux récréatives marines.
Au 24 février 2021, six pays ont répondu (Allemagne, Danemark, Finlande, Pays-Bas, Portugal,
République Tcheque).

2 ENDWARE : réseau européen informel en charge de I'élaboration de réglementations sur I'eau destinée a
la consommation humaine de pays membres de I'Union européenne « European Network of Drinking Water
Regulator »
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1.6 Voies d’exposition pour ’lHomme

L'Homme peut étre exposé aux brévétoxines par voie alimentaire, par inhalation et par contact
cutanéomuqueux (Figure 3).

Inhalation

= &
Contact | a ‘ %

— { (
- PO Microalgues

Ingestion ;" ’ﬂ Toxines dissoutes

. £ 3

Legende {

x

” @
Figure 3 : Voies d’exposition de ’THomme aux brévétoxines

L’inhalation et I'ingestion constituent les deux principales voies d'exposition des brévetoxines pour
'Homme. K. brevis, microalgue productrice de brévétoxines, est un dinoflagellé nu, dépourvu de
théque et dont la cellule peut se rompre facilement par turbulence, facilitant ainsi la libération des
toxines dans I'eau. Lorsqu’un individu se baigne ou pratique une activité de sports nautiques a
proximité d’'une efflorescence de K. brevis, il peut de fagon volontaire ou non, ingérer de 'eau
contenant des brévétoxines. L’ingestion d’eau involontaire lors d’'une chute dépendra du niveau du
pratiquant. Le nageur sans combinaison peut étre exposé par contact cutané (Kusek et al. 1999;
Ramsdell 2008). A ce jour, les effets consécutifs a cette exposition sont peu étudiés. Cette voie
d’exposition est considérée comme minoritaire par rapport a la consommation de coquillages.
L'exposition aux brévétoxines par inhalation d’aérosols? se produit chez I'Homme au cours
d'activités récréatives, sportives ou professionnelles...

Les microalgues sont consommées par les organismes filtreurs, notamment par les mollusques
bivalves, qui ainsi se contaminent aprés lyse des cellules de Karenia dans le tractus digestif. Les
consommateurs de coquillages sont ainsi exposés aux toxines algales bioaccumulées dans les
tissus ainsi qu’aux composés issus de la biotransformation par les coquillages.

3 La formation des aérosols et plus particulierement des embruns est décrit a 'annexe 4
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2 Bréveétoxines et autres métabolites
potentiellement toxiques de Karenia spp

2.1 Caractérisation chimique
2.1.1 Métabolites produits par Karenia spp

Les différentes espéces de Karenia produisent une grande diversité de métabolites potentiellement
toxiques. K. brevis peut produire des brévétoxines, de la brévisine, du brévisamide, des brévénals
et des tamulamides. K. brevisulcata peut produire les brévisulcénals et les acides brévisulcatiques.
K. mikimotoi peut produire des gymnocines (Caruana et Amzil 2018). K. selliformis peut produire
des gymnodimines (Figure 4) (Miles et al. 2003). Le Tableau 1 regroupe les caractéristiques physico-
chimiques des métabolites secondaires synthétisés par des dinoflagellés du genre Karenia.

Note au lecteur : les différentes appellations des brévétoxines sont reprises dans le Tableau 3.

MeL

1 A M HO 2

7 NCOH M g S CHO
O “~NH How/ \ » CHO

TadohoA 0 St/ S\ e~ I )~/

A~ N H Ny \ F U \

1 R= CHj; tamulamide A
2 R=H tamulamide B

Gymnodimine

Figure 4 : Structures chimiques de plusieurs métabolites produits par les espéces du genre
Karenia 1. Brévétoxine BTX-1, 2. Brévétoxine BTX-2, 3. Hémibrévétoxine, 4. Brévénal, 5. Brévisamide, 6. Brévisine, 7.
Tamulamides, 8. Gymnocine-A, 9. Brévisulcénale (KBT-F), 10. Acides Brévisulcatique-1, -4 (BSX-1, BSX-4) [d’aprés
Caruana et Amzil (2018)] et 11. Gymnodimine A (d’aprés Miles et al. (2003)).
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Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques des métabolites secondaires produits par
les espéces de Karenia d’aprés Caruana et Amzil (2018), Golik et al. (1982), Blunt et al. (2012) et Carreira
et Ebner (2016)

Groupe Métabolite Formule Masse moléculaire Log P*** Espéce
secondaire brute monoisotopique (Da)
BTX-1 CagH70013 866,5 58 K. brevis
Brévétoxines de .
type A (BTX-A)* BTX-7 CagH72013 868,5 57 K. brevis
BTX-10 CagH74013 870,5 55 K. brevis
BTX-2 CsoH70014 894,5 6,4 K. brevis
Brévétoxines de BTX-3 CsoH72014 896,5 6,4 K. brevis
type B (BTX-B)* BTX-5 CarHraO1s 9385 71 K. brevis
BTX-6 Cs2H72016 952,5 73 K. brevis
BTX-8 CagHsoClO14 916,4 6,6 artéfact**
BTX-9 CsoH74014 898,5 6,3 K. brevis
Hemi-BTX-B CasH4207 490,3 / K. brevis
BTX-B5 CsoH70015 910,5 6,7 K. brevis
Brévenals Brévenal C39He00s 656,4 6,9 K. brevis
Acétate de C41Hes09 702,5 / K. brevis
Brévenal
Brévisamide Brévisamide C1gH2oNO4 323,2 / K. brevis
Tamulamides Tam -A CasHasNO1o 639,3 1,0 K. brevis
Tam-B Ca4HasNO1o 625,3 0,7 K. brevis
Gymnocine A CssHgoO18 1028,5 3,3 K. mikimotoi
Gymnocine B Ce2H92020 1156,6 5,0 K. mikimotoi
. gymnocin-A CssHgoO19 1044,5 3,6 K. mikimotoi
Gymnocines carboxylic acid
Gymnocine A Cs5HgoO1s 1028,5 3,6 K. mikimotoi
Gymnocine A2 Cs5Hg0O1s 1028,5 / K. mikimotoi
Brévisulcenals KBT-F C1o7H160038 2053,1 79
Acides BSX-1 CasHhOt6 916,5 3g | oreviedlcats

brévisulcatique
BSX-4 CagH70015 898,5 3,8
* classification liée a la structure des molécules, explications dans les paragraphes suivants

** produit considéré comme un artefact généré lors de I'extraction au chloroforme de la BTX-2 a partir de Karenia brevis
(Baden et al. (2005); Abraham et al. (2006)).

*** LogP prédits a partir de la structure chimique des molécules en utilisant la plateforme ACD/Labs. Plusieurs algorithmes
sont utilisés pour prédire le coefficient de partage octanol/eau.
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2.1.1.1 Les brévétoxines

Les brévétoxines (BTX) sont des polyéthers polycycliques liposolubles et thermostables, produits
par le dinoflagellé Karenia brevis (ancien nom : Gymnodinium breve et Ptychodiscus brevis). La
structure chimique des brévétoxines est trés complexe. |l s’agit de polyéthers a membrure en échelle
proches des ciguatoxines (CTX). Tous les composés polyéthers de K. brevis dériveraient de
précurseurs de polyépoxyde (Nakanishi 1985; Van Wagoner et al. 2010).

La culture de dinoflagellés producteurs (K. brevis) a permis d’obtenir une grande variété de
brévétoxines. Leurs structures ont été étudiées essentiellement par cristallographie aux rayons X.
Deux squelettes de bases différentes sont connus : les brévétoxines de type A et les brévétoxines
de type B (Figure 5). La formule brute de la BTX-1 (type A) est CioH70O13, et sa structure est
composée de 10 cycles (anneaux) (Chou et Shimizu 1982; Shimizu et al. 1986). La formule brute
de la BTX-2 est CsoH70014, et sa structure est composée de 11 cycles (Lin et al. 1981; Poli et al.
1986). Les deux structures portent une fonctionnalité lactone qui serait nécessaire a leur activité
biologique. La BTX-2 est la principale toxine isolée de K. brevis et celle produite par le plus grand
nombre d’espéces du genre Karenia (Baden et al. 2005).

L’élucidation structurale de la BTX-2 a facilité les résolutions ultérieures de toutes les structures
chimiques apparentées découvertes par la suite. Chaque famille est constituée de plusieurs
composés qui sont différenciés au niveau du cycle J dans les BTX-A (BTX-1, BTX-7, BTX-10) et au
niveau du cycle K dans les BTX-B (BTX-2, BTX-3, BTX-5, BTX-6, BTX-8, BTX-9) (Abraham et al.
2006) (Figure 5).

D’autres analogues ont été identifiés chez K. brevis correspondant aux formes ouvertes du premier
anneau (anneau A) de BTX-1, BTX-7, BTX-2 et BTX-3 et les formes oxydées de BTX-1 et BTX-2
(Figure 5) (Abraham et al. 2006; Brovedani et al. 2016).
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Figure 5 : Structures chimiques des brévétoxines identifiées dans les échantillons de K.
brevis prélevés dans le milieu et les cultures de K. brevis (Brovedani et al. 2016)

2.1.1.2 Hémi-brévétoxines

Les hémi-brévétoxines (Hemi-BTX-A, -B, -C), éthers cycliques, appartiennent a la famille des
brévétoxines et sont également synthétisés par K. brevis. Seule la structure chimique de I'hnémi-
BTX-B, dont la formule brute est CzsH4207, a été élucidée (Shimizu 1982; Prasad et Shimizu 1989)
(Figure 4).

2.1.1.3 Brévénals

Le brévénal et I'acétal de brévénal, de formules brutes CasHeoOs et C41HesOg respectivement, ont été
extraits de cellules de K. brevis (Bourdelais et al. 2004; Bourdelais et al. 2005; Fuwa et al. 2006;
Ramsdell 2008). Ce sont des composés liposolubles dont les structures chimiques sont constituées
de cinq cycles éther possédant une fonction aldéhyde (Figure 4). L'acétal de brévénal porte un
groupement supplémentaire de diméthylacétal.
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2.1.1.4 Brévisamide et brévisine

Le brévisamide, de formule brute CigH29NOy4, est un éther monocyclique possédant une fonction
amide, extrait de K. brevis (Satake et al. 2008). Il est composé d'un cycle tétrahydropyrane portant
une chaine latérale 3,4-diméthylhepta-2,4 diénal (Figure 4). D’aprés Lee et al. (2015), le brévisamide
pourrait étre le précurseur de la brévisine.

La brévisine a été identifiée a partir de cellules de K. brevis. Sa structure composée d’éthers
polycycliques posséde une chaine latérale avec une fonction aldéhyde terminale (Figure 4) (Satake
et al., 2009).

2.1.1.5 Brévisulcénales et acides brévisulcatiques

Les brévisulcénales (KBT) et les acides brévisulcatiques (BSX) sont produits par K. brevisulcata.
Les KBT sont des éthers polycycliques lipophiles possédant une structure chimique en forme
d'échelle. Quatre analogues ont a ce jour été identifiés : KBT-F, KBT-G, KBT-H et KBT-I (Holland et
al. 2012; Harwood et al. 2014). Seule la structure chimique du KBT-F a été élucidée avec une
formule de C1o7H16003s (Figure 4) (Hamamoto et al. 2012).

Les acides brévisulcatiques (BSX-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7) sont composés de neuf éthers cycliques
(Figure 4). La formule brute et la structure chimique des BSX sont proches de celles des
brévétoxines de type A, en particulier la disposition en échelle (Suzuki et al. 2014). Les BSX-2, BSX-
5 et BSX-7 portent une fonction lactone. Différents substituants de la chaine latérale composent les
divers analogues BSX (Irie et al. 2016). Seules les formules brutes des BSX-1 (C49H72016) et BSX-
2 (Ca9H70015) ont été déterminées. Harwood et al. (2014) suggerent que le BSX-6 est un
intermédiaire dans la biosynthése des BSX.

2.1.1.6 Tamulamides

Les tamulamides (Tam-A, Tam-B), polyéthers cycliques avec une structure chimique en forme
d’échelle, ont été isolés a partir de K. brevis. lls sont composés de sept cyles éthers avec une chaine
latérale possédant une fonction amide et aldéhyde. Tam A et Tam B ont respectivement pour
formules brutes CssH4sNO1o et CasHasNO1o (Figure 4) (Truxal et al. 2010).

2.1.1.7 Gymnocines

Les gymnocines (Gym) sont des polyéthers synthétisés par K. mikimotoi. La structure chimique de
la gymnocine-A (Gym-A) a été élucidée la premiére. Elle est constituée de 14 cycles d'éthers saturés
portant une chaine latérale 2-méthyl-2-buténal (Figure 4) (Satake et al. 2002). D’autres analogues
ont été identifiés chez K. mikimotoi : acide carboxylique-Gym-A, la Gym-A2 (structure similaire a
Gym-A), la Gym-B (composé de 15 cycles adjacents se terminant par la méme chaine latérale 2-
méthyl-2-buténal (Satake et al. 2005; Tanaka et al. 2013).

2.1.1.8 Gymnodimines (GYM)

Dans un premier temps, la gymnodimine a été isolée a partir d’extraits d’huitres néo-zélandaises
testées dans le cadre de la surveillance sanitaire des coquillages. Une forte toxicité dans le bio-
essai sur souris avec apparition de symptémes neurologiques a été obervée, sans qu’aucune
intoxication humaine ne soit associée. Les travaux d’isolement de la substance active ont permis
d’identifier sa formule brute CsH4sNO4 (Seki et al. 1995; Miles et al. 2003) (Figure 4). L'origine de
cette toxine a été attribuée au dinoflagellé K. selliformis pour deux raisons : une efflorescence de ce
dernier a été observée a la méme période ; la gymnodimine a été isolée en culture a partir de cette
souche (Medhioub et al. 2010). Trois analogues sont connus, les GYM-A, -B, -C (Otero et al. 2011).
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2.1.2 Métabolisation des brévétoxines par les coquillages

Les brévétoxines produites par K. brevis peuvent faire 'objet de métabolisation/bio-transformation
dans la glande digestive des coquillages. Depuis la mise en évidence de métabolites de type
brévétoxines (détectés par LC-MS et RBA) dans les urines des personnes intoxiquées suite a la
consommation de coquillages (bulots, palourdes) contaminés par BTX-3 (Poli et al. 2000), la
recherche et la caractérisation de ces composés se sont intensifiées a partir des coquillages
contaminés naturellement ou expérimentalement. Ces métabolites correspondent a des produits
d'oxydation, de réduction, d'hydrolyse ou conjugués d'acides aminés ou d’acides gras des
brévétoxines (Plakas et Dickey 2010; Abraham et al. 2018) (Figure 6). Ces différents métabolites
n'ont pas été trouvés dans les cellules de K. brevis, que ce soit en culture au laboratoire ou lors
d’efflorescences naturelles.

BTX-3
Reduction
OH
PO
K Oxidized Conjugation with
X3z I
BTX-2 Cysteine adduction followed by Cleavage of D-nng, and
S-oxidaton and CHO-reduction esterification of resultant alcohol

Condensation with
fatty acid

NHCO(CH,),CHy
~ n=12o0r 14
SN cooH

BTX-B4

Figure 6 : Brévétoxines (BTX) et analogues identifiées dans K. brevis ou dans des mollusques
néo-zélandais toxiques (A) via la métabolisation de la BTX-2 (d’aprés Ishida et al. (2004c)).

Les produits de la métabolisation des brévétoxines dans les coquillages présentent une lipophilie
différente de leur précurseur. En effet, la fixation d’'un acide aminé ou d’un peptide sur la toxine
algale concourra a diminuer la lipophilicité, alors que la fixation d’'un acide gras 'augmentera. La
présence de métabolites plus polaires (Figure 7) que les brévétoxines algales a été démontrée dans
les huitres exposées a une efflorescence de K. brevis in situ ainsi que dans des huitres exposées
expérimentalement a K. brevis. La BTX-2 accumulée dans les huitres a été rapidement convertie en
plusieurs métabolites plus polaires qui sont ensuite lentement éliminés (Plakas et al. 2002; Naar et
al. 2004; Plakas et al. 2004). Cependant, 90% de la BTX-3 mesurée ont été éliminés dans les deux
semaines suivant I'exposition, mais sans biotransformation apparente (Plakas et al. 2002; Naar et
al. 2004).

page 26 / 210 Novembre 2021



Anses « Rapport d’expertise collective Saisine n°2020-SA-0020 « Brévétoxines »

Dans les coquillages, les métabolites de brévétoxines de type B (ex. BTX-2, BTX-3) sont plus
abondants que ceux de type A. En effet, des métabolites ont été identifiés dans les coques
(Austrovenus stutchburyi) (BTX-B1/conjugué taurine-BTX-2) et dans des moules a coquilles vertes
(Perna canaliculus) (BTX-B2/cystéine sulfoxydée-BTX-2, BTX-B3/conjugué acide gras de la forme
ouverte de BTX-2 et BTX-B4/N-palmitoyl-BTX-B2) (Murata et al. 1998; Morohashi et al. 1999) (Ishida
et al. 2004c; Abraham et al. 2006; Bottein et al. 2010; Abraham et al. 2015; Abraham et al. 2018).
Aprés exposition a une culture de K. brevis, la coque (A. stutchburyi) et la moule verte (P.
canaliculus) absorbent et métabolisent rapidement la BTX-2. Chez A. stutchburyi, la majeure partie
de la BTX-2 est métabolisée en BTX-3, BTX-B5 et BTX-B1, alors que chez P. canaliculus environ la
moitié de la BTX-2 est métabolisée en BTX-3 et BTX-B5 (Ishida et al. 2004b). Plakas et al. (2008)
ont observé que les adduits Cystéine et S-désoxy de BTX-B2 et la BTX-B2 étaient les métabolites
les plus abondants et les plus persistants parmi ceux examinés chez Crassostrea virginica. Six mois
aprés exposition expérimentale a K. brevis, ces métabolites étaient toujours détectables dans les
tissus des huitres.

La présence de BTX-B2, BTX-B3 et BTX-B4 dans P. canaliculus suggére que les voies métaboliques
de cette espéce sont plus complexes que celles des coques (A. stutchburyi) pour lesquelles un seul
métabolite a été identifié (BTX-B1). Aussi, les concentrations des brévétoxines et de leurs
métabolites varient considérablement entre les espéces de mollusques de bivalves contaminées :
BTX-2, BTX-3 et BTX-B5 dans I'huitre (C. gigas), BTX-3, BTX-B1 et BTX-B5 dans la coque (A.
stutchburyi), et BTX-2, BTX-3 et BTX-B5 dans la moule a coquille verte (P. canaliculus) (Morohashi
et al. 1995; Ishida et al. 1996; Murata et al. 1998; Morohashi et al. 1999; Nozawa et al. 2003; Ishida
et al. 2004b).

La cinétique d'élimination individuelle des métabolites par les coquillages varie et, par conséquent,
la toxicité de ces derniers fluctue dans le temps en fonction du profil toxinique (Plakas et al. 2008).

La Figure 7 regroupe les principaux métabolites de brévétoxines formés dans la glande digestive
des coquillages a partir de la toxine algale BTX-2.
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Figure 7 : Structures chimiques des principaux métabolites de BTX-2 identifiés dans les
coquillages (Abraham et al. 2018).

Le tableau 2 regroupe les caractéristiques physico-chimiques des métabolites rapportés dans les
coquillages.
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Tableau 2 : Caractéristiques physico-chimiques des métabolites secondaires rapportés dans
les coquillages et autres organismes (d’aprés Ishida et al. (2004b); Selwood et al. (2008);
Abraham et al. (2018)

Métabolite secondaire Formule brute Mas§e molgculalre LogP * Matrice
monoisotopique (Da)

Glutathione BTX-A CsoHgaN3019S 1175,6 / coquillages
Glycine cysteine BTX-A CsaHgoN2016S 1046,5 / coquillages
BTX-2 CsoH70014 894,5 6,4 se transforme rapidement

dans le coquillage en BTX-3
et autres métabolites

BTX-3 CsoH72014 896,5 6,4 coquillages, poissons
BTX-B1 (taurine-BTX-B) CsoH7sNNaO17 1039,5 / coquillages

S
BTX-B2 (cystéine-BTX-B Cs3H7oNO17S 1033,5 43 coquillages, crustacés
sulfoxyde)
S-désoxy-BTX-B2 (cystéine-  CssHzgNO16S 1017,5 / coquillages
BTX-B)
BTX-B3 Ce4HosO17 1136,7 / coquillages
BTX-B4a (N-tetradecanoyl- Ce7H10sNO18S 1243,7 11,3 coquillages

cysteine-BTX-B sulfoxyde; N-
Myristoyl BTX-B2)

BTX-B4b (N-hexadecanoyl- CeoH109NO18S 12717 12,32 coquillages
cystéine-BTX-B sulfoxyde; N-
palmitoyl BTX-B2)

BTX-B5 CsoH70015 910,5 6,7 coquillages
14:0 N-acyl-brevetoxin B2 Ce7H10sNO18S 1243,7 / coquillages
16:0 N-acyl-S- CeoH100NO17S 1255,7 / coquillages
desoxybrevetoxin B2
18:0 N-acyl-S- Cr1H113NO47S 1283,8 / coquillages
desoxybrevetoxin B2
18:1 N-acyl-S- Cr1H111NO47S 1281,8 / coquillages
desoxybrevetoxin B2
20:1 N-acyl-S- Cr3H11sNO17S 1309,8 / coquillages
desoxybrevetoxin B2
20:0 N-hydroxyacyl-S- Cr3H117NO18S 1327,8 / coquillages

desoxybrevetoxin B2

Glycine-14:0 N-acyl-cysteine ~ CgoH10sN20+18S 1284,7 / coquillages
brevetoxin B

Glycine-16:0 N-acyl-cysteine ~ C71H112N2045S 1312,8 / coquillages
brevetoxin B
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Métabolite secondaire Formule brute Mass.e molgculalre LogP * Matrice
monoisotopique (Da)

Glutathione brevetoxin B CeoHsaN3020S 1203,6 / coquillages
glycine cysteine brevetoxin  CssHgN2017S 1074,5 / coquillages
Y-glutamyl cysteine CssHgsN2019S 1146,6 / coquillages
brevetoxin B

27,28-diol brevetoxin 2 CsoH27016 928,5 / coquillages
1,5-deepoxy-1,42-dideoxo-1, CsoH76014 900,5 / coquillages
5,42-trihydroxy brevetoxin 2

1-carboxy-5-hydroxy Cs1H74016 942,5 / coquillages
brevetoxin 3

27,28-diol brevetoxin 3 CsoH74016 930,5 / coquillages
27,28-epoxy brevetoxin 3 CsoH72015 912,5 / coquillages
a-naphthoyl brevetoxin 3 Ce1H78015 1050,5 / coquillages
1-deoxy brevetoxin 3 CsoH74013 882,5 / coquillages
1-carboxy-5-hydroxy Cs1H76016 9445 / coquillages

brevetoxin 9

* LogP prédits a partir de la structure chimique des molécules en utilisant la plateforme ACD/Labs. Plusieurs algorithmes
sont utilisés pour prédire le coefficient de partage octanol/eau.

La grande diversité des caractéristiques physico-chimiques des métabolites de brévétoxines
complexifie le développement de méthodes analytiques multi-toxines performantes. De plus,
'absence d’étalons pour la majorité de ces métabolites rend difficile la détermination du profil
toxinique complet des coquillages. L’extraction de ces métabolites possédant des propriétés
chimiques diverses avec des polarités trés variables, constitue une difficulté supplémentaire. C’est
pourquoi, différents auteurs soulignent la pertinence des métabolites BTX-3 et BTX-B5 qui sont
relativement persistants dans les coquillages, et qui pourraient étre des biomarqueurs d’exposition
pertinents afin de surveiller la toxicité des mollusques suite a une efflorescence de K. brevis.

Pour beaucoup de ces composés la structure chimique reste a élucider. En effet, I'identification de
ces métabolites a été réalisée sur la base de tests biochimiques ou biologiques, pour leur détection
et sur la LC-MS/MS et/ou LC/HRMS. Cette derniére technique peut permettre de déterminer la
masse moléculaire et la formule brute. L’élucidation structurale de ces composés passera par leur
purification et leur isolement a partir d’'une biomasse en quantité importante en vue de disposer
d’'une quantité notable de composé pure permettant de compléter les investigations par RMN
(résonnace magnétique nucléaire). La disponibilité des métabolites a I'état pur permettra de disposer
de matériaux de référence, ce qui autorisera la validation des méthodes analytiques dans différentes
matrices (microalgues, coquillages, poissons...). La disponibilité de ces substances de référence
permettra enfin de caractériser leurs propriétés toxicologiques.

2.2 Liste des brévétoxines pour I’expertise

Le tableau 3 présente une synthése des informations recueillies et analysées par le GT concernant
les divers métabolites secondaires produits par Karenia sp., issus du métabolisme par les
coquillages et leur potentiel toxique (informations détaillées pour les composés majeurs dans le
chapitre 4).
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Tableau 3 : Synthése des informations identifiées par le GT

Métabolite secondaire

Groupe Appellation retenue par Synonyme d_Etan_r:)I Matrice Potentiel toxique
le GT isponible
Brévétoxine A/ BTX-1 PbTx-1, GB1, T46, oui K. brevis RBA +
BTX-A BTX-A N2a +
Cytotoxicité +>BTX3
Toxicité in vivo +
Cysteine-BTX-1 / non coquillages NR
, / non coquillages, NR
Cysteine-BTX-1-Sulfoxyde potentiel artéfact
BTX-7 / PbTx-7 / non K. brevis N2a +
BTX-10/PbTx-10 / non K. brevis NR
16:0 N-acyl-cysteine / non coquillages NR
brevetoxin A
Glutathione brevetoxin A / non coquillages NR
Glycine cysteine / non coquillages NR
brevetoxin A
Forme ouverte de 'anneau / non K. brevis NR
A de BTX-1
Forme oxydée de BTX-1 / non K. brevis NR
Forme ouverte de 'anneau / non K. brevis NR
A de BTX-7
Brévétoxine B/ BTX-2 PbTx-2, T47, GB2, oui K. brevis, se génotox ? (vitro et
BTX-B T34, BTX-B transforme vivo)
rapidement dans RBA +
le coquillage en N2a +
BTX-3 et autres Cytotox +
métabolites Tox in vivo +
BTX-3 PbTx-3, GB3, T17, ouli K. brevis, génotox ? (vitro)
dihydro-BTX-B coquillages RBA +
(rémanance), N2a +
poissons HEK +
Tox in vivo ++
Test ELISA exprimé
en BTX-3
La plus étudiée en
toxicité
BTX-5 PbTx-5 non K. brevis, NR
coquillages,
urine humaine
BTX-6 PbTx-6 non K. brevis génotox ? (vitro + et
vivo -)
liaison AhR
BTX-9 PbTx-9 oui K. brevis génotox ? (vitro)
RBA +
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Métabolite secondaire

Groupe Appellation retenue par Synonyme d_Etanl?)I Matrice Potentiel toxique
le GT isponible
BTX-11 (?) PbTx-11 non RBA +
BTX-12 (?) PbTx-12 non RBA +
BTX-B1 Taurine BTX-B non coquillages Tox in vivo ++
(rémanante)
BTX-B2 Cystéine BTX-B non coquillages RBA +
sulfoxyde (forte abondance N2a +
et rémanance), HEK +
crustacés Tox in vivo +
S-désoxy-BTX-B2 Cystéine BTX-B coquillages RBA +
non N2a +
HEK +
BTX-B3 Mélange de coquillages Tox in vivo +
tetradecanoyl et
d’hexadecanoy-BTX-2 non
avec cycle-D ouvert
(oxide)
BTX-B4a N-tetradecanoyl- non coquillages | en mélange avec
cystéine-BTX-B la BTX-B4b
sulfoxyde, myristoyl- N2a+,
BTX-B2 Tox in vivo ++
BTX-B4b N-hexadecanoyl- non coquillages RBA +
cystéine-BTX-B N2a +
sulfoxyde, N- Tox in vivo ++ en
palmitoyl-BTX-B2 mélange avec la
BTX-B4a
BTX-B5 acide 42-carboxylique oui K. brevis, NR
de la brevetoxin 3 coquillages
N-tetradecanoyl-cysteine- / non coquillages NR
PbTx-B
N-hexadecanoyl-cysteine- / non coquillages NR
PbTx-B
N-octadecenoyl-cysteine- / non coquillages NR
PbTx-B
N-eicosenoyl-cysteine- / non coquillages NR
PbTx-B
N-tetradecanoyl-cysteine- / non coquillages NR
PbTx-B-Sulfoxyde
N-hexadecanoyl-cysteine- / non coquillages NR
PbTx-B-Sulfoxyde
N-(hydroxy-eicosenoyl)- / non coquillages NR
cysteine-PbTx-B
14:0 N-acyl-brevetoxin B2 / non coquillages NR
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Métabolite secondaire

Groupe Appellation retenue par Synonyme d_Etan.?)I Matrice Potentiel toxique
le GT isponible
14:0 N-acyl-S- / non coquillages NR
desoxybrevetoxin B2
16:0 N-acyl-S- / non coquillages NR
desoxybrevetoxin B2
18:0 N-acyl-S- / non coquillages NR
desoxybrevetoxin B2
18:1 N-acyl-S- / non coquillages NR
desoxybrevetoxin B2
20:1 N-acyl-S- / non coquillages NR
desoxybrevetoxin B2
20:0 N-hydroxyacyl-S- / non coquillages NR
desoxybrevetoxin B2
Glycine-14:0 N-acyl- / non coquillages NR
cysteine brevetoxin B
Glycine-16:0 N-acyl- / non coquillages NR
cysteine brevetoxin B
Glutathione brevetoxin B / non coquillages NR
Glycine cysteine / non coquillages NR
brevetoxin B
Y-glutamyl cysteine / non coquillages NR
brevetoxin B
27,28-diol brevetoxin 2 / non coquillages NR
1,5-deepoxy-1,42-dideoxo- / non coquillages NR
1,5,42-trihydroxy
brevetoxin 2
42-deoxo-2,3,41,43- / non coquillages NR
tetrahydro-42-hydroxy
brevetoxin 2
1-carboxy-5-hydroxy / non coquillages NR
brevetoxin 3
27,28-diol brevetoxin 3 / non coquillages NR
27,28-epoxy brevetoxin 3 / non coquillages NR
a-naphthoyl brevetoxin 3 / non coquillages NR
1-deoxy brevetoxin 3 / non coquillages NR
1-carboxy-5-hydroxy / non coquillages NR
brevetoxin 9
oxidized BTX-B5 / non coquillages NR
N-hexadecanoyl-S-deoxy / non coquillages NR
BTX-B2
N-hexadecanoyl- BTX-B2 / non coquillages NR
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Métabolite secondaire Etalon
Groupe Appellation retenue par Synonyme di ibl Matrice Potentiel toxique
le GT isponible
N-octadecanoyl-S-deoxy- / non coquillages NR
BTX-B2
N-(hydroxy-eicosanoyl)-S- / non coquillages NR
deoxy-BTX-B2
N-(hydroxy-eicosanoyl)- / non coquillages NR
BTX-B2
N-(hydroxy- / non coquillages NR
hexadecenoyl)-S-deoxy-
BTX-B2
N-(hydroxy- / non coquillages NR
hexadecenoyl)--BTX-B2
N-octadecenoyl-BTX-B2 / non coquillages NR
N-octadecanoyl-BTX-B2 / non coquillages NR
N-didedecenoyl-BTX-B2 / non coquillages NR
N-arachidonyl-BTX-B2 / non coquillages NR
Forme ouverte de 'anneau / non K. brevis RBA +/-
A de BTX-2
Forme ouverte de 'anneau / non K. brevis RBA +/-
Ade BTX-3
Forme oxydée de BTX-2 / non K. brevis NR
Hémi- Hemi-BTX-A/GB-M / non K. brevis NR
Brévétoxine  / ]
Hemi-BTX Hemi-BTX-B/GB-N / non K. brevis NR
Hemi-BTX-C/GB-4 / non K. brevis NR
Brévenals Brévenal / non K. brevis Effets antagonistes
des BTX in vitro et
in vivo (inhalation)
Acétate de Brévenal / non K. brevis NR
Brévisamide Brévisamide / non K. brevis NR
Brévicine Brévicine / non K. brevis NR
Tamulamides Tam -A / non K. brevis NR
(Tam) )
Tam-B / non K. brevis NR
Gymnocines Gymnocin-A / non K. mikimotoi Tox in vitro
Gymnocin-A2
Gymnocin-A carboxylic
acid
Gymnocin-B
Gymnocin-C
KBT-F / non N2a +
Brévisulcenals Tox in vitro et in vivo
(KBT) ++
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Métabolite secondaire Etalon
Groupe Appellation retenue par Synonyme di ibl Matrice Potentiel toxique
le GT isponible
KBT-G / non N2a +
Tox in vitro et in vivo
K. brevisulcata, ++
BSX dans des —
KBT-H / non coquillages Tox in vitro
KBT-| / non (BSX-5 plus Tox in vitro
abondant)
BSX-1 / non N2a +/-
Tox in vitro et in vivo
Acides +
brévisulcatique
(BSX) BSX-2 / non N2a +/-
Tox in vitro et in vivo
+/-
BSX-3 / non NR
BSX-4 / non N2a +
Tox in vitro et in vivo
+
BSX-5 / non N2a +
Tox in vitro et in vivo
+
BSX-6 / non NR
BSX-7 / non NR
GYM-A / non Hors champ de
Gymnodimines cette saisine
(GYM) GYM-B / non K. selliformis
GYM-C / non
GYM-D / non
GYM-E / non
BTX-8 BTX-8 / non Artefacts issus NR
des processus
BTX-14 BTX-14 / non purification NR

NR : non renseigné. Le GT n'a pas identifié d'information dans la littérature ; N2a + : toxicité observée dans les cellules
de neuroblastome Neuro-2a ; RBA + : résultat positif par RBA ; Tox in vitro + : toxicité observée dans des essais in vitro
Tox in vivo +: toxicité observée dans des essais in vivo (++: trés forte toxicité) ; génotox ? : métabolite testé pour la
génotoxicité mais résultat non conclusif (voir chapitre 4.3)

En prenant en compte le potentiel toxique, I’occurrence des toxines dans les coquillages et
la disponibilité des étalons, les brévétoxines retenues par le GT sont les suivantes : BTX-1,
BTX-2, BTX-3, BTX-B1, BTX-B2, S-désoxy-BTX-B2, BTX-B3, BTX-B4(a et b) (cellules colorées
en orange dans le tableau 3).

Certains métabolites de brévétoxines présents dans les coquillages (et autres organismes marins)
n’ont pas été retenus car leur structure chimique et leur potentiel toxique n’est pas renseigné.
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Les métabolites grisés dans le tableau 3 ne sont pas retenus car ils sont hors champs de la saisine
(ils ne sont pas assimilés aux brévétoxines).

Les informations utilisées pour renseigner la colonne « Potentiel toxique » sont détaillées dans le
chapitre 4 « Effets des brévétoxines sur les organismes ».

2.3 Méthodes analytiques

Trois grands types de méthodes peuvent étre mises en ceuvre pour I'analyse des brévetoxines dans
des cellules microalgales, des prélévements d’eaux lors d’efflorescences, des organismes marins
(mollusques, poissons) et des prélevements d’embruns/d’aérosols :

- les méthodes physico-chimiques (telles que les méthodes par chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse, LC-MS) ;

- les méthodes biochimiques (e.g. ELISA, RIA, RBA) ;
- les méthodes biologiques (tests in vivo et in vitro).

Plusieurs de ces méthodes ont été validées en intra- et inter-laboratoires. Toutefois, aucune n’a fait
I'objet d’'une validation inter-laboratoires suivant les lignes directrices de référentiels tels que I''SO
5725 ou I'annexe D de 'AOAC (Dickey et al. 2004; EFSA 2010; Turner et al. 2015). Ainsi, a ce jour,
aucune méthode permettant la recherche des brévétoxines n’est normalisée. Il n'existe pas, non
plus, de critéres de performances minimales requises pour ces méthodes d’analyse. Contrairement
a certains groupes de toxines de microalgues, il n’existe pas de circuit inter-laboratoires permettant
de vérifier I'aptitude et la compétence des laboratoires d’analyses.

2.3.1 Méthodes physico-chimiques

Les méthodes physico-chimiques existantes permettent de rechercher les brevétoxines et leurs
analogues dans des extraits de cultures de Karenia spp., dans des prélévements d’eaux lors
d’efflorescences algales, dans des organismes marins (poissons, mollusques, crustacés) ou encore
dans des prélevements d’embruns. En fonction du type de matrice, les méthodes analytiques
décrites dans la littérature different, et notamment le protocole d’extraction/purification.

Plusieurs techniques permettent de séparer et détecter les brévétoxines et leurs analogues. Parmi
elles, figure la chromatographie liquide couplée a la spectroscopie UV ou I'électrophorése capillaire
électrocinétique micellaire (MEKC) couplée a la fluorescence induite par laser (LIF) (Baden et
Tomas 1988; Pierce et al. 1992; Hua et al. 1995; Hua et al. 1996; Shea 1997; Brousseau et al. 1998;
Holland et al. 2012). Toutefois, dans la trés grande majorité des travaux, la LC-MS est employée
(simple ou triple quadripdle(s)).

La Figure 8 présente le schéma général de I'analyse des brévétoxines et de leurs analogues, tels
que décrits dans les différents protocoles développés a ce jour.
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* Mollusques

* Poissons

Prise d’essai * Cultures de Karenia spp.
* Aérosols

* BTX (ou PbTX) et leurs analogues
+ Solvant : Acétone / MeOH 80 % / MeOH

 Purification sur disques SPEC, cartouches SPE
« Partitions liquide-liquide

* LC-UV

Séparation / Détection / Quantification * LC-MS, LC-MS/MS, LC-HRMS o

* Electrophorése capillaire électrocinétique micellaire
(MEKC) - Fluorescence induite par laser (LIF)

Figure 8 : Schéma général des méthodes physico-chimiques mises en ceuvre pour I’analyse
des brévétoxines et de leurs analogues

2.3.1.1 Extraction des brévétoxines et de leurs analogues
Cultures de Karenia spp. / Prélevements d’eau de mer

Depuis le début des années 90, les brévétoxines et leurs analogues sont extraits de cultures de
Karenia spp. ou d’échantillons d’eau selon des protocoles similaires. Les échantillons sont déposés
sur des disques SPEC Cis (disques d’extraction en phase solide) ou sur des cartouches SPE Cys
(cartouches d’extraction en phase solide) (Hua et al. 1996; Pierce et al. 2003; Pierce et al. 2005;
Abraham et al. 2006; Twiner et al. 2007; Mead et al. 2014). Le conditionnement de ces phases est
effectué en deux temps. Le conditionnement de la phase stationnaire est réalisé, dans un premier
temps avec un solvant organique (MeOH ou acétone), puis avec de I'eau. Le prélevement est
déposé, puis la phase stationnaire est lavée avec de I'eau. Les brévétoxines et leurs analogues sont
ensuite éluées avec du MeOH ou de I'acétone. A l'issue, une étape de concentration est parfois
réalisée avant séparation et détection des toxines (évaporation sous N2 sans chauffage ou via
I'utilisation d’un concentrateur sous vide).

Hummert et al. (2002) ont opté pour un protocole différent, afin d’évaluer qualitativement la
composition toxinique des prélévements. Un filet a plancton constitué de mailles de 20 uym est
employé afin de prélever le plancton. Le filet est ensuite rincé avec de I'eau de mer sur un filtre en
fibre de verre. Le filtre est placé dans un vial, puis les toxines sont extraites avec du MeOH 50 %,
en ayant recours a un homogénéisateur.

Poissons / Mollusques

Pour les poissons, les préléevements sont effectués a l'aide de filets ou de lignes de péche. Les
matrices analysées varient en fonction des travaux (muscle, foie, estomac ou viscéres) avec des
prises d’essai allant de 1 a 10 g. Toutes les méthodes développées pour la matrice « poisson » font
appel a une extraction a I'acétone suivie d’'une série d’étapes d’évaporation, de reprise dans un
solvant organique et de partitions liquide-liquide au n-hexane (pureté 95 %) (Lewis et al. 1999)
(Dechraoui et al. 2005; Naar et al. 2007). Une purification SPE sur des cartouches de type Florisil®
ou contenant du gel de silice est souvent mise en ceuvre avant I'analyse.
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Pour les mollusques, les prises d’essai (1 g) sont systématiquement préparées a partir d’homogénat
de chair totale. Ces homogénats sont obtenus aprés décoquillages et broyage mécanique de la
chair. Les protocoles d’extraction similaires a ceux mis en ceuvre sur la matrice poisson ont
initialement été développés (Plakas et al. 2002; Dickey et al. 2004; Plakas et al. 2004; Wang et al.
2004; Abraham et al. 2006; Abraham et al. 2012). La principale différence réside dans le type de
phase utilisé pour effectuer la purification SPE (C1s ou phases polymériques de type PS-DVB ou
PVP-DVB). Progressivement I'utilisation d’acétone a été remplacée par du MeOH/H>O 80:20 (v:v)
ou du MeOH pur, combinée a I'utilisation d’homogénéisateurs, de vortex ou de billes (Nozawa et al.
2003; McNabb et al. 2012; Doménech et al. 2014; Wu et al. 2014; Derrien et al. 2018; Dom et al.
2018; Shin et al. 2018). Compte-tenu de la thermostabilité des brévétoxines, dans certains cas, les
extraits sont placés dans un bain-marie a 60°C pendant 20 min (McNabb et al. 2012; Shin et al.
2018). Aprés extraction des toxines, les extraits sont, soit purifiés sur cartouche SPE (McNabb et al.
2012; Wu et al. 2014; Shin et al. 2018), soit directement injectés dans le systéme de mesure (Derrien
et al. 2018; Dom et al. 2018). A noter que seuls McNabb et al. (2012) ont conservé une étape de
lavage au n-hexane (pureté = 95 % avec une extraction au MeOH/H20 80:20 (v:v)).

La plus-value de cette étape additionnelle n’est pas évidente lorsque I'on compare les performances
analytiques de cette méthode avec celles précédemment citées (Tableau 6).

Aérosols

L'analyse des brévétoxines contenues dans les aérosols passe par le déploiement, pendant
plusieurs heures, dans la zone touchée par les efflorescences de K. brevis, de capteurs d’air pour
piéger les toxines. Des échantillonneurs de volume élevé d'air environnemental (TE-5000, Tisch
Environmental Inc., Village of Cleaves, OH, Etats-Unis) sont mis en place le long de la plage pour
collecter de grandes quantités d’aérosols marins pour l'analyse de brévétoxines. Afin de cerner la
portée des aérosols, des échantillonneurs d'air peuvent également étre placés a quelques km de la
plage. Les échantillonneurs sont équipés de filtres en fibre de verre (20 cm x 28 cm) (Whatman EPM
2000, Maidstone, Angleterre). lls sont placés dans des endroits accessibles pour fournir une
alimentation électrique et faciliter le changement quotidien des filtres. En effet, les aérosols sont
captés en continu pendant la journée tous les jours pendant plusieurs jours (4 — 6 jours). lls peuvent
étre captés également durant la nuit (Cheng et al. 2005a ; Kirkpatrick et al. 2010).

L’analyse des brévétoxines passe par une étape d’extraction des toxines a partir des filtres. Il peut
s’agir d’'une extraction a chaud par solvant et en continu des analytes cibles dans un échantillon
solide, le plus souvent avec du dichlorométhane ou de I'acétone comme solvant d’extraction (Pierce
etal., 2003 ; 2005). Toutefois, une extraction a 'acétone, par agitation et sonication, permet d’obtenir
un meilleur taux de récupération pour la BTX-2 (> 50 %) (Cheng et al. 2005 a et b). Quelle que soit
la méthode mise en ceuvre, les extraits obtenus sont évaporés et repris dans du méthanol (MeOH)
ou du MeOH/H20 50/50 (v/v), en vue d’'une analyse par méthode chimique, biologique ou
biochimique.

2.3.1.2 Séparation et détection des brévétoxines et de leurs analogues par des méthodes
physico-chimiques

Les instruments analytiques utilisés pour I'analyse des brévétoxines reposent sur un couplage entre
une technique séparative et une technique de détection. La chromatographie liquide est la technique
séparative majoritairement employée. Cette technique peut étre couplée a plusieurs types de
détecteurs tels que la spectroscopie ultra-violet (LC-UV), la spectrométrie de masse basse ou haute
résolution (LC-MS ou LC-HRMS), ou encore en tandem (LC-MS/MS). Un couplage entre
I'électrophorése capillaire électrocinétique micellaire et la fluorescence induite par laser (MEKC-
LIF) a également été décrite.

Séparation des brévétoxines et de leurs analogues

Seules les brévétoxines et certains de leurs analogues qui possédent des propriétés lipophiles ont
été recherchées jusqu’a présent. Une séparation par chromatographie liquide haute performance
en phase inverse a systématiquement été mise en oeuvre. Des colonnes chromatographiques
composées de phase stationnaire composées de silices greffées octyl ou octadécyl (respectivement
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Cs ou Cig) sont trés majoritairement employées. Des conditions de phases mobiles acides ou
basiques permettent d’obtenir une excellente séparation chromatographique. Dans la plupart des
cas, la composition des phases mobiles est identique a celles employées pour la séparation des
biotoxines marines lipophiles réglementées (acide okadaique, dinophysistoxines, azaspiracides,
pecténotoxines et yessotoxines). En voici quelques exemples utilisés avec des colonnes
chromatographiques Cys :

- Conditions acides (Hummert et al. 2002; Dom et al. 2018) :

o Phase mobile A : formate d’ammonium dans 'eau (2 mM) acidifié par 1,9 % d’acide
formique.

o Phase mobile B : formate d’ammonium dans un mélange acétonitrile/eau 95/5 (v:v) (2
mM) acidifié par 1,9 % d’acide formique.

- Conditions basiques (Doménech et al. 2014) :

o Phase mobile A : ammoniaque dans I'eau (6,7 mM).
o Phase mobile B : ammoniaque dans un mélange acétonitrile/feau 90/10 (v:v) (6,7 mM).

A noter que l'utilisation de MeOH dans la phase mobile organique (B), au lieu de 'acétonitrile (ACN),
permettrait d’'améliorer la sensibilité des méthodes d’analyse des brévétoxines (Zendong et al. 2015;
Dom et al. 2018). Un gain d’'un facteur 6 a 10 a été constaté (Dom et al. 2018). C’est d’ailleurs le
choix qui a été effectué par I'lfremer lors du développement de la méthode analytique mise en ceuvre
dans le cadre du réseau EMERGTOX (Derrien et al. 2018).

Parmi les BTX figurent les dérivés hydrolysés de BTX-1, BTX-2, BTX-3, et BTX-7 (ouverture du
cycle A), ou les formes oxydées de BTX-1 et BTX-2. Ces dérivés, de lipophilicité parfois tres
différentes (cf paragraphe 2.1.2), présentent des abondances relatives élevées dans les
prélevements effectués lors d’efflorescences algales (Abraham et al. 2006). Actuellement, aucune
méthode analytique n’a spécifiquement été développée pour la recherche de formes hydrophiles. Il
est donc probable que de nombreux analogues faiblement lipophiles ou hydrophiles demeurent,
encore a ce jour, inconnus. Par ailleurs, I'existence de formes plus lipophiles que les analogues de
brévétoxines identifiées avec les méthodes actuelles, ne peut étre écartée.

Seul Shea (1997) a opté pour une technique séparative autre que la chromatographie liquide : il
s’agit de I'électrophorése capillaire électrocinétique micellaire (MEKC). Cette technique permet
également d’obtenir une excellente séparation entre les BTX-2, BTX-3, BTX-5, et BTX-9.

Détection des brévétoxines et de leurs analogues

Une détection par spectroscopie UV a été mise en ceuvre afin de quantifier les BTX-1, BTX-2, BTX-3,
BTX-6 et BTX-9 dans des échantillons d’eau de mer ou de cultures de K. brevis (Baden et Tomas
1988; Pierce et al. 1992; Hua et al. 1995; Hua et al. 1996; Brousseau et al. 1998; Holland et al.
2012). Cette technique peut cependant souffrir de la présence d’interférents co-éluants qui
possédent également des groupements chromophores (Hua et al. 1996).

La fluorescence induite par laser (LIF; couplée a I'électrophorése capillaire électrocinétique
micellaire) a également été appliquée pour I'analyse de cultures de K. brevis (Shea 1997). Bien que
cette technique soit extrémement sensible (limite de détection (LD) de 4 ng BTX-2/ kg de chair de
poissons), elle nécessite la mise en ceuvre d’étapes de dérivatisation/réduction.

La spectrométrie de masse est la technique de détection la plus couramment employée parmi les
techniques de détection physico-chimiques existantes. Ces systémes sont composés d’analyseurs
dits de basse (simple quadripéle) ou haute résolution (ToF, Orbitrap). La source d’ionisation de type
électrospray (ESI) est la plus adaptée et donc la plus couramment utilisée pour I'analyse des
biotoxines marines. Cette source est donc celle majoritairement employées pour la recherche des
brévétoxines. Néanmoins, la source d’ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI), bien
que peu étudiée, semble constituer une alternative extrémement intéressante pour I'analyse des
brévétoxines les moins polaires. L’APCI permet d’obtenir une meilleure sensibilité que 'ESI pour la
BTX-2 (Mead et al. 2014).

Plusieurs modes d’acquisition du signal peuvent étre employés en fonction des objectifs a atteindre
(Tableau 4).
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Tableau 4 : Modes d’acquisition du signal appliqués en spectrométrie de masse pour la
détection des brévétoxines et de leurs analogues

Mode de balayage

Full scan.

Mode d'acquisition du signal
appliqué en spectrométrie de
masse permettant le balayage
de toutes les masses
comprises entre deux valeurs
m/z pré-programmees

Selected ion monitoring (SIM).
mode d’acquisition du signal
appliqué en spectrométrie de
masse mono-dimensionnelle
permettant de suivre tous les ions
entre deux valeurs m/z pré-
programmées

Multiple reaction monitoring
(MRM)

ou

Selected reaction monitoring
(SRM)

Product ion scan (PIS) : mode
d’acquisition du signal appliqué en
spectrométrie de masse
permettant a partir d’'un ion
précurseur de suivre tous les ions
produits entre deux valeurs m/z
pré-programmeées

ou

Enhanced product ion scan
(EPI). Ce mode permet de piéger
les ions produits dans la trappe
ionique afin d'obtenir une
meilleure sensibilité.

ou

All ion fragentation (AIF -
Spécifique aux systemes
hybrides quadripdle/orbitrap).
Ce mode permet la fragmentation
des ions précurseurs sans
discrimination.

Objectif

Acquisition sans a priori permettant
l'identification de BTX et de leurs

analogues. Ce mode d'acquisition offre la

possibilité de conduire des analyses
rétrospectives.

Permet d’obtenir la masse moléculaire
des composés.

Les informations structurales sont limitées

bien que plus riches en haute résolution
qu’en basse résolution.

Quantification de BTX et de leurs
analogues.

Quantification de BTX et de leurs
analogues avec une sensibilité et une

spécificité plus élevée qu’avec le mode de

balayage SIM ou Full scan.

Identification de structures développées

de BTX ou d'analogues via I'obtention de

spectres MS? et I'étude des mécanismes
de fragmentation.

Source

Basse résolution :

(Hua et al. 1995; Hua et al. 1996; Hua
et Cole 1999, 2000; Plakas et al. 2002;
Nozawa et al. 2003; Dickey et al.
2004; Plakas et al. 2004; Wang et al.
2004; Abraham et al. 2006; Twiner et
al. 2007; Abraham et al. 2012;
McNabb et al. 2012; Mead et al. 2014)

Haute résolution :
(Domenech et al. 2014; Zendong et al.
2014; Dom et al. 2018)

(Hummert et al. 2002; Twiner et al.
2007)

(Nozawa et al. 2003; McNabb et al.
2012; Wu et al. 2014; Derrien et al.
2018; Shin et al. 2018; Gerssen 2020)

Basse résolution :

(Hua et Cole 2000; Nozawa et al.
2003; Wang et al. 2004; Abraham et
al. 2006; Twiner et al. 2007; Abraham
et al. 2012; McNabb et al. 2012; Wu et
al. 2014)

Haute résolution ;

(Domenech et al. 2014; Zendong et al.
2014; Dom et al. 2018)
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Les masses des ions précurseurs [M+H]* et des principaux ions produits des brévétoxines 1 a 9 sont
indiquées, a titre informatif, dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Masses des ions précurseurs [M+H]* des brévétoxines 1 a 9 et de leurs principaux
ions produits identifiés par Wu et al. (2014).

Toxine Masse de I'ion précurseur Masse des ions produits (m/z)
(m/fz)

BTX-1 867.5 [M+H]* 849,41 221,1

BTX-2 895.5 [M+H]* 877,41859,6

BTX-3 897.5 [M+H]* 825,3/725,2

BTX-5 937.5 [M+H]* 893,3/875,2

BTX-6 911.5 [M+H]* 893,6/875,3

BTX-7 869.5 [M+H]* 779,4 11512

BTX-8 917.4 [M+H]* -

BTX-9 899.5 [M+H]* 863,5/157,1

Ces derniéres années, du fait de 'émergence de la spectrométrie de masse haute résolution dans
le domaine de la sécurité sanitaire des aliments, plusieurs méthodes reposant sur ce type
d’analyseur de masse ont vu le jour. Les technologies hybrides Q-Tof et Q-Orbitrap ont été
appliquées (Fang et al. 2004; Domeénech et al. 2014; Zendong et al. 2015; Dom et al. 2018).
L’acquisition en full scan permet a ces sytémes la détection sans a priori d’'un nombre illimité de
composeés tout en offrant la possibilité de mener des analyses rétrospectives. Ceci est impossible
lorsqu’'un mode d’acquisition avec a priori est utilisé comme, par exemple, le mode MRM avec un
spectrométre de masse triple-Quadripéles. lIs fournissent également une grande sélectivité, or cette
caractéristique est précieuse lorsqu’il s’agit de rechercher des traces de molécules dans des
matrices complexes (composées de milliers d’interférents). La précision en masse, les profils
isotopiques et la construction de librairies de spectres MS/MS permettent d’obtenir un haut niveau
de sélectivité. Ces instruments sont également trés intéressants pour aider a la détermination de la
formule brute et a I'élucidation structurale de brévétoxines et de leurs analogues. En fonction de
I'objectif souhaité, trois stratégies peuvent étre mises en oeuvre (Gonzalez-Romero et al. 2017) :

- Un criblage ciblé pour lidentification et la quantification de molécules pour lesquelles un
étalon est disponible.

- Un criblage de composés « suspects » pour tenter d’identifier un composé pour lequel aucun
étalon n’est disponible.

- Un « criblage non ciblé/non-targeted screening » : avec pour objectif I'identification de la
formule brute d’'un composé d’intérét ou de sa structure potentielle, lorsque I'on ne dispose
ni d’'informations initiales, ni d’étalons. Les échantillons analysés sont comparés avec un ou
plusieurs échantillons de contrbdle. La mise en ceuvre d'un traitement statistique,
d’algorithmes ou la recherche dans des bases de données moléculaires peuvent permettre
d’identifier des structures chimiques similaires, et ainsi aider a identifier le composé d’intérét
(Dom et al. 2018).

A ce jour, le manque d’étalons constitue un frein majeur pour la recherche et la quantification des
brévétoxines et de leurs analogues avec des méthodes physico-chimiques. Seules les étalons des
BTX-1, BTX-2, BTX-3, BTX-9 et BTX B5 sont commercialisés, et la teneur de ces étalons n’est pas
certifiée. Méme si l'utilisation de la spectrométrie de masse haute-résolution en mode « suspect
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screening » ou « non-targeted-screening » peut s’avérer une alternative intéressante en I'absence
d’étalons, I'identification formelle des toxines ne peut pas étre garantie.

2.3.1.3

Dickey et al. (2004) ont conduit une étude inter-laboratoires (n = 5 participants) afin d’étudier les
performances analytiques de la méthode LC-MS développée par Plakas et al. (2002). Bien que les
lignes directrices de TAOAC ou de I'ISO en matiére de validation inter-laboratoires n’aient pas été
rigoureusement respectées, un taux de récupération moyen de 78 % et une reproductibilité
moyenne de 44 % ont été obtenus pour la BTX-3. Plusieurs méthodes LC-HRMS et LC-MS/MS ont
fait 'objet de validations intra-laboratoire (Fang et al. 2004; McNabb et al. 2012; Wu et al. 2014;
Derrien et al. 2018; Shin et al. 2018; Gerssen 2020). Le détail des performances de ces méthodes
est donné dans le Tableau 6. Globalement, les limites analytiques (sensibilité) obtenues, sont bien
plus élevées que celles observées pour les autres biotoxines marines lipophiles (toxines des
groupes de I'acide okadaique, des yessotoxines, des azaspiracides, des imines cycliques, etc.) (Wu
et al. 2014; Derrien et al. 2018; Dom et al. 2018).

La méthode mise en ceuvre dans le cadre du réeseau EMERGTOX posséde une excellente justesse
et fidélité (Derrien et al. 2018). Les taux de récupération moyens observés sont compris entre 93 et
104 % pour la BTX-2 et la BTX-3, et la fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire) est
inférieure a 8 %. De telles performances sont trés satisfaisantes. Il est d’ailleurs, important de noter
qu’il s’agit d'une méthode large spectre, permettant de rechercher les toxines appartenant a
plusieurs groupes (acide okadaique, yessotoxines, pecténotocines, azaspiracides, spirolides,
pinnatoxines, gymnodimines, palytoxines et microcystines). Inévitablement, la recherche simultanée
d’'un si grand nombre d’analogues, impacte négativement la sensibilité.

Performances des méthodes d’analyse physico-chimiques

Tableau 6 : Performances comparées des méthodes LC-HRMS et LC-MS/MS d’analyse des
brévétoxines dans les coquilalges caractérisées en intra-laboratoire

Référence Fang et al. McNabb et al. Wu et al. Derrien et al. (2018) Shin et al. Gerssen
(2004) (2012) (2014) Méthode (2018) (2020)
EMERGTOX
oo | Freursor MRM MRM MRM MRM MRM
acquisition ion scan
Toxines BTX-2 BTX-2, BTX-3, BTX-1, BTX-2, BTX-2, BTX-3 BTX-1,BTX-2, BTX-2, BTX-3,
caractérisées BTX-B2, BTX-B5, BTX-3, BTX-5, BTX-3 BTX-9
S-deoxy-BTX-B2  BTX-6, BTX-7,
BTX-9
Justesse 91294 % 17a112% 71291 % 932104 % 76 2 106 % 94a114 %
(excepté BTX-2:
61 %) *
Répétabilité / / CV<11% CV<8% CV<9% CV<16 %
Fidélité CV<12% CV<18% (excepté / CV<8% CV<6% /
intermédiaire BTX-2:27 %)
LD / 252348 pg/kg CT 0,06 2 13,6 23 ug/kg GD 7 uglkg CT  BTX-2, BTX-3:
Malkg CT 150 pglkg CT
/
BTX-9:40
Mglkg CT
LQ 100 yg/kg  32a61pgkg CT 0,2 a45 pglkg 70 uglkg GD 25 uglkg CT 200 uglkg CT
CT CT
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Les méthodes développées jusqu’a présent se sont esssentiellement focalisées sur la
recherche des principales brévétoxines produites par Karenia spp. Il s’agissait donc de
méthodes adaptées a la recherche de composés lipophiles. Afin d’obtenir une vision plus
exhaustive des métabolites existants, des protocoles d’extraction large spectre devront étre
développés. Cela permettra certainement d’identifier de nouvelles formes possédant des
propriétés hydrophiles.

Parmi les techniques physico-chimiques existantes, la chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse est la technique la plus adaptée pour la recherche des brévétoxines.
Son utilisation en mode d’acquisition MRM permet une détection et une quantification avec
d’excellentes performances analytiques (justesse, fidélité, sensibilité, spécificité). D’autre
part, I'utilisation de systéme HRMS sans a priori (modes d’acquisitions non ciblés) permet
d’obtenir des informations structurales riches ou d’identifier un composé pour lequel aucun
étalon n’est disponible. Ce dernier point est précieux compte-tenu du manque d’étalons de
brévétoxines.

2.3.2 Méthodes biochimiques

Des tests de liaison spécifique (RBA) et des tests immunologiques (RIA, ELISA) sont utilisés pour
la recherche de BTX dans les algues, I'eau, les coquillages et les poissons.

2.3.2.1 Test de fixation spécifique (Receptor binding assay (RBA))

Le test de fixation spécifique est basé sur les propriétés pharmacologiques des BTX a se fixer sur
les canaux sodium sensibles au potentiel de membrane (canaux Nay). Les concentrations en BTX
dans un extrait sont déterminées par expériences de compétition entre les BTX contenues dans un
extrait et une BTX radiomarquée (van Dolah et al. 1994; Bottein et al. 2011; Bottein et Clausing
2017; Abraham et al. 2018) pour leur site de liaison. Pour cela des préparations membranaires riches
en canaux Na, sont utilisées, préparées a partir de cerveau de rat ou de porc ou plus rarement de
cellules (par exemple des neuroblastomes). Cette méthode a été développée dans deux formats
différents, I'un utilisant des tubes a essais, I'autre des microplaques qui permet d’envisager un plus
haut débit. La limite de détection (LD) a été estimée a 70 ug eq. BTX-3/kg de chair de coquillage
(Fire et al. 2008a), sensibilité suffisante pour cribler les coquillages. La FAO/OMS/COI rapporte une
LD de 30 ug/kg équivalent BTX-3, sans fournir de référence. Le taux de récupération a partir
d’échantillons enrichis avec de la BTX-3 a été estimé a 136% et les variabilités inter-et intra-
laboratoire a 23% et 16%, respectivement (Dickey et al. 2004).

Le RBA est listé comme une méthode d’analyse provisoire de type IV4 par le Codex alimentarius.

Le RBA présente I'avantage d’étre rapide (3 h) et simple a opérer en laboratoire. Il a été utilisé sur
différentes matrices (poissons (Fire et al. 2008a), extrait de K. brevis (Roth et al. 2007; Twiner et al.
2007)).

Cette méthode, spécifique des composeés se fixant sur le site 5 des canaux Na, (Figure 34), rapporte
une concentration totale exprimée en équivalent d’'une toxine standard, le plus souvent la BTX-3.
Ceci peut étre un inconvénient car la méthode ne permet pas de différencier ni d’identifier les
analogues de BTX, et ne discrimine pas non plus les BTX des ciguatoxines (CTX), parfois présentes
dans la méme zone géographique. Cependant la spécificité du RBA a tous les composés du site 5
peut aussi présenter des avantages car tous les analogues de BTX sont détectables par RBA, et la
réponse mesurée, qui dépend de I'affinité des analogues pour leur site de liaison, sera indicatrice
de la toxicité globale d’un échantillon. Par exemple la biotransformation des brévétoxines par ajout
d’acides aminés conduit a des molécules de moindre affinité et toxicité alors que la conjugaison aux

4 Une méthode de Type IV est une méthode traditionnelle ou encore une méthode d'application récente, mais
pour laquelle on n'a pas encore déterminé les critéres exigés par le Comité sur les méthodes d'analyse et
d'échantillonnage.
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acides gras conduit a une augmentation de I'affinité pour les canaux Na, et de la toxicité. Les S-
désoxy-BTX-B2 (cysteine-BTX-B) et BTX-B2 (cystéine-BTX-B sulfoxyde) sont les métabolites les
plus persistants dans I'huitre. A noter que la présence de forte concentration de brévénal peut
moduler la réponse toxique car ce composé se fixe sur le site récepteur des brévétoxines sans
induire d’effet.

Compte tenu de la difficulté a développer par des approches physico-chimiques des méthodes
couvrant un large spectre de métabolites de BTX, dotés de propriétés trés diverses, mais aussi la
faiblr disponibilité d’étalons, le RBA présente un avantage certain.

Un RBA utilisant une BTX fluorescente (différents marqueurs dont BODIPY®-PbTx-2 (McCall et al.
2012; McCall et al. 2014) a été récemment mis au point comme outil d’étude des affinités des
composeés spécifiques du site 5 des canaux Na,. Cette méthode prometteuse a été mise au point
pour des toxines purifiées mais n’a cependant pas été évaluée pour ses performances de détection
des BTX dans des matrices algales ou animales. De plus, a la connaissance du GT, aucune
information n’a été communiquée quant a sa sensibilité.

2.3.2.2 Tests immunologiques

Contrairement au test de fixation spécifique dont les résultats refletent la toxicité globale d’un extrait,
les tests immunologiques sont basés sur la reconnaissance d’une structure chimique spécifique des
BTX (épitope) par des anticorps (monoclonaux ou poly-clonaux). Deux formats de tests
immunologiques ont été développés, I'un utilisant la radioactivité (RIA), 'autre une enzyme (ELISA).

Radioimmunoassay (RIA)

Le RIA pour les BTX repose sur une interaction compétitive entre une BTX-3 tritiée et les BTX
contenues dans un échantillon, sur des anticorps anti-BTX-2-fetuin de sérum immun de mouton (Poli
et al. 1995). Apres incubation, les BTX fixées aux anticorps sont précipitées par I'utilisation de SAC-
cel puis filtrées afin de mesurer la radioactivité résiduelle. Cette méthode a été appliquée a I'analyse
de toxines dans différentes matrices (sang frais et séché (Woofter et al. 2003), urine, et coquillages
(Poli et al. 2000; Terzagian 2006). Le GT n’a pas identifé d’'information sur les performances de cette
méthode.

ELISA

Un test ELISA utilisant un serum immun contenant des anticorps anti-BTX (Poli et al. 1995) a été
développé (Garthwaite et al. 2001; Maucher et al. 2007). Avec une dilution au 1/100 d’un extrait, ce
test ELISA satisfait une détection en-dessous de la limite réglementaire aux USA de 80 ug/100g
(Garthwaite et al. 2001). La limite de détection dans le sang a été estimée a 1 ng eq. BTX-3/mL avec
un taux de récupération de 58%. Cette méthode permet la détection par réaction croisée des
conjugués cysteine (m/z 1018) et cysteine sulfoxyde (m/z 1034) (Maucher et al. 2007).

Un autre test ELISA développé par Naar et al. (2002) utilise des anticorps polyclonaux préparés a
partir de BTX-3-KLH. Il a été évalué sur de nombreuses matrices telles que les chairs de coquillage,
'eau de mer, des échantillons biologiques humains.

Ce test est sensible, avec une limite de détection de 25 ug/kg chair de coquillage. Les performances
sont donc adéquates aux besoins. Il est spécifique, cependant les anticorps disponibles
reconnaissent les BTX de type B et n‘ont que trés peu de réactivité croisée avec les BTX de type A
(Abraham et al. 2015). Dans Flewelling et al. (2020), la limite de quantification est de 120 ug/kg. Le
taux de récupération a partir d’échantillons enrrichis avec de la BTX-3 a été estimé a 87% et les
variabilités inter-et intra-laboratoire a 16% et 10%, respectivement (Dickey et al. 2004).

Les tests ELISA ont été développés en format microplaque a haut débit.

Un kit ELISA commercialisé par Abraxis posséde une réactivité croisée avec les BTX de type B avec
les taux suivants : BTX-3 : 100% ; Deoxy BTX-2 : 133% ; BTX-5: 127% ; BTX-2: 102% ; BTX-9:
83% ; BTX-6 : 13% ; BTX-1: 5%.
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2.3.3 Méthodes biologiques

Différentes méthodes biologiques sont utilisées pour la détection des BTX dans les coquillages,
notamment le bio-essai sur souris, le bio-essai sur poisson, ainsi que divers tests in vitro.

2.3.3.1 Bioessais in vivo pour I'analyse des BTX
Le bio-essai sur souris

Ce test est encore utilisé pour la surveillance des coquillages aux Etats-Unis. Il est désormais
recommandé de la réaliser via un test ELISA (Food and Drug Administration (FDA) 2017, 2019) pour
des raisons éthiques et de sensibilité. Dans ce test, la toxicité globale d’un extrait (par le diéthyl-
éther) injecté par voie intrapéritonéale est évaluée de maniére semi-quantitative sur la base du
temps de survie. Le résultat est exprimé en unité souris (protocole APHA basé sur la méthode
développée par McFarren et al. (1965), IOC Manuals & Guides 1995 n°33 (Fernandez et Cembella
1995)). Une unité souris (US) correspond a la quantité d’extrait brut causant la mort de 50% des
souris (20 g) en 930 minutes (15,5 h). En pratique, le niveau qui a été utilisé pour l'interdiction de la
récolte de coquillages aux Etats-Unis a été de 20 US dans 100 g de chair de coquillage. Par la suite,
les US ont été converties en équivalents BTX-2 en utilisant la conversion de 4,0 ug BTX-2 pour 1
US. Ainsi, les données ont été normalisées en équivalent BTX-2 (Baden et al. 1982; Dickey et al.
1999).

Les symptdmes observés chez la souris incluent notamment une hyper-réactivité, une paralysie de
l'arriere train, des difficultés respiratoires (dyspnée), une augmentation de la salivation (sialorrhée),
des larmoiements, une miction continue, la défécation et une paralysie généralisée. La mort survient
par arrét respiratoire (voir section 4.4 Toxicité in vivo).

Le bio-essai sur poisson

Ce test utilise des poissons d’aquarium de petite taille (3-5 cm), comme le guppy (Poecilia reticulata),
la gambusie (Gambusia affinis) également appelée poisson-moustique (Baden et al. 1979). Ce test
permet I'évaluation de la toxicité de BTX chez le poisson et de déterminer les DLso et DL1go. Pour
cela, la BTX a I'étude est ajoutée a une concentration donnée et dans un volume d’eau connu et la
mortalité des poissons est évaluée aprés 1 h ou aprés 24 h. L’absorption des BTX ajoutées dans le
milieu se fait a travers I'épithélium gastro-intestinal et I'épithélium cutané ou branchial. La DLso
établie aprés 1 h pour la BTX-1 chez le guppy est de 4 ng/mL (Shimizu et al. 1986). La DLz établie
aprés 24 h est de 2-4 ng/mL.

Les symptomes observés chez le poisson lors de I'action des BTX incluent des torsions initiales
vigoureuses du corps, une nage dite « en tire-bouchon », des contractions musculaires spontanées,
défécation, régurgitation, courbure de la queue, paralysie des nageoires pectorales, mouvements
lents et irréguliers, tranquillité, vasodilatation, convulsions soudaines, menant a la mort par arrét
respiratoire.

2.3.3.2 Bio-essais in vitro pour I’analyse des BTX

Plusieurs tests de cytotoxicité ont été développés pour déterminer la présence de BTX dans les
coquillages (Manger et al. 1993; Manger et al. 1994; Manger et al. 1995; Trainer et al. 1995; Bottein
Dechraoui et al. 2007; Bottein et al. 2010). Ces divers tests, basés sur l'interaction des BTX avec
les canaux Na,, sont a la fois plus spécifiques et sensibles que le bio-essai souris. La stratégie de
ces tests inclut 'utilisation de lignées cellulaires de neuroblastomes traitées avec de la vératridine,
un alcaloide végétal, pour activer les canaux Nay, et avec de I'ouabaine pour inhiber la Na/K ATPase
membranaire. Dans ces conditions, les BTX se lient au canal Na, ouvert par la vératridine et
augmentent I'influx d’ions Na*. La viabilité cellulaire est mesurée en utilisant la réduction métabolique
du substrat chromogéne MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyl-tetrazolium) en formazan
par les deshydrogénases mitochondriales, proportionnellement au nombre de cellules vivantes
(Manger et al. 1993; Plakas et Dickey 2010). Une limite de détection (LD) pour le test de cytotoxicité
sur coquillages pour la BTX-1 de 0,25 mg/kg a été indiquée par Manger et al. (1993), alors que
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Dickey et al. (2004) indique dans une étude entre divers laboratoires pour le méme test une grande
variabilité dans les limites de détection.

2.3.4 Biocapteurs

Au cours des 20 derniéres années, plusieurs types de biocapteurs permettant la détection des
brévétoxines ont vu le jour. Ces différents biocapteurs reposent sur des technologies et des principes
innovants :

Les biocapteurs basés sur les réseaux de neurones (Kulagina et al. 2006). Des neurones de
mammiféres (souris) sont cultivés et s’étendent sur des microélectrodes, aprés perfusion de
la solution étalon ou de I'échantillon, l'activité bioélectrique du réseau est surveillée (de
maniére non invasive). Ce type de biocapteurs a été testé avec succeés sur des échantillons
d’eau de mer lors d’efflorescence de Karenia et des extraits de cultures d’algues avec une
sensibilité élevée (LD de 11 pg BTX-3/L d’eau de mer). lls n'ont cependant pas été testés
sur des matrices biologiques plus complexes (ex coquillages, poisson...).

Les biocapteurs par résonance plasmononique de surface (Mouri et al. 2009). Le
fonctionnement de ces biocapteurs nécessite [l'utilisation de yessotoxine désulfatée
immobilisée sur une puce et de phosphodiestérase (PDEII) afin de détecter la BTX-2, par
inhibition. A ce jour, ce type de biocapteur a seulement été testé sur des solutions étalons
de BTX-2.

Les biocapteurs a base d’aptaméres (Eissa et al. 2015; Weng et Neethirajan 2018; Ye et al.
2019). Ces biocapteurs sont combinés a une détection par fluorescence. Ces derniéres
années, les aptaméres émergent comme outil de détection. lls permettent d’obtenir une
sensibilité et une spécificité intéressantes tout en étant peu onéreux et rapides d'utilisation.
Ces biocapteurs ont été appliqués sur des extraits de mollusques supplémentés en BTX-2
entre 0,1 et 100 ng/mL. Des taux de récupération satisfaisants ont été obtenus (compris
entre 102 et 107 %) (Eissa et al. 2015).

Toutefois, a ce jour, ces biocapteurs ne sont pas commercialisés, et certains d’entre eux en sont
toujours au stade du développement. A terme, ils pourraient constituer une alternative aux
techniques analytiques actuelles.
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2.3.5 Bilan des méthodes analytiques

Tableau 7 : Synthése des performances, des avantages et des inconvénients des méthodes
d’analyse mises en ceuvre pour I'analyse des brévétoxines

Type de

méthode Technique

Méthodes LC-UvV

physico-

chimiques
MEKC-LIF
Electrophorése
capillaire
électrocinétique

micellaire couplée a
une détection par
fluorescence induite
par laser

LC-MS (simple
quadripdle)

Performances

LD comprise entre 9,9 et 19,8
Mg/L d’eau pour les BTX-1,
BTX-2 et BTX-3 (Hua et al.
1996)

o LD de 4 ng BTX-2/ kg de
chair de poissons

o Fidélité intermédiaire pour
BTX-2, BTX-3, BTX-5:<2%
(27 % pour BTX-9).

Performances obtenues en

LC-MS lors d’un essai inter-

laboratoires (Dickey et al.

2004) :

o Taux de récupération
moyen de 78 %

o Reproductibilité : CV moyen

=44 %

Sensibilité obtenue par

Hummert et al. (2002) et
Plakas et al. (2004):

e LD instrumentale comprise
de 15 ng/mL (soit 7,5 pg/kg
de chair totale de
mollusques), et de 600
ng/mL (soit 600 ng/mL
d'extrait algal).

Avantages

o |dentification possible des
analogues

o Méthode extrémement
sensible

e Détection individuelle des
analogues ou balayage d'un
large spectre de masses
moléculaires (en fonction du
mode d’acquisition
sélectionné).

Inconvénients

o Moins sensible que les méthodes
LC-MS(/MS)

o Spécificité limitée avec des
matrices complexes (poissons,
mollusques, etc). La présence
d'interférences peut étre
problématique. Cette technique a
essentiellement été appliquée sur
des matrices relativement
« propres » (prélevements d'eau
de mer lors des efflorescences
algales, extraits de cultures de
Karenia spp.)

o Disponibilité des étalons (trés peu
d'étalons de brévétoxines sont
commercialisés).

o Nécessite la mise en ceuvre d’'une
étape de dérivatisation ou de
réduction.

o Méthode développée par Shea
(1997), mais jamais reprise dans
d'autres travaux.

o Disponibilité des étalons (trés peu
d’étalons de brévétoxines sont
commercialisés).

o Spécificité limitée en présence
d'interférents co-éluants et
isobariques.

e Les informations structurales sont
limitées (permet uniquement de
connaitre la masse moléculaire des
analogues, a moins de programmer
de la fragmentation en source).

o Disponibilité des étalons (trés peu
d'étalons de brévétoxines sont
commercialisés).
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Type de
méthode

Méthodes
physico-
chimiques

Méthodes
biochimiques
(in vitro)

Technique

LC-MS/MS (Triple-
quadripdle, Q-Trap)

LC-HRMS (Q-Tof, Q-
Orbitrap)

RBA

RIA

ELISA

Performances

Performances obtenues en

LC-MS/MS pour les BTX-1,

BTX-2, BTX-3, BTX-B2, BTX-

B5, S-deoxy-BTX-B2 et BTX-9

(McNabb et al. 2012; Derrien

et al. 2018; Shin et al. 2018;

Gerssen 2020) :

o Taux de récupération entre
76 % et 112 %

o Répétabilité < 16 %

o Fidélité intermédiaire < 27 %

e LD entre 7 et 150 ug/kg

LQ entre 25 et 200 pglkg

Performances obtenues par
Fang et al. (2004) pour la
BTX-2:
e Taux de récupération : 91 a
94 %.
o Fidélité intermédiaire : CV
compris entre 11 et 12%
¢ LQ: 100 pglkg
Sensibilité obtenue par Dom
et al. (2018) pour la BTX-2:
o |.D:280 a 324 pg/kg de
chair totale et 300 a 337
pg/kg de chair.

LD: 70 ug/kg de chair de
coquillage (Fire et al. 2008)

LD:2.25+0.62ng/mL eq.
BTX-3 dans le sang.

Le GT n’a pas identifié
d’information sur les
performances de cette
méthode dans les coquillages.

LD : 1 ngeqBTX-3/mL dans
le sang, taux de récupération
de 58%. (Maucher et al. 2007).

LD : 25 pg/kg chair de
coquillages (Abraham et al.
2015).

LQ: 120 pg/kg dans les
recouvrement a partir
d’échantillons enrrichis avec

Avantages

o Spécificité élevée de parla
séparation
chromatographique des
toxines et la détection
individuelle des analogues
par spectrométrie de masse
(MS, MS/MS).

Sensibilité élevee.

Obtention d'informations
structurales. Identification de
brévétoxines ou d’'analogues
via 'obtention de spectres
MS? et I'étude des
mécanismes de
fragmentation.

Spécificité élevée notamment
grace a la précision en masse
de ces instruments.

Obtention d'informations
structurales. Ces informations
peuvent aider a identifier des
analogues de brévétoxines
pour lesquels les étalons ne
sont pas disponibles
(spectres MSZ haute
résolution, étude des
mécanismes de
fragmentation, etc.)

o Spécifique

e Facile a mettre en ceuvre

o Haut débit

o Faible colt de I'équipement.

o Méthode rapide (résultats
obtenus en 2h).

o Détection éventuelle de
nouveaux analogues des
toxines recherchées.

Facile a mettre en ceuvre
e Permet la détection
éventuelle de nouveaux
analogues des toxines
recherchées.

Facile a mettre en ceuvre

Haut débit

Commercilisé sous forme de

kit

o Permet la détection par
réaction croisée des
conjugués cysteine et
cysteine sulfoxyde

e Permet la détection

éventuelle de nouveaux

Inconvénients

Colt de I'équipement.

Nécessité de disposer d'un
personnel qualifié.

Disponibilité des étalons (trés peu
d’étalons de brévétoxines sont
commercialisés).

Colt de I'équipement.

Nécessité de disposer d'un

personnel hautement qualifié.

o Disponibilité des étalons (trés peu
d'étalons de brévétoxines sont
commercialisés).

e Souvent moins sensible que la

LC-MS/MS.

o Manque de spécificité (ne permet
pas d'obtenir d'informations sur
I'identité des toxines et de
distinguer les brévétoxines des
autres toxines possédant le méme
mode d’action, ce qui peut dans
certains cas constituer un
avantage).

Utilisation de radioactivité (tritium
sous le seuil d’exemption).

Manque de spécificité (ne permet
pas d'obtenir d'informations sur
I'identité des toxines et de
distinguer les brévétoxines des
autres toxines possédant le méme
mode d’action, ce qui peut dans
certains cas constituer un
avantage).

e Anticorps non commercilisés

o Utilisation de radioactivité (tritium
sous le seuil d’exemption)

e Manque de spécificité intra-BTX (ne
permet pas d’obtenir d'informations
sur l'identité des brévétoxines)

o Trés peu de réactivité croisée avec
les BTX de type A
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Type de

méthode Technique
Méthodes ELISA (suite)
biochimiques
(in vitro)
Méthodes Bio-essai cellulaire
biologiques fonctionnel sur
(in vitro) neuroblastome

N2a

Méthodes Bioessai sur souris
biologiques
(in vivo)

Performances

de la BTX-3 estimé & 87%
(Flewelling et al. 2020).

Variabilités inter-et intra-
laboratoire a 16% et 10%,
respectivement (Dickey et al.
2004).

Un kit ELISA commercialisé
posséde une réactivité croisée
avec les BTX de type B avec
les taux suivants : BTX-3:
100% ; Deoxy BTX-2 : 133% ;
BTX-5:127% ; BTX-2 : 102%
; BTX-9:83% ; BTX-6:13%;
BTX-1:5%.

LD : 0,25 mg/kg de poissons
(BTX-3) (Manger et al. 1995;
Dickey et al. 1999).

LD : 0,25 mg/kg de
coquillages (BTX-1) (Manger
et al. 1993)

Test quantitatif de cytotoxicité

Répétabilité, basée sur le
coefficient de variation < 6 %.

e LD : 10 US/100 g si respect
du temps (15,5 h)
d'observation ; en pratique
LD : plutét 20 US/100 g car
6 h d'observation (voire 30
US/100 g si seulement 3h)
(McFarren et al. 1965;
Fernandez et Cembella
1995)

® Probleme de spécificité si
24h d0 & des AGPI (Tester
et Fowler 1990)

Avantages

analogues des toxines

o Bonne spécificité pour les
BTX

e Sensible

o Facile a mettre en ceuvre par
personnel qualifié

o Nécessite peu d’équipements
(salle de culture et
spectrométre)

o Utilisable en microplaques
(96 a 384 puits), a haut débit
et automatisable.

o Rapidité relative (de 4 ha 4
jours)

o Permet détection d'analogues
fonctionnels activateurs de
canaux Nay avec une bonne
sensibilité.

o Mesure de la toxicité globale
basée sur la réponse
biologique de I'animal.

e Facile a mettre en ceuvre.

o Faible colt de I'analyse.

Inconvénients

o Ne permet pas de connaitre
l'identité des toxines présentes.
o LD variable selon laboratoire et
protocole expérimental.
o Manque de standardisation des
protocoles expérimentaux
o Pour détecter les BTX nécessite la
présence d'ouabaine et de
veratridine.
La détection dépend : (i) de la densité
cellulaire, (ii) de la viabilité cellulaire
des neuroblastomes N2a en
I'absence et présence d’ouabaine et
de vératridine, (iii) du temps
d’incubation avec le réactif
métabolique MTT, (iv) de la
concentration d’oubaine et de
vératridine utilisées, (v) de la
Concentration des solvants utilisés
pour extraire les BTX ((MeOH et
DMSO), (v) de I'éventuel effet
matrices, selon le solvant utilisé (pour
des détail sur 'optimisation du test
(Truman et al. 2002; Viallon et al.
2020).

o Considérations éthiques.

o Méthode semi-quantitative.

o Manque de spécificité (ne permet
pas d'obtenir d'informations sur
lidentité des toxines).
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Type de

méthode Performances

Technique

e Réseaux de
neurones

o D de 11 ug BTX-3/L d'eau
de mer (Kulagina et al.

« Résonance des 2006), et LQ de 0,1 ng BTX-

lasmons de 2/mL d'extrait de
Biocapteurs zu Hace mollusques (Eissa et al.
2015).

e Aptaméres o Taux de récupération

compris entre 102 et 107 %
(Eissa et al. 2015).

Avantages

o Mise en ceuvre rapide

e Peu colteux

e Sensible

o Pas de réactivée croisée avec
I'acide okadaique et les

microcystines.

Inconvénients

e Non commercialisés

o Développements limités a la BTX-2
etla BTX-3.

o Spécificité limitée.
o Ne permet pas de distinguer la

BTX-2 de la BTX-3 (réactivité
croisée)

2.4 Recommandations du GT pour les méthodes analytiques

Le GT recommande :

- de produire et de rendre disponible un plus grand nombre d’étalons et de matériaux de
référence de brévétoxines et de leurs métabolites ;

- de développer des méthodes d’analyse physico-chimiques basées sur la spectrométrie de
masse et permettant d’ajouter aux brévétoxines natives leurs métabolites les plus polaires,
afin de pouvoir les prendre en compte lorsqu’ils sont présents dans les coquillages ;

- de mener des études de validation inter-laboratoires en bonne et due forme (AOAC ou ISO)
afin d’apprécier la fiabilité des méthodes physico-chimiques, biochimiques et biologiques ;

- de rechercher prioritairement les brévétoxines suivantes par des méthodes basées sur la
spectrométrie de masse : BTX-1, BTX-2, BTX-3, BTX-B1, BTX-B2, S-désoxy-BTX-B2, BTX-

B3, BTX-B4(a et b).
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3 Microalgues productrices de brévétoxines

Plusieurs organismes marins ont la capacité de produire des brévétoxines ou des métabolites
dérivés. Ce sont des eucaryotes autrefois classés comme microalgues, qui appartiennent
aujourd’hui au groupe des protistes photosynthétiques (autotrophes).

La classification phylogénétique représentée et mise a jour par Adl et al. (2019) illustre la diversité
des protistes (autotrophes et hétérotrophes).

Raphidophytes
* Heterosigma

* Chattonella S e

* Fibrocapsa

SAR

Karenia

SR

Figure 9 : Classification phylogénétique représentant la diversité des protistes parmi les
eucaryotes (modifié d’aprés Adl et al. (2019)). SAR : Stramenopiles, Alveolata et Rhizaria

Les producteurs de brévétoxines et autres composés assimilés se rangent dans deux clades
distincts :

1) le genre Karenia, anciennement Gymnodinium, qui appartient au clade des Dinoflagellés,
constituant une partie des Alveolates (avec les ciliés et les Apicomplexes) ;

2) les genres Chattonella, Heterosigma et Fibroscapsa constituent le sous-groupe des
Raphidophytes (Raphidophycées) qui font partie des Straménopiles.

Les Dinoflagellés et les Straménopiles sont tous deux rangés dans le super-groupe des SAR
(Straménopiles, Alveolates et Rhizaria) et ont donc des caractéristiques structurales et métaboliques
communes.

En I'état des connaissances, le lien formel entre microalgues et production de brévétoxines et/ou
métabolites assimilés n’a été confirmé que pour K. brevis. Les toxines produites par cette espéce
étant essentiellement intracellulaires (Roth et al. 2007; Rolton et al. 2015) dans le cytoplasme
(Baden et al. 2005), celles-ci sont libérées dans l'environnement lors de la lyse cellulaire
(occasionnée par des chocs mécaniques telles que les vagues et courants marins, ou a la fin de
I'efflorescence).

3.1 Les dinoflagellés producteurs de brévétoxines et composés
assimilés : le genre Karenia

La classification actuelle du genre Karenia est la suivante : Eukaryota; Sar; Alveolata; Dinophyceae;
Gymnodiniales; Kareniaceae; Karenia (selon Adl et al. (2012)et NCBI international database).
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Figure 10 : Arbre phylogénétique construit a partir d’'une région (D1-D2) de la LSU (large
sous-unité) ribosomale par la méthode du Maximum Likelihood (ML) représentant ’ensemble
du genre Karenia et des espéces associées en particulier a) K. brevis, b) K. mikimotoi, c) K.
papilionacea, d) K. brevisulcata, e) K. bicuneiformis ; f) K. selliformis, g) K. umbella (d’'aprés Nézan

et al. (2014)).
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L’arbre ci-dessus (Figure 10) représente le superclade des Kareniaceae, qui se divise en 3 clades
distincts dont celui des Karenia (1/100). Ce clade monophylétique regroupe les différentes espéces
de Karenia, avec I'espéce K. umbella (g), plus éloignée phylogénétiquement que les espéces K.
brevisulcata / K selliformis (d/f), et K. papilionaceae (c); les espéces K. brevis (a) et K. mikimotoi (b)
étant les plus proches comme le montrent les distances entre les 2 branches a et b.

Le genre Karenia (de la famille des Kareniaceae) comprend 12 espéces marines dans des zones
océaniques et cotiéres. Seules les espéces a potentiel toxique, ou connues dans la littérature
comme telles, sont traitées dans ce rapport. Parmi le genre Karenia, certaines espéces sont
capables de proliférer et former des efflorescences denses qui entrainent des dysfonctionnements
multiples de I'hydrosystéme, mais également un fort potentiel toxique pour tous les organismes des
réseaux trophiques. On parle alors de marée rouge (« red tides ») lorsque des proliférations
massives sont visibles et colorent la surface de I'eau ou toute la colonne d’eau (Figure 11).

s LN e ——

TH—LLAg S e

Figure 11 : Photos d’efflorescence de Karenia brevis ; en haut, le long de la céte Nord de
Floride entre Destin et Panama City, prise d'un parachute ascensionnel ; en bas, sur la céte
du Texas (NOAA)
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m Répartition géographique

© OpenStreetMap contributors, © OpenMapTiles, GBIF

Figure 12 : Occurrence de Karenia spp. (d'aprés les données du GBIF en novembre 2020, détail en
annexe 6)

Les espéces de Karenia sont des dinoflagellés sans théque (i.e. nues ou non armées), munies de
deux flagelles permettant leur mobilité. L’identification précise au microscope optique simple est
rendue difficile par 'absence de theque. L'utilisation de fixateur comme le lugol provoque le plus
souvent des déformations.

3.1.1 Karenia brevis (Davis, 1948) G. Hansen et Moestrup, 2000

Pour la taxinomie se reporter a la Figure 10a.
Basionyme: Gymnodinium breve Davis 1948; synonyme: Ptychodiscus brevis (Davis) Steidinger
1979.

= Morphologie et structure

Les cellules de Karenia brevis sont de taille moyenne (23—34 um de long, 24—-26 um de large), trés
aplaties dorso-ventralement (10-15 um de profondeur), avec une face dorsale convexe et une face
ventrale concave. L’épicbne est arrondi avec une protrusion apicale bulbeuse proéminente.
L’hypocdne est cranté et légérement bilobé. Le cingulum est Iégérement déplacé. Le sulcus s'étend
dans I'épicone alors que le sillon apical s’étend légérement sur le coté dorsal de I'épicbne. Les
chloroplastes sont généralement nombreux et de couleur jaune-vert. Le noyau sphérique est situé
sur le c6té gauche de I'hypocodne. La rainure apicale s'étend un peu sur I'épicéne dorsale (Lassus
et al. 2016).
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Figure 13: Cellules de Karenia brevis a) en microscopie photonique (photo de Gert Hansen,
(http:/Inordicmicroalgae.org) et b) en microscopie électronique a balayage (MEB) (d’aprés Haywood et al. (2004)).
AG : Apical groove (sillon apical), C : cingulum, Chl : chloroplastes, Fl : flagelle, N : noyau. Echelle : 10 pm

= Cycle de vie

Comme la plupart des espéces appartenant au groupe des dinoflagellés, K. brevis présente un cycle
de vie composée de deux phases (Brand et al. 2012). Une phase privilégiée de multiplication
asexuée qui se produit généralement la nuit et sous contréle d’une « horloge biologique » (Van
Dolah et al. 2009). La deuxiéme phase (reproduction sexuée) a été observée uniquement en culture
avec la formation de gameétes et de planozygotes. Cette observation a été décrite en situation de
stress : nutritionnel, thermique, salin ou de densité (Densité de Flux Photonique Photosynthétique).
Cette reproduction sexuée est supposée aboutir a la formation de kystes qui sont la forme de
résistance (banque de kystes) qui joue un role dans l'initiation des efflorescences (Kang 2010).

m Production de métabolites / toxines

Cette espéce est décrite depuis plusieurs décennies comme productrice de brévétoxines, de
brévisamide, de brévisine, de brévénal, d’hémolysines, etc. (Brand et al. 2012). (Voir le Tableau
3 dans la section 2.2 pour plus de détail). En laboratoire, la quantité moyenne de brévétoxines (BTX-
1, BTX-2 et BTX-3 analysées par HPLC/UV) produite par cellule de K. brevis est comprise entre 8
et 30 pg par cellule (Baden et Tomas 1988 ; Pierce et al. 2000).

= Influence des facteurs environnementaux sur la croissance et la production de toxines

o Role de la température et de la salinité

Ces deux facteurs environnementaux sont connus pour étre de forts déterminants de la distribution
des microalgues. Ainsi, la distribution spatio-temporelle des organismes dépend entre autres de leur
capacité d'acclimatation aux variations de ces deux paramétres.

De nombreuses études ont cherché a mettre en évidence l'influence de la température et de la
salinité. Ainsi, K. brevis peut se développer sur une plage étendue de températures comprises entre
7 et 33°C mais son optimum selon les clones se situe entre 22 et 28°C (Brand et al. 2012). Les taux
de croissance sont clone-dépendant. ils varient entre environ 0,2 et 0,3 d! (Errera et al. 2010; Bercel
et Kranz 2019). Ce taux peut descendre a 0,1 d' (Corcoran et al. 2014) en cas de stress en
nutriment. Comme classiquement observé, la tolérance a ces variations de température est
dépendante des souches étudiées. Cette plasticité thermique a la température explique sa capacité
a former des efflorescences dans des conditions trés contrastées dans les écosystémes cotiers. La
salinité est aussi un paramétre important pour le développement d’efflorescence de K. brevis. Ainsi
il a été montré que cette espéce a un optimum compris entre 30 et 34 (gamme comprise entre 18 et
45) (Brand et al. 2012) mais qu’elle ne se développe pas au faible salinité, < 24 (Brand et al. 2012)
ou < 17,5 (Brown et al. 2006)). Cette influence de la salinité peut expliquer la présence maijoritaire
des efflorescences en milieu cétier mais faiblement en milieu estuarien. Deux études ont montré
I'influence du stress salin (NaCl) sur 'augmentation de la production de BTX (Errera et al. 2010;
Errera et Campbell 2011). Cependant I'étude de Sunda et al. (2013) a infirmé ces observations sur
les mémes clones étudiés.
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o Roéle des nutriments

Plusieurs études ont montré que K. brevis pouvait rechercher sa source d’azote sous de
nombreuses formes. Ainsi, Brand et al. (2012) ont montré que des clones de K. brevis utilisent les
nitrates, les nitrites, 'ammonium mais aussi 'urée et de la matiére organique méme si 'ammonium
semble étre la forme d’azote privilégiée, confirmant son caractére mixotrophe.

o Role des facteurs environnementaux sur la production de toxines

De nombreuses études ont cherché a démontrer un impact de ces facteurs sur la production de
toxines. Lekan et Tomas (2010) ont montré que le stress en nutriments n’avait pas d'impact sur cette
production de toxines contrairement a la concentration en pression partielle en CO, dans I'eau qui
pourrait 'augmenter (Errera et al. 2014). Néanmoins, Hardison et al. (2013) ont montré qu’un stress
en phosphore pouvait impacter la taille des cellules et augmenter temporairement la concentration
des toxines dissoutes dans I'eau aprés lyse cellulaire. Par ailleurs, deux études ont mis en évidence
que plusieurs espéces compétitrices du phytoplancton en co-culture avec K brevis pouvaient
métaboliser les BTX dissoutes dans I'eau (de 40 a 70% de la quantité mesurée de BTX sous forme
libre) (Derby et al. 2003; Myers et al. 2008). Myers et al. (2008) ont montré que des espéces de
diatomées, de cryptophytes et d’autres dinoflagellés exposées a des BTX dissoutes (sans cellule de
Karenia) pouvaient les biotransformer et réduire ainsi la dynamique des BTX lors d’efflorescences.
Il semble que ces divers facteurs influencent a plusieurs niveaux lintensité la durée des
efflorescences et donc indirectement I'impact toxique des efflorescences.

m Répartition géographique

© OpenStreetMap contributors, © OpenMapTiles, GBIF

Figure 14 : Occurrence de Karenia brevis (d'aprés les données du GBIF en novembre 2020, détail en
annexe 6). Karenia brevis n'est pas une espéce existante dans GBIF. Cette carte a donc été créée en faisant un filtre «
Karenia brevis » sur la propriété « verbatim scientific name ». La représentativité est probablement sous-estimée.

Au niveau mondial, il apparait que I'abondance et la persistance des efflorescences de K. brevis
augmentent depuis plusieurs années (Flewelling et al. 2005; Brand & Compton 2007), notamment
dans le golfe du Mexique. Pour exemple, les données recueillies le long de la cote du Sud-Ouest de
la Floride entre la baie de Tampa et I'lle Sanibel, montrent que K. brevis est environ 13 a 18 fois plus
abondante entre 1994-2002 qu'entre 1954-1963. En outre, il s’avére que K. brevis est environ 20
fois plus abondante & moins de 5 km du rivage qu'a 20-30 km au large (Brand & Compton 2007).
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Cependant, une étude plus récente exploitant les bases de données HAEDAT?® et OBIS® sur une
période de 30 ans n’a pas permis de confirmer la tendance a la hausse des efflorescences sur la
cbte US du golfe du Mexique (Anderson et al. 2021).

Les efflorescences de K. brevis peuvent étre peu étendues, présenter de faibles concentrations
(< 1000 cell.L™") et ne persister que quelques jours ou semaines mais elles peuvent également
s’étendre sur de grandes surface (6000 km?) et persister plus de 18 mois (Tester et al. 1997 ; Patel
et al. 2020).

En 2005, une prolifération de K. brevis a persisté durant plus de 20 mois au large de I'Ouest de la
Floride et semble avoir été alimentée par I'apport de nutriments exogénes puis soutenue par des
nutriments recyclés (Brand & Compton 2007; Heisler et al. 2008). Il semble que les efflorescences
de K. brevis sur le plateau de I'Ouest de la Floride se retrouvent plutét dans des eaux contenant des
rapports N/P inorganiques dissous faibles (Heisler et al. 2008).

K. brevis n’a pas été trouvée en France (plus de détail dans la partie 7.4.1).

3.1.2 Karenia mikimotoi (Miyake & Kominami ex Oda) Gert Hansen & Moestrup
2000

Pour la taxinomie se reporter a la Figure 10b.

De la famille des Kareniaceae, K. mikimotoi a un historique de classification complexe, avec
plusieurs noms liés aux auteurs, dates et lieux de découverte. Initialement identifiée par Oda (1935)
sous le terme Gymnodinium mikimotoi (homotype) les autres synonymes de I'espéce ont été:
Gymnodinium nagasakiense, Gyrodinium aureolum pour finalement appartenir au genre Karenia
(Daugbjerg et al. 2000).

= Morphologie et structure

Les cellules de K. mikimotoi ont des dimensions comprises entre 25-35 um de long et 14-35 ym de
large, ovales a arrondies, comprimées dorso-ventralement. L’épicone est plus rond et petit que
I'hypocéne souvent légérement bilobé. Un long sillon droit en position apicale, étendu du cété ventral
jusqu’au cbté dorsal de I'épicdne croise sur la droite le sulcus, au milieu de la surface ventrale. Les
flagelles se localisent dans le cingulum et le sulcus; le flagelle longitudinal étant plus long que la
cellule entiére. Le noyau ellipsoidal se trouve sur le coté centre gauche de I'hypothéque. Le
cytoplasme contient 10 a 20 chloroplastes ovales a ronds, de couleur marron-jaunes, contenant
chacun un pyrénoide (Takayama et Adachi 1984; Fukuyo et al. 1990). K. mikimotoi posséde les
mémes pigments du genre Karenia: Chlorophylle a et ¢, fucoxanthine et dérivés ainsi que la
gyroxanthine et peu ou pas de péridine, d’ordinaire caractéristique des dinoflagellés.

° HAEDAT : Harmful Algal Event Database

6 OBIS : Ocean biodiversity information system
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© Gert Ha

SCCAP K-0260
Karenia mikimotoi a) (Takayama 1985

Figure 15 : Cellules de K. mikimotoi a) photo de Gert Hansen, (http://nordicmicroalgae.org); b) a droite, en
microscopie électronique a balayage (MEB) (d’aprés Takayama (1985)) révélant le sillon apical sur la partie dorsale
de I’épicone (AG): C : cingulum, Chl : chloroplastes, Fl : flagelle, N : noyau, S : sulcus. Echelle: 10 ym

= Cycle de vie

La reproduction asexuée est majoritaire par fission binaire, et une forme sexuée (par conjugaison)
reste minoritaire dans le cycle de vie de K. mikimotoi. La formation de kystes temporaires (forme de
résistance) s’enclenche lorsque les sources en azote (N) sont défavorables (Zhao et al. 2017). Les
kystes sont ronds et plus larges que les cellules végétatives, restant en latence au fond des
sédiments.

m Production de métabolites / toxines

Des substances hémolytiques et ichthyotoxiques ont été détectées au sein des cellules, telles que
les gymnocines A et B (Satake et al. 2002; Satake et al. 2005) et la production d’acides gras
polyinsaturés (Mooney et al. 2007). La production de brévétoxine, mentionnée par Haywood et al.
(2007) n’a jamais été confirmée depuis. La production d’acides gras polyinsaturés (Mooney et al.
2007) dont I'acide gras octadécapentaénoique et un triglycéride (activité hémolytique) ont pu étre
identifiés par Yasumoto (1989). Une forte capacité cytotoxique, liée en partie a une forte production
d’espéces reactives de I'oxygene est suspectée, responsable de nombreux dommages cellulaires
(Brand et al. 2012; Li et al. 2019).

m Facteurs influengant I’apparition d’efflorescence

Bien qu’eurytherme, les efflorescences de K. mikimotoi s’observent entre 13 et 22°C et sont
corrélées a une élévation de température (Mahoney et al. 1990; Honjo et al. 1991), a un ratio de N/P
proche de 16/1 (Li, 2017), et une concentration en fer non négligeable sous forme de FePO4 et FeS
(Naito et al. 2005). La stratégie adaptative de migration verticale diurne (jusqu’a 20 m) lorsque la
stratification est faible (sinon K. mikimotoi reste dans la pycnocline) et sa rapidité de déplacement
dans la colonne d’eau (vélocité de 2,2 m/s (Koizumi et al. 1996)) lui conférent un net avantage sur
les autres espéces du phytoplancton et lui permettent de proliférer massivement a la surface dans
la journée (Li et al. 2019).

Bien que ces mémes facteurs abiotiques (température, eutrophie, salinité) puissent influencer la
production de toxines (Li et al. 2019), aucune étude écophysiologique n’a pu confirmer leur incidence
effective sur la quantité de toxines dans les cultures. Seuls Zhao et al. (2017) ont reporté un
changement de toxicité (ichtyotoxicité liés aux acides gras) en fonction du milieu de culture lié a la
source en azote (I'urée induisait des acides gras a courte chaine ; alors que le NH. induisait une
augmentation d’acides gras a longue chaine).
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m Répartition géographique

© OpenStreetMap contributors, © OpenMapTiles, GBIF

Figure 16 : Occurrence de Karenia mikimotoi (d'aprés les données du GBIF en novembre 2020, détail
en annexe 6)

K. mikimotoi est souvent trouvée en France (plus de détails dans la partie 7.4.1).

3.1.3 Karenia papilionacea A.J.Haywood & K.A.Steidinger 2004
Pour la taxinomie se reporter a la Figure 10c.

=  Morphologie et structure

Les cellules peuvent étre de forme et de taille variées, entre 18-32 um de long et 18-48 um de large,
aplaties dorso-ventralement et plus ou moins elliptiques. Elles présentent une forme en déme de
I'épicone, alors que I'hypocdne est bilobé, le lobe droit plus court que le gauche excavé. Le sulcus
déborde sur I'épicbne. Le sillon apical s’étend dorsalement sur le tiers de I'épicone (Haywood et al.
2004). Le noyau est de forme sphérique a légérement ovale, situé dans la partie gauche de
I'hypocéne. Les chloroplastes sont plus ou moins nombreux et de couleur vert-jaune.

Figure 17 : Cellules de K. papilionacea a) Microphotographies photoniques en vue ventrale cellules fixées
au Lugol (d’aprés Lassus et al. (2016)) et b) en microscopie électronique a balayage (d’aprés Haywood et al.
(2004)). AG : sillon apical, C : cingulum, Chl : chloroplastes, Fl : flagelle, N : noyau. Echelle : 10 pm

= Cycle de vie

Il'y a trés peu d’études jusqu’a présent sur cette espéce. On peut supposer que K. papilionacea
comme les autres dinoflagellés posséde un cycle de vie composé de deux phases (asexuée et
sexuée).
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m Production de métabolites/toxines

Peu détude sont disponibles pour cette espéce. Cependant, la production de composés
ichtyotoxiques comme les stérols ou lipides est avérée, comme pour d’autres especes de Karenia
(Brand et al. 2012). Par ailleurs, il a été clairement établi qu’'une culture en laboratoire de
K. papilionacea intialement trouvée BTX positive par un test ELISA (Naar et al. 2002; Haywood et
al. 2004) a été confirmée productrice de BTX-2 par UPLC/HRMS et RMN (Fowler et al. 2015).

= Influence des facteurs environnementaux sur la croissance et la production de toxines

Il nexiste pas d’étude spécifique sur cette espéce permettant d’évaluer concrétement I'impact de
ces facteurs. Une seule étude (Fowler et al. 2015) a montré qu’aprés un choc osmotique
(hypoosmotique), la production de toxine (BTX-2) était 2 a 3 fois plus élevée. Cette étude
écophysiologique corrobore d’autres études précédemment réalisées sur K. brevis (Errera et
Campbell 2011) qui révelent une augmentation de la concentration intracellulaire de BTX au cours
d’un stress osmotique (réduction de salinité de 35 a 27).

= Répartition géographique

© OpenStreetMap contributors, © OpenMapTiles, GBIF
Figure 18 : Occurrence des Karenia papilionacea (d'aprés les données du GBIF en novembre 2020,

détail en annexe 6).

[NB : Ces données sont probablement sous estimées, et n’incluent pas les données du REPHY (voir partie 7.4.1). D’aprés
les experts (symboles carrés), 'espéce a été identifieée aux USA, en Europe et en particulier en France, en Nouvelle
Zélande, en Australie, en Asie.]

K. papilionacea est souvent retrouvée en France (plus de détails dans la partie 7.4.1).

3.1.4 Karenia brevisulcata (F.H.Chang) Gert Hansen & Moestrup 2000
Pour la taxinomie se reporter a la Figure 10d.
Basionyme de cette espéce : Gymnodinium brevisulcatum (F.H. Chang, 1999)

m  Morphologie et structure

Cette espéce a une taille comprise entre 13 et 25 um de longueur pour 10 a 25 pym de largeur. Les
cellules sont aplaties dorso-ventralement. Le sulcus est peu étendu dans I'épicone. Le sillon apical
est court et épais, s’étendant dorsalement sur le tiers de I'épicéne (Hoe Chang 1999). Le noyau a
une forme sphérique a faiblement allongé situé dans I'hypocéne. Les chloroplastes sont plus ou
moins nombreux, de couleur vert-jaune et généralement allongés.
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Figure 19 : Cellules de Karenia brevisulcata a) en microscopie photonique (d’aprés Lassus et al. (2016)
et b) en microscopie électronique a balayage (d’aprés Haywood et al. (2004)). AG : sillon apical, C : cingulum, Chl :
chloroplastes, Fl : flagelle, N : noyau. Echelle: 10 pm

m Cycle de vie

Il y a trés peu d’études jusqu’a présent sur cette espece. On peut supposer que K. brevisulcata
comme les autres dinoflagellés posséde un cycle de vie composé de deux phase (asexuée et
sexuée).

m Production de métabolites/toxines

Plusieurs toxines comme les brévisulcénals (Satake et al. 2018) et les acides brévisulcatiques ont
été mis en évidence (Holland et al. 2012; Suzuki et al. 2014; Irie et al. 2016).

= Influence des facteurs environnementaux sur la croissance et la production de toxines
Il n'y a pas d’étude spécifique sur cette espéce a ce jour dans la littérature.

= Répartition géographique

© OpenStreetMap contributors, © OpenMapTiles, GBIF

Figure 20 : Occurrence de Karenia brevisulcata (d'aprés les données du GBIF en novembre 2020, détail
en annexe 6). [NB : D’aprés les experts (symboles carrés), I'espéce a également été identifiée en Nouvelle Zélande

(Haywood et al. 2004) et en France (INPN, 20177)]

7 Occurrence renseignée dans la base de donnée de Ilnventaire National du Patrimoine Naturel :
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd nom/647558
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K. brevisulcata a été détectée en France (plus de détails dans la partie 7.4.1).

3.1.5 Karenia bicuneiformis Botes, Sym & Pitcher 2003
Pour la taxinomie se reporter a la Figure 10e.
Synonyme (non validé) de Karenia bidigitata Haywood & Steidinger 2004

= Morphologie et structure

Karenia bicuneiformis a une taille comprise entre 16 et 35 um de longueur et 18 a 40 um de largeur.
La cellule est aplatie dorso-ventralement, avec une épicone conique et un hypocéne en forme de
W. Le sulcus s’étend dans I'épicéne, tandis que le sillon apical s’étend Iégérement sur la partie
dorsale de I'épicbne (Botes et al. 2003).

—

Hernandez-Becerril 2015) et b) en microscopie électronique a balayage d’aprés Haywood et al. (2004). AG : sillon
apical, C : cingulum, FI : flagelle, N : noyau. Echelle : 10 ym.

m Cycle de vie

Il 'y a trés peu d’études jusqu’a présent sur cette espéce. On peut supposer que K. bicuneiformis
comme les autres dinoflagellés posséde un cycle de vie composé de deux phases (asexuée et
sexuée).

m Production de métabolites/toxines

Seule une souche cultivée en laboratoire, originaire d’Afrique du Sud (False Bay) a produit des
BTX, détectées par un test ELISA (Botes et al. 2003; Moestrup et al. 2009). Aucune étude n’a
confirmé des effets toxiques in situ sur la faune sauvage ni sur '’Homme.

= Influence des facteurs environnementaux sur la croissance et la production de toxines
Il N’y a pas d’étude spécifique sur cette espéce a ce jour dans la littérature.
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m Répartition géographique

© OpenStreetMap contributors, © OpenMapTiles, GBIF

Figure 22 : Occurrence de Karenia bicuneiformis (d'aprés les données du GBIF en novembre 2020,
détail en annexe 6).

[NB : d’aprés les experts (symbole carré), 'espéce a été également identifiée en Nouvelle-Zélande et sur les cétes
pacifigues du Mexique (Haywood et al. 2004; Maciel-Baltazar et Hernandez-Becerril 2013).

Note : Karenia bicuneiformis n’est pas une espece existante dans la base de données, la carte présente les
données filtrées « Karenia bicuneiformis » sur la propriété « verbatim scientific name ».

K. bicuneiformis n’a pas été retrouvée en France (plus de détail dans la partie 7.4.1).

3.1.6 Karenia selliformis
Pour la taxinomie se reporter a la Figure 10f.

m  Morphologie et structure

Cette espéce a une taille comprise entre 20 et 27 ym de longueur pour 16 a 24 um de largeur. Les
cellules sont aplaties dorso-ventralement et de forme ovale. L’épicone est Iégérement conique et
plus petit que 'hypocdne, qui est bilobé (fleches). Le sulcus s’étend sur I'épicone, alors que le sillon
apical s’étend dorsalement sur le tiers de I'épicbne (Haywood et al. 2004). Le noyau, de forme ovale
a élliptique, se situe au centre de I’hypocdne. Les chloroplastes, de couleur vert-jaune, se localisent
généralement a la périphérie de la cellule.

Figure 23 : Cellules de Karenia selliformis a) en microscopie photonique (d’aprés Lassus et al. (2016))
et b) en microscopie électronique a balayage (d’aprés Haywood et al. (2004)) . AG : sillon apical, C : cingulum, FI:
flagelle, N : noyau Echelle : 10 ym
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m Cycle de vie

Il'y atrés peu d’études jusqu’a présent sur cette espece. On peut supposer que K. selliformis comme
les autres dinoflagellés posséde un cycle de vie composé de deux phase (asexuée et sexuée).

m Production de métabolites/toxines

Peu d’études sont disponibles pour cette espéce. Cependant il a été montré comme pour d’autres
espéces de Karenia, la production de composés ichtyotoxiques (Brand et al. 2012). Par ailleurs, il a
été clairement établi que K. selliformis produit des gymnodimines (Medhioub et al. 2009). La
gymnodimine A et la C (isomére de la B) ont été mises en évidence (Miles et al. 2000, 2003).

= Influence des facteurs environnementaux sur la croissance et la production de toxines

Il existe quelques études spécifiques sur cette espéce permettant d’évaluer I'impact de ces facteurs.
Ainsi, Feki-Sahnoun et al. (2020) ont montré que cette espéce nécessite des salinités élevées
(> 42,5) et des températures de I'air > 30°C et de I'eau > 29°C pour former des efflorescences dans
la lagune de Boughrara (Tunisie). De méme, Feki et al. (2013) ont montré une influence positive de
la température, de la salinité et des nitrates sur la formation d’efflorescences de K. selliformis et une
influence négative du phosphore total sur cette méme formation d’efflorescences dans le golfe de
Gabes (Tunisie).

= Répartition géographique

© OpenStreetMap contributors, © OpenMapTiles, GBIF

Figure 24 : Occurrence des Karenia selliformis (d'aprés les données du GBIF en novembre 2020, détail
en annexe 6).

[NB : D’'aprés les experts (symbole carré), 'espéce a également été identifiée en Europe (Brand et al. 2012),
en Afrique (Tunisie) et au Koweit (Haywood et al. 2004).]

K. selliformis n’a pas été retrouvée en France (plus de détail dans la partie 7.4.1).

3.1.7 Karenia umbella Salas, Bolch & Hallegraeff 2004

Synonyme (accepté mais non validé): Karenia longicanalis Z.B. Wang, |.J. Hodgkiss & Gerd Hansen.
Wang et al. (2018) a décrit K. umbella comme étant K. longicanalis.

Pour la taxinomie se reporter a la Figure 10g.
= Morphologie et structure

Cette espéce a une taille comprise entre 17,5 et 42 ym de longueur pour 10 a 32 um de largeur. Les
cellules sont ovales et Iégérement aplaties dorso-ventralement. L’épicdne est de forme conique avec
8 sillons rayonnants. L’hypocbéne posséde un lobe droit plus long que le gauche, lui donnant un
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aspect asymeétrique. Le sulcus s’étend dans I'épicéne et le large sillon apical s’étend dorsalement
sur la moitié de I'épicdne (De Salas et al. 2004). Le noyau de forme ronde a elliptique se situe au
centre de I'hypocdne. Les chloroplastes se localisent a la périphérie de la cellule, de maniére
irréguliere.

Figure 25 : Cellules de Karenia umbella a) en microscopie photonique (d’aprés Lassus et al. (2016)) et b)
en microscopie électronique a balayage (d’aprés De Salas et al. (2004)). AG : sillon apical, C : cingulum, FI :
flagelle, N : noyau. Echelle : 10 pm.

= Cycle de vie

Il'y a trés peu d’études jusqu’a présent sur cette espéce. On peut supposer que K. umbella comme
les autres dinoflagellés posséde un cycle de vie composé de deux phases (asexuée et sexuée).

= Production de métabolites/toxines

Des épisodes ichtyotoxiques ont été rapportés liés a la présence de cette espéce en Tasmanie en
1989 et 2003 avec des mortalités de salmonidés (De Salas et al. 2004). Aucune analyse de toxine
n’a été réalisée pour confirmer les substances en cause.

= Influence des facteurs environnementaux sur la croissance et la production de toxines

Il N’y a pas d’étude spécifique sur cette espéce a ce jour dans la littérature.

= Répartition géographique

© OpenStreetMap contributors, © OpenMapTiles, GBIF
Figure 26 : Occurrence de Karenia umbella (d'aprés les données du GBIF en novembre 2020, détail en
annexe 6).

[NB : D’aprés les experts (symbole carré), 'espéce a également été identifiée en Australie (De Salas et al.
2004).]
K. umbella a été retrouvée en France (plus de détail dans la partie 7.4.1).
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3.2 Les Raphidophytes

Eucaryotes du super groupe des SAR (Straménopiles, Alvéolates, Rizaria) de la lignée des
Straménopiles, Ochrophytes, de la catégorie des Raphidophyceae Chattonellales de la famille des
Chattonellaceae (Figure 9).

Les Raphidophyceae (ou Raphidophyta) sont des protistes unicellulaires flagellés représentant 10
genres dont 7 vivent en milieux marins ou eaux saumatres : Chattonella, Chlorinimonas,
Fibrocapsa, Haramonas, Heterosigma, Psammamonas, et Viridilobus.

Les 3 genres potentiellement producteurs de brévétoxines et autres composés assimilés (i.e
Chattonella, Fibrocapsa, Heterosigma) appartiennent a la famille des Chattonellales, et au sous-
clade des Vacuolariaceae (Adl et al. 2012; Adl et al. 2019). Actuellement aucune étude n’a pu
confirmer la production effective de BTX par ces espéces (par exemple par RMN), ni méme de
toxicité humaine avérée. Néanmoins, les Raphidophytes présentent des effets icthyotoxiques
séveéres a létales (Lassus et al. 2016), dont la majorité des composés restent a identifier.

La position phylogénétique des 3 especes d’intérét, Chattonella spp. (Figure 27a), Heterosigma
akashiwo (Figure 27b), et Fibrocapsa japonica (Figure 27c), est représentée ci-dessous selon
Engesmo et al. (2016). Un clade monophylétique est représenté par les espéces de
Raphidophyceae (1/100/100) clairement distinct des autres Ochrophytes (Figure 27). Au sein de ce
clade, Fibrocapsa japonica tient une position basale, suivie de Haramonas (1/100/100). Les souches
des 2 espeéces d’'Heterosigma (H. akashiwo & H. minor) sont quasiment identiques génétiquement,
peu éloignées du groupe des Chattonella (1/83/81). Aucune divergence (18S, D1-D2 du 28S) n’est
a noter entre C. marina / C. marina var ovata, var antiqua et C. minima (Figure 27a).
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Figure 27 : Arbre phylogénétique (MrBayes) représentant les trois espéces potentiellement

toxiques de Raphidophyceae, au sein du groupe des Ochrophyta. Concaténation des génes 28S
et des régions D1-D2 du 28S rDNA (3271 nt). Hétérochontes (Oomycétes) comme outgroup, d’aprés Engesmo et
al. (2016).

Les cellules sans paroi sont trés délicates et la préservation est insuffisante avec les méthodes
standards (fixation au Lugol). L’identification ne peut se faire que sur des cellules non fixées.

3.2.1 Heterosigma akashiwo Hara et Chihara 1987
Pour la taxinomie se reporter a la Figure 27b.

De la famille des Chattonellaceae, le genre Heterosigma posseéde peu d’espéces, dont H. akashiwo,
et trés récemment 'espéce H. minor (Engesmo et al. 2016).
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Les synonymes de H. akashiwo : Olisthodiscus carterae, Entomosigma carterae, ou encore d’autres
noms lui ont été donnés, définissant la méme espéce : Heterosigma carterae & H. inlandica.

m  Morphologie et structure

La forme des cellules est trés variable, ovoide, sphérique ou elliptique (pléiomorphique), possédant
deux flagelles insérés dans un sillon sub-apical ou latéral oblique. La taille varie de 8 a 25 ym de
long et 8-13 um de large. Le noyau est central et les chloroplastes sont petits et nombreux a travers
toute la cellule, entre 3 et 40 avec une moyenne de 25/cellule. De couleur vert sombre a marron, la
cellule posséde plusieurs pigments tels que la chlorophylle a, c1 et ¢c2, la fucoxanthine et des [3-
caroténes.

Heterosigma

Figure 28 : lllustration de H. akashiwo (a gauche, schéma d’aprés Tomas (1997)) ; au milieu, photo en
microscopie photonique, (Cellule vivante ©J. Larsen) ; a droite : cellules lugolées d’aprés Nézan et al. (2014)).

m Cycle de vie

Le cycle de vie des Raphidophytes est assez complexe et encore peu étudié. La reproduction
asexuée dominante dans le cycle s’effectue par fission binaire (phase diploide). Néanmoins,
H. akashiwo a la capacité a produire une phase de latence (ou résistance) sous forme de kyste
lorsque les conditions environnementales lui sont défavorables. Ces kystes benthiques sont
sphériques, de 10 um de diametre et enfouis dans les sédiments (phase immobile haploide), ce qui
les rend difficiles a détecter et identifier (Kim et al. 2015). La viabilité des kystes est supérieure a 3
mois en obscurité et au froid (Tomas 1978). La germination des kystes a lieu lorsque la température
est supérieure a 15°C pour donner la forme mobile diploide planctonique.

m Production de métabolites/toxines

Initialement, H. akashiwo était connue pour produire des composés « phenolic-like » similaires a
ceux des macroalgues brunes. Plus tard, d’autres études ont montré que cette espéce pouvait
déclencher des mécanismes cellulaires capables d’engendrer une surproduction d’espéces
réactives de I'oxygéne (ROS), a l'origine de dommages cellulaires importants (Chang et al. 1990).
La surproduction des espéces réactives de I'oxygéne aurait des effets hémolytiques sur les
branchies de poissons (Aquino-Cruz et al. 2020). Plusieurs Raphidophytes ont été identifiés comme
producteurs de PUFAs (acides gras polyinsaturés) particuliers et de glycolipides ayant une activité
hémolytique. Certains auteurs ont rapporté que cette espéce pouvait produire des composés BTX-
2 et BTX-2 oxydés et des « brevetoxin-like », causant des paralysies cardiaques et/ou
respiratoires et des comportements anormaux chez les poissons (Khan et al. 1997). Or, seuls les
temps de rétention (RT) des pics de chromatographie en UV-HPLC ont été comparés aux standards,
ce qui ne permet pas de confirmer stricto sensu la présence effective des toxines.

Des interférences au niveau de la régulation du Ca?" (homéostasie calcique) dans les cellules
nerveuses ont été reportées sans que la molécule soit définie chimiquement, mais comme étant un
composé bioactif unique, spécifique a I'espéce H. akashiwo (Twiner et al. 2005). Astuya et al. (2015)
ont montré qu'une molécule proche du brévénal, a action antagoniste des brévétoxines, serait
présente dans certaines souches de H. akashiwo.

= Influence des facteurs environnementaux sur la croissance et la production de toxines

Plusieurs études ont montré que divers facteurs abiotiques, tels que la salinité (optimum a 25), le
pH (optimal entre 8,5-9 d’aprés lwasaki et Sasada (1969)), la charge en nutriments, la température
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(entre 15 et 22°C) et la lumiére avaient un impact significatif sur la formation et la régulation des
efflorescences de H. akashiwo (Herndon et Cochlan 2007; Shikata et al. 2008a; Shikata et al. 2008b;
Harvey et Menden-Deuer 2011; Wang et al. 2011b). Selon Herndon et Cochlan (2007), les
efflorescences de H. akashiwo peuvent étre initiées et exacerbées par une concentration de 50 ug
d’azote par litre, que la source soit NHs, NO3s ou urée, avec toutefois un taux de croissance plus
rapide lorsque la source est le NH4. Wang et al. (2011a) montrent que cette espéce croit davantage
avec différents composés organiques phosphorés dissous (DOP) tels que l'adénosine 5-
triphosphate, glucose-6-phosphate. Selon Cochlan et al. (2013), la quantité de toxines serait
maximale en début de phase stationnaire de croissance (confirmée par Gallardo-Rodriguez et al.
(2020) et aprés un épuisement en azote du milieu.

m Répartition géographique

© OpenStreetMap contributors, © OpenMapTiles, GBIF

Figure 29 : Occurrence de Heterosigma akashiwo (d'aprés les données du GBIF en novembre 2020,
détail en annexe 6).

3.2.2 Chattonella (C. marina, C. antiqua, C. ovata)
Pour la taxinomie se reporter a la Figure 27a.

De la méme famille des Chattonellaceae que le genre Heterosigma, le genre Chattonella comprend
plusieurs espéces dont I'espéce C. marina. D’autres espéces telles que C. antiqua, C. ovata et C.
Subsalsa possédent également un potentiel ichtyotoxique (Khan et al. 1996b; Haque et Onoue
2002). Synonyme de Chattonella marina : Hornellia marina.

m  Morphologie et structure

Les cellules sont oblongues, en forme de goutte, de taille comprise entre 30 et 70 ym de long, et
20-30 um de large, avec deux flagelles isomorphes en position apicale. Les chloroplastes ellipsoides
sont nombreux (>10) et arrangés radialement. De couleur marron-doré, la cellule posséde plusieurs
pigments tels que la chlorophylle a, c1 et c2, la fucoxanthine et des 3-caroténes.
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Cpattalneﬂa

Figure 30 : lllustration de Chattonella spp. d’aprés Neaud-Masson et Brun (2020) (schéma d’aprés Tomas
(1997)) et photo en microscopie photonique de C. marina (Cellule vivante ©J. Larsen)

m Cycle de vie

La reproduction est sexuée avec formation de zygote chez C. marina (Subrahmanyan 1954). Les
cellules végétatives, mobiles sont diploides alors que les kystes, obtenus par meiose, sont
haploides. La formation de kystes a été initialement observée dans la mer de Sato (Japon) par Imai
et Itoh (1987), en hiver dans les sédiments, en phase de latence, avant de réensemencer la colonne
d’eau I'été suivant et proliférer a la surface. Cette phase est trés importante dans la régulation et la
réapparition des marées rouges («red tides»). Les kystes de C. marina sont de forme
hémisphérique d’un diamétre de 25-35 uym et habituellement attachés a des substrats solides (Imai
1989). La formation des kystes s’opere aprés une forte réduction en N dans le milieu et la
germination s’observe qu’aprés une phase de dormance (>4 mois) a faible température (Imai 1989).

n Production de toxines / métabolites

La production de BTX-like a été rapportée (uniquement sur la base des temps de rétention des pics
en chromatographie par HPLC-UV ce qui ne permet pas de confirmer stricto sensu la présence
effective de la toxine) chez C. marina et C. antiqua (Khan et al. 1996b; Keppler et al. 2006), ainsi
que BTX-2, BTX-3 et BTX-2 oxydée chez C. antiqua et marina en début de phase stationnaire ou
au milieu de la phase exponentielle (Endo et al. 1992; Khan et al. 1996b; Haque et Onoue 2002).
Wu et al. (2012) a caractérisé par HPLC-UV complété par des tests hémolytiques, la présence de 5
métabolites hémolytiques chez C. marina non identifiés structuralement. Enfin, une étude plus
récente (Band-Schmidt et al. 2012), réalisée sur plusieurs souches de Chattonella sp. et de
Fibrocapsa japonica (trouvées BTX positives dans des travaux antérieurs) n’a pas confirmé la
présence des BTX par LC-MS et RMN.

Par ailleurs, les 3 espéces C. antiqua, C. marina, et C. ovata sont connues pour générer une
surproduction d‘espéces réactives de l'oxygéne qui engendrent des blessures au niveau des tissus
branchiaux (Hiroishi et al. 2005).

Marshall et al. (2002) démontrent que les cellules de C. marina contiennent des taux élevés d’acides
gras polyinsaturés potentiellement toxiques tels que 'EPA (acide eicosapentaénoique). De méme,
la présence d’ion superoxyde avec une faible concentration d’EPA accélére de 3 fois le taux de
mortalité des poissons étudiés, indiquant un possible effet synergique de cette combinaison (ROS
vs FFA) chez C. marina (Marshall et al. 2003; Dorantes-Aranda et al. 2015).

m Influence des facteurs environnementaux sur la croissance et production de toxines

Les plus fortes densités des espéces du genre Chattonella (ie. marina, subsalsa et antiqua)
s’observent en fin d’été ou au début du printemps dans des eaux riches en matiéres organiques
(Biecheler 1936; Mignot 1976). La croissance optimale de C. antiqua s’effectue a des températures
de 25°C, a des salinités entre 25-41 et a des luminosités modérées a faibles. Un pH de 7,6-8,3
n’affecte pas le taux de croissance (Nakamura et Watanabe 1983). C. antiqua réalise de fortes
migrations verticales diurnes, en surface la journée (pour la lumiére), et prés des sédiments (pour
les nutriments), la nuit. Les efflorescences de C. antiqua apparaissent pendant 'été, lorsque la
stratification thermique est maximale, prenant un ascendant compétitif sur les diatomées (Watanabe
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et al. 1983; Imai et Yamaguchi 2012). Cette migration serait déclenchée par la lumiéere bleue pergue
par les cellules mobiles (Shikata et al. 2013).

= Répartition géographique

© OpenStreetMap contributors, © OpenMapTiles, GBIF

Figure 31 : Occurrence de Chattonella (d'aprés les données du GBIF en novembre 2020, détail en
annexe 6).

Chattonella subsalsa a été collectée pour la premiére fois dans le sud de la France dans des eaux
saumatres riches en matiére organique en 1936 par Biecheler (1936). Depuis, sa répartition est
mondiale, peuplant diverses régions cotieéres des USA.

C. antiqua a été fréquemment observée dans différentes régions du Japon et également au niveau
des cbtes allemandes (Vrieling et al. 1995).

C. marina a une large distribution et a été retrouvée dans les eaux riches d’Inde, du Japon, Hong
Kong, Russie, Suéde, Amérique du Nord, Mexique, Australie, et Nouvelle-Zélande. C. ovata a quant
a elle une répartition plus limitée a I'Asie (Japon et Hong Kong) (Kai et al. 2006).

3.2.3 Fibrocapsa japonica S. Toriumi & H. Takano 1973
Pour la taxinomie se reporter a la Figure 27c.

Le genre Fibrocapsa appartient a la méme famille (Chattonellaceae) que les deux espéces
précédentes, et n'est représentée que par une seule espéce : F. japonica.

Les synonymes de Fibrocapsa japonica : Chattonella japonica

m  Morphologie et structure

Les cellules sont ovales et Iégérement aplaties, de taille comprise entre 20-30 ym de longueur et
15-20 ym de large, avec deux flagelles hétéromorphes insérés dans une gouttiére apicale. Les
chloroplastes de forme discoides sont nombreux (>10) répartis dans toute la cellule. Présence de
mucocystes (organelle éjectile similaire aux trichocystes des dinoflagellés) longiformes dans la
partie postérieure de la cellule, caractéristique de I'espéce. De couleur marron-doré, F. japonica
posséde les mémes pigments accessoires que H. akashiwo et C. marina.
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Figure 32 : lllustration de Fibrocapsa japonica (a gauche, schéma d’aprés (Tomas 1997) ; au milieu,
photo en microscopie photonique montrant dans la partie postérieure les mucocystes (fleche) (Cellule vivante
©J. Larsen) ; a droite cellules lugolées (Nézan et al. 2014).

m Cycle de vie

Cycle de vie semblable aux deux autres Rapidophytes, possédant les deux phases (mobile-diploide)
a immobile (haploide). Les kystes de F. japonica sont de morphologie similaire a ceux de C. marina
mais de taille inférieure (15 a 20 um de diamétre) et attachés a des substrats solides ou rocheux
(Yoshimatsu 1987).

m Production de métabolites/toxines

La production de composés BTX-like appelés fibrocapsine a été reportée pour I'espece F. japonica
(OSPAR 2000) avec la méme méthode analytique que précédemment citée pour Chattonella et
Heterosigma, i.e. la comparaison des temps de rétention des pics en chromatographie par HPLC-
UV avec les standards BTX (Khan et al. 1996a; Keppler et al. 2006), ce qui ne permet pas de
confirmer stricto sensu la présence effective de la toxine. (Khan et al. 1996a) ont rapporté que
des souches de F. japonica produisaient des équivalents a la BTX-2, BTX-2 oxydée et BTX-9 ; leur
variation toxique étant corrélée a la phase de croissance des cellules (milieu de la phase
exponentielle et début de phase stationnaire) principalement. Ces résultats non pas été confirmés
(Band-Schmidt et al. 2012) par LC-MS et RMN. Cette espéce synthétise de nombreux acides gras
(PUFA) comme FJ1 (acide octadécatétraénoique), FJ2 (acide eicosapentaénoique) et FJ3 (acide
eicosatétraénoique) a activité hémolytique selon Fu et al. (2004). F. japonica peut également
générer des espéces réactives de I'oxygéne (dont I'ion superoxyde et le péroxyde d’hydrogene, Oda
et al. (1997). L'étude de Dorantes-Aranda et al. (2015) suggére que d’autres molécules
responsables de I'ichthyotoxicité de F. japonica, majoritairement de structure lipidique, sont encore
inconnues.
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m Répartition géographique

© OpenStreetMap contributors, © OpenMapTiles, GBIF

Figure 33 : Occurrence de Fibrocapsa (d'aprés les données du GBIF en novembre 2020, détail en
annexe 6).

3.3 Bilan sur les microalgues productrices de brévétoxines

Parmi toutes les espéces potentiellement productrices de BTX ou métabolites assimilés, il est a
noter que Karenia brevis, qui est I'espéce la plus étudiée dans la littérature, est productrice confirmée
de brévétoxines (par LC/MS-MS et/ou RMN) et d’autres métabolites secondaires bioactifs (voir
Tableau 3).

K. brevis n’a pas été recensée sur le littoral frangais a ce jour (selon les données REPHY de I'lfremer,
plus de détails dans la partie 7.4.1). Cependant, la vigilance s'impose puisque des espéces
exogénes ont déja été introduites accidentellement au cours de ces derniéres années (par ballast)
et que K. brevis a des capacités adaptatives élevées propres a la plupart des dinoflagellés (migration
verticale nycthémérale forte, enkystement) et d’autres qui lui sont spécifiques (euryéce, capable de
prolifération).

D’autres espéces de microalgues sont suspectées de produire des brévétoxines, sur la base
d’analyses par ELISA ou HPLC-UV mais les métabolites n’ont pas encore été élucidés par des
méthodes physico-chimiques. C’est le cas de K. mikimotoi, K. bicuneiformis, Chattonella marina, C.
antiqua, Heterosigma akashiwo et Fibrocapsa japonica. Pour K. papilionacea, la production de BTX-
2 a été confirmée en conditions de laboratoire par UPLC/HRMS et RMN. Ces espéces sont
présentes sur les cOtes francaises (mais elles n’ont pas encore été étudiées pour confirmer la
production de BTX en France).

Ces espéces, ainsi que H. akashiwo, sont également capables de produire divers métabolites a
activité ichtyotoxique, hémolytique et cytotoxique, dont la structure chimique n’a pas été caractérisée
pour une grande majorité. Ce manque de données constitue un challenge majeur en océanographie
et en écotoxicologie, car les espéces de Karenia et les 3 Raphidophytes sont détectées de maniére
récurrente dans les eaux européennes et capables de proliférer pour certaines. Elles sont trés
toxiques pour les invertébrés et lichtyofaune en général. Il est par conséquent nécessaire de
continuer a approfondir les recherches sur ces organismes pouvant engendrer de forts dommages
économiques (fortes mortalités en conchyliculture et aquaculture) et écologiques (compétition inter-
espéce et réduction de la diversité phytoplanctonique, dysfonctionnement de I'hydrosystéme).
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3.4 Elimination des efflorescences

Plusieurs stratégies de traitement basées sur des approches chimiques, physiques ou biologiques
ont été testées pour éliminer spécifiquement les efflorescences de K. brevis.

Des essais d’élimination des efflorescences de K. brevis a I'aide de sulfate de cuivre ont été réalisés
dés le milieu du XX siécle en Floride (Sengco 2009) avec un succes relatif. Si les concentrations
en K. brevis ont diminué fortement et rapidement dés I'application du traitement, elles ont de
nouveau atteint des valeurs importantes dés une dizaine de jours aprés I'application du traitement.
Le sulfate de cuivre ne semble donc pas un traitement durable des efflorescences. En outre, il a
fallu appliquer plusieurs tonnes de cuivre dans le milieu naturel (de 40 a 95 tonnes selon les essais)
pour obtenir ces résultats. Compte tenu de la toxicité de ce composé chimique sur les écosystémes,
les auteurs ne recommandent pas ce traitement.

D’autres substances chimiques ont été testées en laboratoire pour éliminer K. brevis. Seul I'acide
diéthylthiocarbamique a montré une efficacité mais cette substance a des effets délétéres sur
plusieurs espéces du milieu naturel et son colt d’application est trop élevé (Sengco 2009).

Les traitements d’oxydation par 'ozone ont également été testés en laboratoire sur des cultures de
K. brevis avec des résultats intéressants. La concentration en ozone nécessaire est cependant
beaucoup plus importante que celle utilisée généralement dans les filieres de traitement des eaux,
25 mg.L" d’'ozone permettent de détruire 80% des cellules en 10 s en laboratoire mais 135 mg.L™
sont nécessaires pour abattre 100% de cellules dispersées dans de I'eau de mer (Schneider et al.
2003). L'inconvénient principal de 'ozone est I'absence de spécificité vis-a-vis des organismes lors
de sa dispersion dans I'eau.

Khan et al. (2010) ont montré en laboratoire dans de I'eau de mer synthétique que la photocatalyse
de solution de BTX- 3 (16 M) a 350 nm en présence de dioxyde de titane en poudre est possible.
Les auteurs suggeérent que I'addition de ce photocatalyseur dans 'eau de mer pourrait étre une
nouvelle stratégie de remédiation des brévétoxines lors de I'apparition d’'une efflorescence de K.
brevis. Cependant, il n’existe aucune donnée sur les photoproduits formés lors de la dégradation de
ces derniéres ni si ces derniers pourraient présenter des effets toxiques sur les écosystémes.

L’ajout de floculant a base d’argile, de sels d’aluminium couplé ou non a du charbon actif en poudre
a été testé a I'échelle du laboratoire (Sengco 2009). Les traitements par floculation permettent
d’agglomérer les algues sans perturber l'intégrité cellulaire, les amas devant sédimenter (Sangco et
Anderson 2004). La température, la salinité, le pH et la teneur en oxygéne dissous n’ont pas d’effet
sur l'efficacité des traitements de floculation (Sengco 2009). S’ils s’averent efficaces et peu onéreux
dans le cas de l'argile, ces traitements engendrent tout de méme une forte libération de toxines dans
le milieu. Par ailleurs, s’ils sont utilisés en milieu naturel, ces traitements ne peuvent étre appliqués
que pendant certains cycles de marée et a petites échelles.

Des essais de bioremédiation de K. brevis basés sur l'utilisation d’algicides bactériens ont été
développés en laboratoire et doivent étre confirmés a grande échelle (Doucette 1995 ; Doucette et
al. 1997). Zhang et al. (2020) a montré que la prodigiosine8 a une action algicide contre Heterosigma
akashiwo.

Toutes ces méthodes sont difficiles et ou coliteuses a mettre en oeuvre car les efflorescences de K.
brevis peuvent s'étendre jusqu'a plusieurs milliers de kilométres carrés. Par ailleurs, outre le fait que
ces traitements peuvent conduire a la libération de brévétoxines lors de la lyse des cellules de K.
brevis, ils ne sont généralement pas facilement biodégradables et peuvent s’accumuler dans les
organismes marins (Park et al. 2011). L’Anses rappelle que pour étre employé tout produit biocide
doit respecter le réglement européen (UE) n°528/2012 concernant la mise sur le marché et
l'utilisation des produits biocides.

8 La Prodigiosine est un métabolite secondaire de couleur rouge produit principalement par la bactérie Serratia
marcescens. Cette molécule, de structure tripyrrolique, présente des activités antitumorales, immunosuppressives,
antibiotiques, antifongiques et antipaludiques (Piard 2013)
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4 Effets des brévétoxines sur les organismes

Ce chapitre presente un état des connaissances relatives a la toxicité des brévétoxines sur les
organismes.

4.1 Cibles moléculaires et cellulaires
4.1.1 Cible moléculaire : le canal sodium sensible au potentiel de membrane

Le canal sodium sensible au potentiel de membrane (canal Na,) est considéré comme I'unique cible
moléculaire des BTX. La mise en évidence et la caractérisation de l'interaction entre BTX et canal
Nay s’est faite a travers de nombreuses études, par une approche multidisciplinaire. Cette interaction
entre les BTX et le canal Na, suffit a rendre compte de la nature essentiellement neurologique des
symptdmes observés chez 'Homme et I'animal, aux niveaux central et périphérique. Compte-tenu
du réle crucial de ces canaux dans I'excitabilité cellulaire, leur caractére ubiquitaire, et le grand
nombre de molécules exogénes s’y fixant (neurotoxines naturelles, insecticides naturels ou
synthétiques, anesthésiques etc.), le GT a détaillé la structure et la pharmacologie des canaux Na..

Les canaux Na, forment une famille de protéines transmembranaires qui assurent les flux passifs
d’'ions Na* a la surface des membranes de cellules excitables majoritairement, mais également de
cellules non excitables. Ces canaux sont formés d’une sous-unité a, qui contient le pore du canal,
et une ou deux sous-unités B, qui influencent les propriétés biophysiques et 'expression de la sous-
unité a (Figure 34).

Les génes codant pour les sous-unités a sont nommés SCN1A a SCN5A et SCN8A SCN11A, et
correspondant aux protéines Na,1.1 a 1.9 respectivement. Les génes SCN1B a SCN4B codent les
sous-unités 1 a B4. La sous-unité a est une protéine de 260 kDa, formée par quatre domaines
homologues (Figure 34), chacun constitué de six domaines transmembranaires et de leur boucles
intra- et extra-cellulaires. Le pore du canal est bordé par les segments 5 et 6 des quatre domaines.
La sensibilité au potentiel de membrane est portée par des acides aminés su segment 4.

Domaine IV
| 1

Domaine | Domaine ||

Domaine Il
M 1 f | |

O BTX, CTX

Figure 34 : Structure moléculaire du canal Na, (d’aprés Mattei et Legros, 2014). La sous-unité a est
constituée des domaines | a IV (en couleur sur le schéma), chacun formé de 6 segments transmembranaires (ou
TM, numérotés de 1 a 6). Le pore du canal est bordé par les segments 5 et 6. Le TM 4 est chargé positivement (via
la présence de résidus arginines) et constitue le segment responsable de la dépendance au potentiel. La sous-
unité a est liée a une ou deux sous-unités B, qui apparaissent a gauche et a droite du schéma. Les BTX, tout
comme les CTX, se lient a des acides aminés du TM6 du domaine | et du TM5 du domaine IV. Cette localisation
moléculaire a été nommeée « site 5 ».

Les canaux Nay existent sous trois états : fermés, ouverts ou inactivés (Figure 35). A un potentiel de
membrane de repos, le canal est fermé. Lorsqu’'une dépolarisation atteint le seuil d’ouverture des
canauy, ils s’ouvrent rapidement et massivement — les ions Na* entrent dans la cellule — amplifiant
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la dépolarisation initiale, ce qui correspond a la phase ascendante du potentiel d’action dans une
cellule excitable (neurone, fibre musculaire ou cardiomyocyte). Au sommet du potentiel d’action, les
canaux Na, s’inactivent lentement, puis se ferment. La cellule retourne alors a son potentiel de
repos.

fermé ouvert inactivé

Figure 35 : Les trois états du canal Na, (d’aprés Mattei et Legros, 2014). En fonction du temps et du
potentiel de membrane, les canaux Nay peuvent étre successivement dans les 3 états fonctionnels suivants: (i)
I’état de repos (fermé) a un potentiel trés négatif, (ii) I’état activé (ouvert) aprés dépolarisation et (iii) I’état inactivé
(fermé) a la repolarisation.

4.1.2 Cibles cellulaires

Les axones, constituants essentiels des nerfs moteurs et sensoriels, sont extrémement sensibles a
I'action des BTX. Les premiéres descriptions du mode d’action des BTX — en utilisant les techniques
électrophysiologiques en potentiel imposé (« voltage-clamp »), ou en courant imposé (« current
clamp ») — ont été réalisées sur des axones géants de calamar ou d’écrevisse ou des neurones de
ganglions d’Aplysie. Globalement, des extraits de dinoflagellés et/ou les BTX purifiées provoquent
une dépolarisation membranaire, réversible et dose-dépendante. La dépolarisation maximale peut
atteindre 30 mV avec la BTX-3 (Wu et al. 1985). Cette dépolarisation de la membrane nerveuse
provoquée par les BTX-2 et la BTX-3 est inhibée lorsque le milieu extracellulaire est dépourvu d’ions
Na*, ou en présence de tétrodotoxine (TTX) (Atchison et al. 1986) qui bloque les canaux Na, (voir
ci-dessous).

Ces données indiquent clairement que la dépolarisation de la membrane nerveuse est produite par
une entrée de Na* depuis le milieu extracellulaire, ce qui a été corroboré par des études de flux
radioactif en utilisant le 22Na* (Catterall et Gainer 1985). Une conséquence de cette dépolarisation
membranaire est I'apparition transitoire de potentiels d’action spontanés et/ou répétitifs lors d’'une
stimulation nerveuse unique. Au niveau des axones de motoneurones, une augmentation TTX-
sensible de volume des noeuds de Ranvier a été décrit suite a I'action de BTX, et valide I'hypothése
d’'une entrée de Na* dans I'axone neuronal et des désordres osmotiques consécutifs, notamment
une entrée d’eau (Mattei et al. 1999).

Les terminaisons nerveuses motrices amyéliniques du nerf phrénique innervant 'hémi-diaphragme
de rat, ainsi que des terminaisons nerveuses innervant des muscles squelettiques de grenouille sont
également sensibles a I'action des BTX. Il faut noter que la densité de canaux Na, au niveau des
terminaisons nerveuses de mammiféres et de batraciens est inférieure a celle présente sur les
axones myélinisés au niveau des noeuds de Ranvier ou de I’hémi-nceud (Van Der Kloot et Molgo
1994). La BTX-3 augmente la libération quantique spontanée asynchrone d’acétylcholine (ACh)
détectée sous forme de potentiels de plaque motrice miniatures (PPMm) dans des préparations
neuromusculaires in vitro (Gallagher et Shinnick-Gallagher 1980; Wu et al. 1985; Atchison et al.
1986).

De méme, la BTX-3 provoque de fagon transitoire I'apparition de potentiels de plaque motrice (PPM)
spontanés, dus a la libération quantique synchrone d’ACh, puis elle provoque un blocage de la
libération déclenchée par la stimulation du nerf moteur, et un blocage de la transmission
neuromusculaire. Ces deux types d'effets ont été attribués a la dépolarisation membranaire
neuronale médié par les ions Na* (Shinnick-Gallagher 1980), alors qu’une déplétion du stock en
neurotransmetteur a été proposée pour expliquer l'origine du blocage de la transmission
neuromusculaire par la BTX-3. Cependant, I'analyse morphologique des terminaisons nerveuses
motrices en microscopie électronique n'a pu démontrer de déplétion des vésicules synaptiques
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claires au niveau des jonctions neuromusculaires de rat fixés au moment du blocage de la
transmission neuromusculaire (Baden et al. 1984). Des études ultérieures ont montré que
'augmentation de libération quantique spontanée d’ACh provoqué par la BTX-3 se produit méme
en I'absence nominale de Ca?* extracellulaire (Meunier et al. 1997). Ces données vont a I'encontre
de I'hypothése selon laquelle 'augmentation de libération quantique spontanée d’ACh dépend d’un
influx de Ca?* provoquée par la dépolarisation des terminaisons nerveuses (Atchison et al. 1986), et
suggerent que la libération quantique spontanée d’ACh peut se produire sans la participation d’'un
influx d’ions Ca?*, et que d’autres mécanismes de libération sont impliqués.

4.1.2.1 Expression tissulaire

Les sous-types de canaux Na, ont des profils d’expression tissulaire bien établis au niveau des
cellules excitables musculaires et neuronales mais aussi des sites d’expression moins canoniques
(Goldin 2001; Trimmer et Rhodes 2004; Brackenbury 2012; Black et Waxman 2013) (Figure 36).
D’un pojnt de vue pharmacologique, les 9 sous-types de canaux sodium (Na,1.1-1.9) sont classés
par leur sensibilité¢ a la TTX, une toxine présente dans certaines espéces de poissons (type
tétrodons) et animaux terrestres (salamandres, crapaud). On les qualifie de sensibles ala TTX (TTX-
S) ourésistants ala TTX (TTX-R). Les canaux Na,1.1, 1.2, 1.3 ;1.4, 1.6 et 1.7 sont TTX-S, alors que
les canaux Na,1.5, 1.8 et 1.9 sont TTX-R.

- Lecanal Na,1.1, codé par le géne SCN1A, est exprimé au niveau du systéme nerveux central
(SNC) et périphérique (SNP) ainsi qu’au niveau des kératinocytes et des cellules
cancéreuses (de l'ovaire).

- Lecanal Na,1.2, codé par le géne SCN2A, est exprimé au niveau du SNC et SNP ainsi qu’au
niveau des fibroblastes, des cellules 8 des flots de Langerhans, des odontoblastes, des
ostéoblastes et de cellules cancéreuses (col de l'utérus (cervix), du mésothéliome, de
I'ovaire, de la prostate).

- Le canal Na,1.3, codé par le géne SCN3A, est la forme foetale des sous-unités a qui est
exprimé au niveau du SNC et SNP en cas de Iésion. Il est aussi retrouvé au niveau des
fibroblastes, des cellules 3 des ilots de Langerhans et des cellules cancéreuses (de I'ovaire,
de la prostate, du cancer du poumon a petite cellules).

- Le canal Na,1.4, codé par le géne SCN4A, est exprimé au niveau du tissu musculaire
squelettique, ainsi qu’au niveau des cellules endothéliales, des globules rouges et des
cellules cancéreuses (du cervix utérin, de I'ovaire et de la prostate).

- Le canal Na,1.5, codé par le géne SCN5A, est exprimé au niveau du tissu musculaire lisse,
cardiaque et squelettique foetal ou dénervé ainsi qu’au niveau des cellules endothéliales, des
globules rouges et des cellules cancéreuses (du cancer du sein, du colon, du lymphome, et
du neuroblastome dont c’est le sous-type majoritaire, du cancer du poumon a petites cellules
ou non a petites cellules et du cancer de 'ovaire).

- Lecanal Na,1.6, codé par le géne SCN8A, est exprimé au niveau du SNC et SNP ainsi qu’au
niveau des fibroblastes, kératinocytes, macrophages, cellules endothéliales, et des cellules
cancéreuses (du cancer du sein, du cervix utérin, du lymphome, du mélanome, du
mésothéliome pulmonaire (plévre), du cancer du poumon non a petites cellules, du cancer
de la prostate, du cancer du poumon a petites cellules).

- Lecanal Na,1.7, codé par le géne SCN9A, est exprimé au niveau du SNC et SNP ainsi qu’au
niveau du tissu musculaire lisse, de la prostate, de progéniteurs érythroides, des fibroblastes,
des cellules immunitaires et des cellules cancéreuses (du cancer du sein, du cervix utérin,
du lymphome, du mésothéliome, du cancer du poumon non a petites cellules, du cancer de
l'ovaire et du cancer de la prostate pour lequel le sous-type Nay1.7 est la forme
prédominante).

- Le canal Na,1.8, codé par le géne SCN10A, est exprimé au niveau du SNC et du SNP, ainsi
qu’'au niveau des cellules endothéliales, des fibroblastes, des kératinocytes et des
lymphocytes T.

- Le canal Na,1.9, codé par le géne SCN11A, est exprimé au niveau du SNC et SNP ainsi
qu’au niveau des cellules endothéliales, des fibroblastes et des lymphocytes T mais aussi
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au niveau des cellules cancéreuses (de lymphome et du cancer du poumon a petites
cellules).

- Le canal NaX, codé par le géne SCNTYA, est un sous-type de canal sodium qui n’est pas
dépendant du potentiel, mais de la concentration extracellulaire de sodium (Hiyama et al.
2002). Il est exprimé au niveau du SNC et SNP ainsi qu’au niveau du poumon, de l'utérus et
du ceeur.

Systéme nerveux central 1,.1.2,1.3, 1.5

B Rétine 1.8,1.9

C  Neurones olfactifs 1.7

D  Neurones sensoriels et neurones 1.7,1.8, 1.9
innervant les voies respiratoires

E Coeur 1.5.1.8

F Nerfs, muscles respiratoires 1.1,1.2,1.3, 1.4, 1.6, 1.7
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Figure 36 : Expression tissulaire des canaux Na, (d’aprés De Lera Ruiz et Kraus (2015); il s'agit d'une
traduction non officielle d'un article paru dans une publication de I'ACS)

Les canaux Na, sont sélectifs aux ions Na* mais aussi aux ions Li*. Les sous-types TTX-S ont des
cinétiques d’activation et d’inactivation relativement rapides comparées a celles des sous-types
TTX-R. Les BTX-2 et -3 ont une affinité plus élevée pour les sous-types de canaux Nav musculaires
ou cérébraux que pour le sous-type cardiaque (Bottein Dechraoui et Ramsdell 2003; Bottein
Dechraoui et al. 2006).

Des expériences de liaison ont en effet montré que I'affinité de la BTX-3 pour les canaux Na,1.2
(neuronal) et Na,1.4 (musculaire) est supérieure a celle pour Na,1.5 (cardiaque), ce qui indique que
les BTX se fixent préférentiellement a certains canaux Nav dans I'organisme. L’affinité — mesurée
par I'estimation de son Kd par compétition dans des cellules transfectées — de la BTX-3 pour Na,1.2
est de I'ordre de 2,4 nM ; 1,8 nM pour Na,1.4 et 12 nM pour Na,1.5 (Konoki et al. 2019).

4.2 Toxicité in vitro
4.2.1 Modification des propriétés biophysiques du canal Nav par les BTX

Les BTX se lient au canal Na, au niveau du site 5, qui correspond a des résidus du TM6 du domaine
| et du TM5 du domaine IV (Catterall et Gainer 1985; Lombet et al. 1987; Trainer et al. 1994) (Figure
34). Ce site est également le domaine de liaison des ciguatoxines (CTX) sur le canal Na,. La fixation
BTX/site 5 aboutit a une activation du canal Na, par deux mécanismes (Sheridan et Adler 1989;
Jeglitsch et al. 1998).
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Le premier est une activation persistante du canal par déplacement de sa dépendance au potentiel
membranaire vers des potentiels négatifs, c’est-a-dire que le canal Na, a tendance a s’ouvrir a des
potentiels proches du potentiel de repos, de maniére anormale (Figure 37-A). Le second mécanisme
est un ralentissement — voire un blocage — de l'inactivation du canal, ce qui empéche sa fermeture
compléte (Figure 37-B). Les deux mécanismes favorisent I'entrée d’'ions Na* dans la cellule, et la
dépolarisation membranaire. La fixation des BTX au canal Na, est caratérisée par une haute affinité
(Kd de la ®*H-BTX-3 aux canaux Na, des cellules chromaffines : 32 nM (Yuhi et al. 1994)).
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Figure 37 : Effets des BTX sur les propriétés biophysiques des canaux Nay (d’aprés Mattei et
Legros, 2014). A : les BTX déplacent la courbe d’activation du courant vers des potentiels négatifs (on notera la
réduction de la valeur maximale du courant, et donc une diminution de la conductance). B : les BTX induisent un
ralentissement de I'inactivation des canaux Nav, ce qui équivaut a une fermeture inaboutie du canal. L’interaction
des BTX avec le site 5 du canal Nav induit des modifications allostériques, qui influencent positivement ou
négativement les interactions d’autres neurotoxines avec d’autres sites de fixation.

En ralentissant la cinétique d’inactivation des canaux Na, et en favorisant une diminution du seuil
d’excitabilité des cellules excitables, les BTX induisent une activation persistante qui se traduit par
I'apparition de potentiels d’action spontanés et répétitifs. Au niveau du systéme nerveux, il en résulte
une suractivation de différentes populations de neurones, centraux, moteurs et sensoriels, et de
cellules musculaires.

4.2.2 Effets des BTX au niveau du canal Nav unitaire neuronal et cardiaque

Les effets de la BTX-3 et de certains de ses dérivés ont été étudiés en utilisant la technique du
potentiel imposé sur fragment de membrane (patch-clamp) donnant accés a des enregistrements
unitaires du canal Na,. Des neurones sensoriels embryonnaires du ganglion noueux (ganglion
inférieur du nerf vague) de rat, dont le courant Na* est sensible a la TTX ont été utilisés (Jeglitsch
et al. 1998). Dans ces conditions, aucune activité de canal n’est détectée lorsque la TTX (1 yM) est
ajoutée a la pipette de patch, alors que I'activité du canal Na, est clairement visible en présence de
BTX-3 (100 nM) dans la pipette, et inhibée par la TTX. La relation courant-voltage unitaire en
présence de BTX-3 est linéaire, avec un potentiel d’inversion d’environ +60 mV et deux types
d’amplitudes de courants unitaires ont été observés. Lorsque la pipette contenait la BTX-3
(30-500 nM) les effets au niveau des canaux unitaires Na, peuvent se résumer ainsi :

(i) déplacement de 'activation d’environ 10 mV vers des valeurs plus négatives de potentiel ;

(i) inhibition de l'inactivation des canaux Na, a tous les potentiels de membrane auxquels
l'activité des canaux unitaires est observée, lors de sauts de potentiel dépolarisants
maintenus ;
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(iii) le temps moyen d’ouverture apparent du canal est augmenté d’environ 2 fois a tous les
potentiels de membrane ;

(iv) l'apparition d’états de sous-conductance de 10,7 et 21,2 pS.

Des différences biophysiques des canaux unitaires Na, ont pu étre démontrées avec des dérivés de
la BTX-3, tels que la BTX-6, la 2,3,41,43-tetrahydro-BTX-3, la 2,3,27,28,41,43-hexahydro-BTX-3, et
la 2,3-dihydro-BTX-3 A-ring diol qui permettent d’établir des sites de liaison et d’interaction divers
au sein de la molécule de la BTX-3.

Les effets de la BTX-3 ont également été étudiés sur des canaux unitaires Na, cardiaques, dans
des cardiomyocytes ventriculaires dissociés de rat adulte (Schreibmayer et Jeglitsch 1992). La BTX-
3 déplace I'activation des canaux Na, vers des valeurs plus négatives de potentiel, et les canaux
unitaires ont un temps prolongé d’ouverture, méme lors de sauts de potentiels prolongés.
L’ouverture du canal unitaire présente jusqu'a 9 sous-états de conductance qui sont fonction du
potentiel transmembranaire. Ces états de sous-conductance seraient en relation avec les différents
états conformationnels des portes d'activation du canal. Dans des conditions physiologiques,
lorsque le canal Nay s'ouvre directement a partir de son état fermé, ces états ouverts « incomplets »
du canal Nay cardiaque sont obscurcis par des transitions de déclenchement rapides entre les états
pré-ouverts correspondants, électriquement silencieux. Ainsi, la BTX-3 agit principalement via la
stabilisation de la pré-ouverture du canal et des différents états ouverts.

4.2.3 Conséquences de 'augmentation du calcium intracellulaire induite par les
BTX

La dépolarisation membranaire induite par les BTX favorise 'augmentation du Ca?* intracellulaire et
de nombreux mécanismes Ca?-dépendants, comme la libération de neurotransmetteur ou
d’hormone, et la modulation de la contraction musculaire (Huang et al. 1984; Cao et al. 2008;
Liberona et al. 2008).

4.2.4 Des antagonistes naturels

Plusieurs polyéthers naturels, de masse molaire plus faible que les BTX, ont été caractérisés au
cours des quinze derniéres années, et leur intérét réside dans leur capacité a bloquer les effets des
BTX. Il s’agit du brévénal et du gambierol. Le brévénal — qui est un métabolite produit par Karenia
brevis — se lie au canal Na,, avec une affinité plus faible que les BTX, mais il perturbe leur liaison et
inhibe leur toxicité in vitro et in vivo (Bourdelais et al. 2004; Abraham et al. 2005; Bourdelais et al.
2005). Ainsi, dans un modéle mammifére de bronchoconstriction et dans les essais in vitro de
génotoxicité, le brévénal s’'oppose aux effets des BTX-2 et -3, suggérant que le dinoflagellé K. brevis
produit simultanément des neurotoxines qui affectent les voies respiratoires, ainsi qu’'un métabolite
aux vertus potentiellement thérapeutiques (le brévénal) (Abraham et al. 2005).

4.2.5 Conclusions

- Les cibles principales des BTX sont les canaux sodium_Na,, dont il existe neuf isoformes
exprimées trés majoritairement dans le systéme nerveux central et périphérique.

- Les canaux Na, sont a l'origine de l'excitabilit¢ neuronale et musculaire. Leur ouverture
correspond a la phase ascendante du potentiel d’action.

- Les BTX se lient aux canaux Na, et perturbent deux de leurs propriétés biophysiques : elles
ralentissent la phase d’inactivation et favorisent leur activation a des potentiels membranaires
plus négatifs que le seuil normal d’activation de ces canaux.

- Les BTX peuvent donc étre considérées comme des activateurs des canaux Na,, a I'instar des
ciguatoxines : ce faisant, elles dépolarisent les membranes neuronales et musculaires et
favorisent leur excitabilité ainsi que les mécanismes intracellulaires dépendants du Ca?*.
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- Le brévénal, produit par K. brevis, posséde une activité antagoniste des BTX, en se liant aux
canaux Nay et en perturbant la liaison des BTX.

4.3 Génotoxicité

La capacité de certaines BTX a former des adduits a I'ADN a été étudiée (Radwan et Ramsdell
2008). Dans un systéme acellulaire, aprés 18 h d'incubation a 37°C de BTX-6 a 200 uyM avec 2
nucléosides isolés, I'analyse par RIA a mis en évidence la possible formation d'adduits avec la
cytidine et dans une moindre mesure avec la guanosine, adduits qui ne sont pas observés dans le
groupe contrble. Les auteurs ont ensuite montré qu’aprés une exposition de 18 h a 37°C d'une
suspension de fibroblastes pulmonaires de rat (lignée RFL-6), la quantité d'adduits en présence de
BTX-2 9 (35 puM) était environ 4 fois supérieure a celle retrouvée en présence de la méme
concentration de BTX-6 (115 vs 34 pg eq. BTX-6/ug d'ADN). La LC-MS/MS a permis d'identifier des
adduits BTX-2-cytidine mais pas d'adduits formés avec la BTX-6.

Dans cette méme étude, des rats méales ont recu de la BTX-2 ou de la BTX-6 a 45 pg/kg pc par
instillation intratrachéale (bolus). Les rats du groupe témoin ont recu le méme volume de véhicule.
Les rats ont été sacrifiés 24 h aprés le traitement et les poumons ont été prélevés immédiatement
et maintenus congelés a -80°C jusqu'a I'extraction de 'ADN, puis aprés hydrolyse, les adduits ont
été purifiés, concentrés avant analyse par RIA ou par LC-MS. Les analyses par RIA de I'hydrolysat
d'ADN ont montré que la BTX-2 induit la formation de 4 fois plus d'adduits que la BTX-6 (24 vs 6 pg
équiv. BTX-3/ug d'ADN). Par LC/MS, des adduits BTX-2-guanosine, BTX-2-adénine et BTX-2-
adénosine ont été mis en évidence a partir de 'ADN des cellules pulmonaires alors qu'aucun adduit
de BTX-6 n'a été détecté.

Les auteurs ont conclu que, in vitro, la BTX-2 forme des adduits d'ADN avec la cytidine aprés
traitement de cellules pulmonaires isolées et forme des adduits a 'ADN avec l'adénosine et la
guanosine aprés exposition intratrachéale. Les résultats de cette étude sont exprimés de fagon
qualitative, en comparant le « rapport d’induction » suite a un traitement avec la BTX-2 vs la BTX-6.
Il n'y a pas d’'information quantitative précise des adduits de I'ADN (par exemple, x adduits pour 107
ou 108 nucléotides) et aucune comparaison a des groupes non traités n'a été effectuée. On peut
considérer qu’il s’agit d’'une identification d’adduits (spécifiques) qui pourrait étre utilisés comme
marqueur d’exposition par exemple. Ces résultats ne permettent pas de rendre compte de la
significativité biologique de la présence d’adduits a 'ADN, qui nécessite la prise en compte de leur
persistance. De plus, dans une approche de type poids des preuves (voir Annexe 5), les adduits in
vitro et in vivo ont un poids faible. A ce titre, ils pourraient tout au plus constituer une alerte qu'il
serait nécessaire de confirmer dans des expérimentations consolidées.

La capacité de BTX a induire une fragmentation de 'ADN a été évaluée par trois tests des comeétes
in vitro et un test des cométes in vivo.

Dans une 1 étude (Sayer et al. 2005), des lymphocytes primaires humains ont été exposés aux
BTX-2, BTX-3 et BTX-9 a 2 concentrations (1 pM et 10 nM) pendant 1 h. Le test des cométes a
ensuite été réalisé et la fragmentation de 'ADN a été quantifiée a I'aide d’un systéme d’analyse
d’images pour au moins 150 cellules/groupe puis le parameétre de fragmentation « Tail moment » a
été calculé. D’aprés les auteurs, les résultats montrent que les BTX testées a des concentrations de
1 pM et 10 nM induisent de la fragmentation de I'ADN dans les lymphocytes humains. Le niveau de
fragmentation de I'ADN des lymphocytes humains exposés pendant 2 h a la concentration de 10 nM
étaient d'une ampleur similaire aprés une exposition de 1 h.

Dans une 2°™ étude (Murrell et Gibson 2009), un test des comeétes in vitro a été réalisé sur des
cellules Jurkat E6-1 (lignée de lymphocytes humains) aprés exposition pendant 48 h a 37°C a des
BTX a la concentration inhibant la prolifération cellulaire de 50 % (Clso ; BTX-2 a 5,6 uM, la BTX-3
a 32 uM et BTX-6 a 10 yM). La fragmentation de 'ADN a été quantifiée a I'aide d’'un systéme

9 La BTX-2 est métabolisée au niveau hépatique et forme I'époxyde du cycle H (BTX-6).
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d’analyse d’'images pour au moins 150 cellules/groupe et le parameétre « Tail moment » a été calculé.
Le potentiel apoptotique a été évalué a I'aide de la méthode YO-PRO/iodure de propidium ainsi que
par la mesure des caspases 3/7 et 8. D’aprées les auteurs, les BTX ont induit des cassures de brins
de I'ADN. Il faut noter que les 3 BTX ont induit une augmentation de I'apoptose des cellules Jurkat
E6-1 a des concentrations inférieures a celles qui ont amené un test des comeétes positif. Un
traitement de ces cellules par la BTX-2 (10 yM) pendant 4 h a aussi induit I'expression de génes
d’enzymes de réparation de 'ADN et de facteurs pro-apoptotiques (Murrell et Gibson 2011).

Dans une 3°™ étude (Phillips 2009), un test des cométes in vitro a été réalisé sur des lignées de
cellules épithéliales pulmonaires humaines normales (BEAS-2B) et néoplasiques (H460) exposées
pendant 1 h a 37°C a la BTX-3 aux 3 concentrations de 11, 111 et 557 nM. Le test des cométes a
été réalisé de fagon standard et optimisée (en présence de Fpg, Formamidopyrimidine glycosylase)
afin de cibler les dommages oxydatifs de I'ADN. La fragmentation de 'ADN a été quantifiée a I'aide
d’un systeme d’analyse d'images pour environ 150 cellules/concentration et le paramétre « Tail
moment » a été calculé. Sur les cellules BEAS-2B, le test des cométes standard s’est révélé
statistiquement significatif uniquement pour la concentration intermédiaire de 111 nM. En présence
de Fpg, aucun effet statistiquement significatif n’a été noté, quelle que soit la concentration. Sur les
cellules H460, le test des comeétes standard s’est révélé statistiquement significatif uniquement pour
la concentration faible de 11 nM. En présence de Fpg, une augmentation statistiquement
significative de la fragmentation de 'ADN a été observée a la concentration maximale testée de 557
nM. Par ailleurs, un marqueur associé aux cassures double-brins (test « y-H2A.X ») a été utilisé
parallelement au test des comeétes. Les résultats des pourcentages moyens de cellules présentant
une phosphorylation de rlhistone H2A.X aprés exposition a la BTX-3 ne montrent aucune
augmentation statistiquement significative, quelle que soit la concentration de BTX-3 et la lignée
cellulaire utilisée.

Actuellement, il n’existe pas de ligne directrice concernant le test des cométes in vitro. Néanmoins,
des recommandations ont été proposées (Tice et al. 2000; Hartmann et al. 2004). Les études
concernant les BTX comprennent de nombreuses déviations a ces recommandations et limites
importantes a l'interprétation des résultats (voir Annexe 5). En conclusion, 'ensemble des déviations
majeures notées pour ces tests des cométes in vitro ne permet ni de valider les résultats ni de
cautionner leur interprétation.

Des groupes de rats méles Fischer F344 ont été exposés par voie intratrachéale a la BTX-2
(45 pg/kg pc) ou a son véhicule sur 3 jours consécutifs. Les foies ont été prélevés 24 h aprés
I'exposition pour analyse de la fragmentation de I'ADN a I'aide d'un test des cométes (Leighfield et
al. 2009). Les rats traités a la BTX-2 ont montré une augmentation de la quantité d'ADN dans la
queue de 2 a 3 fois celle du groupe témoin. Les %Tail DNA dans les groupes traités ont été
significativement différents de ceux des témoins, pour chaque paire d'animaux. Le protocole utilisé
différe en de trés nombreux points de la méthode standardisée du test des cométes in vivo (OCDE
2016c¢) et est entaché de déviations majeures (voir Annexe 5) empéchant toute appréciation de la
significativité biologique. De plus, une seule dose a été testée ce qui empéche toute évaluation d’'une
éventuelle relation dose-effet. L’ensemble de ces déviations ne permet pas de valider les résultats
de ce test des cométes in vivo et d’endosser son interprétation.

Au cours d’un test de mutagenése sur un systeme d’essai bactérien (test d’Ames MPF®) réalisé vis-
a-vis des souches de Salmonella Typhimurium TA98 et TA100, la BTX-2 a des concentrations de
0,07 a 222 uM n'a pas induit d’augmentation significative du nombre de révertants que ce soit en
absence ou en présence d’'un systéme exogéne d’activation métabolique (microsomes de foie de
rat induits par Aroclor 1254). De méme, I'époxyde BTX-6 testé uniquement sans activation
métabolique s’est révelé non mutagéne dans ce test a des concentrations allant de 0,07 a 222 yM
(Leighfield et al. 2009). Le test effectué comporte des différences et limites trés importantes par
rapport a un test dAmes standard (voir Annexe 5). Les conditions expérimentales de cet essai
comportent trop de limites importantes et ne permettent pas de conclure quant au potentiel
mutagéne des BTX testées sur un systéme d’essai bactérien.

L’'induction d’aberrations chromosomiques par la BTX-2 a été évaluée in vitro dans des cellules
ovariennes de hamster chinois (cellules CHO-K1-BH4) traitées pendant 48 h exclusivement a I'lCso,
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i.e. 100 nM (Sayer et al. 2006). Un total de 150 métaphases a été analysé. Selon les auteurs, le
groupe traité a la BTX-2 a présenté de nombreuses aberrations chromosomiques avec une
augmentation statistiquement significative par rapport au groupe témoin (1,7 % vs 0,09 %). Le
protocole utilisé difféere en de nombreux points de la méthode standardisée du test d’aberrations
chromosomiques in vitro [ligne directrice 476 de 'OCDE (2016a)] et est entaché de déviations tant
au niveau du design de I'étude que de 'analyse et I'interprétation des résultats (voir Annexe 5). Dans
ces conditions expérimentales, il apparait impossible de conclure quant au potentiel d’induction
d’aberrations chromosomiques in vitro de la BTX-2.

Conclusions et recommandations

Les études portant sur la mutagenése et la génotoxicité de BTX ont mis en évidence des effets
significatifs sur différents parameétres par certaines BTX. Cependant, les conditions expérimentales
de ces essais comportent de nombreuses et importantes limites méthodologiques et/ou sont
entachées de déviations majeures ce qui ne permet pas de valider les résultats ou d’endosser leur
interprétation. Il n’apparait donc pas possible de conclure quant au potentiel mutagéne et
génotoxique des BTX. Les effets observés vis-a-vis de ces paramétres biologiques représentent
tout au plus des « alertes ».

Afin d’obtenir des résultats fiables et consolidés, la stratégie doit étre mise en ceuvre selon une
approche par étapes telle que recommandée par 'EFSA (2011) pour la production et I'évaluation
des données sur le potentiel génotoxique et mutagéne d’'une substance, en commencant par la
batterie de base de tests in vitro suivante :

1) Untest d’Ames (essai de mutation reverse bactérienne) complet utilisant au moins 5 souches
bactériennes (Salmonella typhimurium TA 1535, TA1537, TA 98, TA 100 et TA102 ou
Escherichia coli WP2 Pkm101) devrait étre réalisé avec et sans activation métabolique, selon
les recommandations de la ligne directrice 471 de 'OCDE (1997b). Une attention particuliére
devra étre portée en cas d’un test négatif avec une dose maximale analysable < 250 ug/boite,
qui est la limite de sensibilité estimée pour la plupart des mutagénes pertinents dans le test
d'Ames. Dans ce cas, le test d’Ames devra étre considéré comme insuffisamment pertinent et le
potentiel d’induction de mutation génique devra étre évalué sur des cellules de mammiféres par
exemple a l'aide du test MLA/TK (OCDE 2016d).

2) Une étude d’aberrations chromosomiques compléte, préférentiellement le test in vitro du
micronoyau [ligne directrice 487 de 'OCDE (2016b)] tel que recommandé par I'EFSA (2011),
devrait étre réalisée en utilisant préférentiellement des cellules humaines, stables sur le plan
génomique, par exemple des lymphocytes humains. Cette étude devrait étre réalisée avec et
sans activation métabolique et en utilisant des temps de traitement courts et longs sans
activation métabolique, selon les recommandations de la ligne directrice.

La BTX considérée comme la plus pertinente en tant que BTX de référence devant faire 'objet de
cette évaluation est la BTX-3. Les autres métabolites majoritaires présents dans les coquillages
devraient également étre investigués.

4.4 Toxicité in vivo
4.4.1 Données toxico-cinétiques

Le caractere lipophile de certaines BTX confére la capacité a franchir la plupart des membranes
biologiques. Elles sont rapidement absorbées, distribuées dans tout I'organisme, et franchissent la
barriere hémato-méningée (Poli et al. 1989; Cattet et Geraci 1993), ainsi que la barriére placentaire
(Benson et al. 2006).

Aprés exposition orale chez le rat, la BTX-3 (18,6 ug/kg pc) est assez largement distribuée dans
l'organisme, mais se retrouve principalement au niveau du foie (jusqu'a 8 jours aprés I'exposition
Cattet et Geraci (1993)), considéré comme I'acteur majeur du métabolisme de ces toxines. Aprés
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exposition par voie i.v., il apparait que les muscles squelettiques jouent un réle de « compartiment
de stockage », a partir desquels les BTX sont libérées pendant plusieurs jours avant leur élimination
par le foie (Poli et al. 1989). La concentration plasmatique suit une cinétique biphasique : en i.v.
chez des rats males, la BTX-3 tritiée est rapidement distribuée (demi-vie plasmatique de I'ordre de
30 secondes) (Poli et al. 1990). Une minute aprés exposition i.v, 94% de la toxine est distribuée aux
organes et aprés une demi-heure, 70% se retrouve dans la musculature squelettique, 16% dans le
foie et 8% dans le tractus digestif. La clairance est lente, car la toxine est retrouvée dans de
nombreux organes apres plusieurs jours (Cattet et Geraci 1993). Aprés 6 jours, 89% de la toxine
radiomarquée est éliminée dans les féces et les urines (ratio 5 :1) (Poli et al. 1990). L’excrétion se
fait donc majoritairement par voie biliaire, mais également par voie urinaire (Poli et al. 1989; Poli et
al. 1990). La métabolisation de la BTX-3 confirme, dans des foies de rats et des hépatocytes, que
le foie est 'organe majeur de biotransformation des BTX en plusieurs métabolites (Poli et al. 1990).

Par instillation intratrachéale de rats males, la BTX-3 tritiée (6,6 ug BTX-3/kg) est retrouvée
transitoirement dans les poumons, d’ou environ 80% est éliminée en moins d’'une demi-heure
(Benson et al. 1999). Elle est alors largement distribuée dans I'organisme : la moitié dans la
musculature squelettique, un tiers dans les intestins et 8% dans le foie. La BTX-3 est également
retrouvée, mais en quantités bien moindres, dans le sang, le tissu adipeux et le cerveau. 20% de la
toxine est encore présente dans les poumons aprés 30 minutes. Une part importante de la toxine
est éliminée dans les 48 h post-exposition, dans les féces (60%) et les urines (30%). La BTX-3 reste
présente dans I'organisme plusieurs jours aprées exposition (environ 20% de la dose initiale aprés 7
jours). De plus, une exposition de rats par inhalation de BTX-3 (237 ug.m) pendant 5 et 22 jours a
montré des dépdts de BTX au niveau du foie (Benson et al. 2005a).

Le méme type d’étude a été mené chez la souris (Tibbetts et al. 2006). La BTX-3 tritiée (2,6 ug/kg)
a été administrée par instillation intratrachéale a des souris males. La encore, la toxine se retrouve
rapidement dans tous les tissus, en particulier dans le foie et le tractus digestif. Le temps de demi-
vie varie de 10 h dans I'estomac, environ 30 h pour le cceur, la graisse, les intestins, les reins et les
muscles a 65 h dans le sang et 90 h dans le cerveau et les testicules. La majorité de la toxine (90
%) est excrétée dans les 96 h, via les féces (64 %) et les urines (11 %). Ces résultats confirment
donc ceux obtenus chez le rat: I'absorption de la BTX par les voies respiratoires est rapide, sa
distribution est ubiquitaire et elle réside pendant plusieurs jours dans I'organisme. Chez des souris
exposées a la BTX-3 (400 uyg.m) par inhalation pendant 6 h, la toxine a été retrouvée dans les
féces (Benson et al. 2005b).

L'exposition par voie respiratoire, censée reproduire une inhalation humaine de BTX, entraine donc
une exposition systémique a la toxine. Les symptbmes tels que l'irritation respiratoire et la
bronchoconstriction sont des conséquences globales associées a l'inhalation de BTX.

Chez la tortue d'eau douce (Trachemys scripta) et la tortue d'eau salée (Malaclemys terrapin),
linstillation intratrachéale de BTX-3 (10,53 ug/kg a une fréquence de trois fois/semaine pendant
deux semaines) a permis d’observer des symptdomes neurotoxiques caractéristiques des BTX
(Cocilova et al. 2017). La BTX-3 est retrouvée par ELISA — une heure aprés exposition a la toxine —
dans le cerveau, le poumon, les graisses, l'intestin et le sang pour tous les groupes d'animaux
exposés. Une heure aprés exposition intratrachéale, la BTX-3 atteint un niveau plasmatique de 4,8
Mg/L alors que les concentrations hépatique, cérébrale, rénale et trachéale sont de 44,8 ; 30,2 ; 38,6
et 363,3 ug/kg respectivement. La majorité de la toxine a été rapidement éliminée en 24-48 h, ce
qui correspond au déclin des symptdmes observés. L'excrétion s’est faite surtout par voie hépato-
biliaire. Le dosage de la BTX-3 dans les féces et I'urine a été parallélement réalisé par LC-MS, et
aucun des métabolites recherchés (S-désoxy-BTX-B2 et BTX-B2)- n’a pu étre identifié.

L’instillation intratrachéale unique de BTX-3 tritiée (2,8 ug BTX-3/kg) ou en continu par mini-pompe
osmotique (7,5 ng/kg/jour pendant 72 h) a des souris gestantes (a 15-18 jours de gestation) a mis
en évidence la capacité de la BTX-3 a traverser successivement la barriere sang-air et la barriére
placentaire (Benson et al. 2006). La BTX-3 tritiée a en effet été retrouvée par dosage de la
radioactivité (par scintillation liquide) dans les placentas et les foetus une demi-heure aprés
exposition. Aprés 48 h, la dose de toxine fcetale a été estimée a environ 0,3 ug/kg en dose unique
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et 0,1 ug/kg aprés exposition continue. Ces doses, inférieures aux doses de toxines présentes dans
la plupart des tissus maternels, confirment le passage placentaire des brévétoxines. Dans la méme
étude cependant, la BTX-3 n’a pas été retrouvée par LC-MS (LQ de 1 pg/kg) dans les tissus foetaux.

Selon cette étude, pour une concentration de 1 ng BTX.m d’air, une femme enceinte pourrait
absorber jusqu'a 5 ng de BTX en 4 h, soit 84 pg/kg de poids corporel (pour une femme de 60 kg).
La concentration estimée dans les tissus maternels et foetaux serait d’environ 84 fg BTX.g™" de tissu
(ou de métabolites de BTX).

4.4.2 Toxicité aigué chez le rongeur

Quelques études ont cherché a caractériser la toxicité aigué des BTX. Les voies d’exposition sont
le plus souvent intrapéritonéale (i.p.) et intraveineuse (i.v.), rarement orale. Par administration i.v.,
les effets apparaissent trés rapidement ; par administration i.p., les effets apparaissent aprés 30
minutes et par exposition orale, ils sont visibles aprés 5 heures (Baden et Mende 1982). Par voie
orale, la BTX-2 est moins toxique que la BTX-3, quelle que soit la voie d’administration.

Les BTX induisent des symptédmes neurologiques centraux et périphériques, cardiovasculaires,
respiratoires : a dose létale, ils se manifestent principalement par des fasciculations musculaires,
une ataxie, une exophtalmie, une accélération puis une réduction de la fréquence respiratoire, des
troubles de l'activité cardiaque et une réduction de la température corporelle (Baden et Mende 1982)
(Selwood et al. 2008). A une dose sublétale un ralentissement de la respiration est aussi observé
ainsi qu’une diminution transitoire de l'activité. Les souris pour la plupart retrouvent une activité et
une apparence normale au bout de 24 h, et retrouvent un poids normal au bout de quelques jours
(Selwood et al. 2008). Les temps de récupération sont plus lents pour la BTX-3 que pour la S-
desoxyBTX-B2. Des signes d’atteinte du systeme neurovégétatif — salivation, larmoiement, miction
et défécation — complétent le tableau neurologique (Tableau 8). Aucune Iésion macroscopique n’est
observée a la nécropsie.
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Tableau 8 : Toxicité aigué des BTX chez le rongeur

Toxine Espéce

(pureté)

BTX-1 souris (Swiss, males

99% et femelles)

BTX-2 rat (CD SD), males

(NI) (anesthésie au
pentobarbital en ip)

BTX-2 (T34)

(NI)

BTX-2

(NI)

BTX-2 souris

(ND (Swiss, femelles,

BTX-3(T17)  Jedne hydrique et

(NI) alimentaire 16h
avant

BTX-3 expérimentation)

(NI)

BTX-3

(NI)

BTX-3 souris (Swiss, males

99% et femelles)

BTX-3 souris (Swiss albino,

(NI) femelles)

BTX-B2 souris (Swiss albino,

(NI) femelles)

S- souris (Swiss albino,

Desoxybreveto  femelles)

xin-B2 (NI)

NI : non indiqué

Voie
d’administration
et n animaux

ip

5 groupes de 3
animaux

iv

n=16

orale
n=5/groupe

ip

n=5/groupe

iv

n=5/groupe
orale
n=5/groupe

ip

n=5/groupe

iv

n=5/groupe

ip

5 groupes de 3
animaux

ip

selon OCDE 425

ip
selon OCDE 425

ip
selon OCDE 425

DLso

> 100 pglkg

60 ugkg

Dose maximale
tolérée = 25
Hg/kg

6600 ug/kg
IC95 : 2900-
14800

200 ug/kg
IC95 : 150-270

200 ug/kg
IC95 : 170-250

520 ug/kg
IC95 : 370-730

170 pg/kg
IC95 : 140-210

94 uglkg
IC95 : 75-116

> 200 pg/kg

250 [176-328]
Hgkg

400 [400-525]
Hgkg

211 [200-250]
Hg/kg

Symptomes

Non irenseigné

Voir tableau suivant

Mémes symptémes que BTX-3
mais sans mastication ni
hypersalivation. Fasciculations
musculaires moins prononcées. A
concentrations sub-létales et par
voie orale : perte d’appétit et
incoordination motrice (2 a 3
jours)

Tremblements, puis fasciculations
musculaires, réaction de Straub
(rigidité caudale), détresse
respiratoire et mort.

Salivation, larmoiement, miction et
défécation. Mouvements
compulsifs de la méachoire et
rhinorrhée a doses élevées

Non renseigné

Dose létale : respiration accélérée
aprés l'injection, exophtalmie,
mouvements erratiques,
ralentissement de la respiration,
paralysies du train arriére.
Absence de lésions
macroscopiques. A doses
sublétales, un ralentissement de
la respiration est aussi observé
ainsi qu'une diminution transitoire
de I'activité. Les souris pour la
plupart retrouvent une activité et
une apparence normale au bout
de 24h, et retrouvent un poids
normal au bout de quelques jours

Temps de récupération similaire a
celui de la BTX-3 mais plus long
qu'avec la S-Desoxybrevetoxin-B2

Idem que pour BTX-3 avec un
temps de récupération plus rapide

Références

(Dechraoui et al.
1999)

(Templeton et al.
1989)

(Baden et Mende
1982)

(Dechraoui et al.
1999)

(Selwood et al.
2008)

(Selwood et al.
2008)

(Selwood et al.
2008)
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L’exposition par voie i.p. de souris a la BTX-3 (10 a 300 pg/kg pc) montre des symptoémes
neurologiques comparables — mastication, convulsions, détresse respiratoire — ainsi qu’une
paralysie des membres postérieurs. A la dose de 50 ug/kg, aucun signe d’intoxication n’est visible
(Woofter et al. 2003). A une dose de 180 ug/kg, la BTX-3 (voie i.p.) induit rapidement une
hypothermie périphérique (pattes) et viscérale aigué associée a une activité motrice fortement
réduite (Gordon et al. 2001). Il s’ensuit une hyperthermie centrale sur 2-5 jours, sans perte de poids.
Dans cette étude, la plus faible dose induisant la mort ou un état moribond est estimée a 187 pg/kg
pc.

L’étude de Baden et Mende (1982) est la plus compléte car elle propose trois voies d’exposition,
dont la voie orale qui correspond chez 'Homme a une exposition alimentaire. Cette étude de toxicité
aigué est congue pour mettre en evidence un effet toxique cliniquement exprimé et non pour
rechercher une dose sans effet (« NOAEL aigué ») ni une LOAEL.

4.4.3 Toxicité cardiovasculaire

Des travaux entrepris sur d’autres modéles mammiféres ont permis de mettre en exergue la toxicité
cardiovasculaire et respiratoire — problématique chez 'Homme — associée a une exposition aux
BTX. Ces études sur mammiferes ont mis en évidence, par exposition i.v. (donc non assimilable a
une exposition humaine), des signes cardiovasculaires — bradycardie ou arythmie cardiaque et
hypo- ou hyper tension artérielle — ainsi que des symptémes respiratoires (Tableau 9).

Tableau 9 : Toxicité aigué des BTX chez les mammiféres (signes cardiorespiratoires)

Toxine (pureté) Espece Voie Dose Symptomes Références

BTX (pureté non chat V. 40-80 pug/kg  bradycardie, hypotension et (Borison et al. 1985)
précisée) iv. 160 uglkg bradypnée

DLso = 2,2 mg/kg (ip i.C.V. hypertension et convulsion

souris) hypertension et dépression

respiratoire

BTX (pureté non chien V. 15-120 ug/kg fasciculations musculaires, (Johnson et al. 1985)
précisée) bradycardie,

DLso = 0,5 mg/kg (ip hypotension/hypertension, apnée

souris) [effets sur le systeme nerveux

végétatif], sécrétion de
catécholamines, arythmie cardiaque,
fibrillation ventriculaire (forte dose) et

mort
BTX2 (pureté non rat (CD, iwv. 12,5-100 hypothermie centrale et (Templeton et al.
précisée) SD, palkg périphérique, bradypnée 1989)
DLso = 60 pglkg méles) arythmie cardiaque pour les doses
(iv rat) 25-100 pg/kg
BTX-3 (T17) etBTX-2  cochon  i.v. 14200 pg/kg bronchoconstriction chez 'animal (Baden et al. 1982)
(T34) d’'Inde anesthésié et artificiellement ventilé

a partir de 20 pg/kg pour la BTX-3
(et seulement a 200 pg/kg pour la
BTX-2)
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4.4.4 Toxicité par voie respiratoire

Plusieurs études en laboratoire se sont intéressées aux effets d’'une exposition par les voies
respiratoires chez I'animal, dans le but de reproduire une exposition humaine par aérosols
contaminés par les BTX. Cependant, il convient de noter que les protocoles utilisés envisagent des
niveaux d’exposition extrémement variables, en termes de doses, de temps d’exposition (en
heures), de fréquences d’exposition (quotidiennes, uniques ou répétées) et de durée (quelques jours
a plusieurs semaines). Le Tableau 10 synthétise les résultats d’études de toxicité des BTX par
inhalation.

= Rongeurs

L’exposition par inhalation de rats males a des extraits de K. brevis (200 et 1000 ug.L") produisant
les BTX-2 et BTX-3 (soit 50 et 200 ug eq BTX.m™ pendant quatre heures quotidiennes pendant cing
jours, sur une ou quatre semaines) a révélé un dépdt de BTX dans les poumons (Benson et al.
2004). Le dosage a été réalisé par ELISA. Les doses utilisées sont supposément comparables,
sinon supérieures, a celles qui peuvent étre relevées dans des embruns cétiers. Cette étude précise
cependant qu'aux doses utilisées, aucun signe de neurotoxicité, ni altération comportementale, ni
déficit respiratoire n’a été observé. Le prélevement des organes n’a également révélé aucune
modification histopathologique des organes (poumons, foie, reins, ganglions lymphatiques, rate et
cerveau). La seule modification est un effet immunosuppresseur, par la diminution significative de
lymphocytes de la rate.

Des travaux générés par la méme équipe (Benson et al. 2005a) ont réitéré le méme protocole sur
rats males, en utilisant cette fois la BTX-3. Celle-ci a été inhalée a des doses de 37 ou 237 pug.m™
pendant 2 heures quotidiennes, 5 jours/semaine sur une période de 22 jours, soit environ 0,9 et 5,8
pg/kgl/jour. Le poids des rats ayant été exposés a la plus forte dose était inférieur au groupe contréle
aprés une semaine et les deux groupes de rats avaient un poids inférieur au contrdle aprés quatre
semaines (voir Tableau 10). Aucun signe apparent de toxicité n’est observé, ni aucune lésion
histopathologique des organes (museau, cerveau, foie, moelle osseuse). Plusieurs modifications
sont relevées, au niveau cellulaire : augmentation du nombre de macrophages des alvéoles
pulmonaires, de réticulocytes sanguins (pour le groupe avec la plus forte dose de BTX), diminution
de certaines populations de lymphocytes de la rate. Ces données montrent que les BTX affectent le
systéme immunitaire au cours d’une exposition par inhalation.

Parallélement, chez des souris exposées a des inhalations de BTX-3 (400 ug.m™) pendant deux
heures sur une journée ou deux heures et deux heures réparties sur deux jours, aucune toxicité
n’est observée, et aucun signe de déficit auditif n’a été rapporté (Benson et al. 2005b). Un protocole
comparable au précédent a été appliqué sur des souris femelles : exposition par inhalation de deux
heures quotidiennes pendant 2 jours consécutifs a la BTX-3 (312 ug.m™ le jour 1 et 278 ug.m= le
jour 2). Ce niveau d’exposition est supposé largement supérieur aux doses présentes dans les
aérosols naturels. Aprés sacrifice, ces souris présentent des dégénérescences neuronales dans le
cerveau, au niveau du cortex (cortex cingulaire et rétrosplénial). Aucune mort neuronale n’est
observée dans les autres zones du cortex, mais également I'hippocampe, le striatum, le thalamus,
I'hypothalamus, et le cervelet (Yan et al. 2006). Naturellement, dans ces deux études, les durées
d’exposition (2 jours) sont faibles, et probablement non représentatives d’'une exposition humaine,
sur des zones littorales concernées par les efflorescences de Karenia.

Enfin, I'étude de facteurs de comorbidité chez I'animal a été envisagée, pour savoir si certaines
populations humaines — présentant des pathologies affectant les voies respiratoires — pouvaient
montrer une sensibilité particuliére aux BTX dans les aérosols (Benson et al. 2011). Chez des rats
males, des expositions par inhalation de BTX-3 (50 ug.m= pendant 12 jours) ont été réalisées,
conjointement & une instillation intratrachéale du virus de la grippe H3N2 (10* UFP'%/poumon) au

10 UFP/mL : unité formant plaque par mL
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4®me jour. Dans ces conditions, les résultats montrent que les rats exposés a la grippe et a la BTX
avaient — au bout d’'une semaine — une charge virale plus importante que les animaux seulement
exXposés au virus, ce qui suggére une moindre capacité a I'élimination du virus chez les animaux
intoxiqués avec la BTX-3. Cette observation a été corrélée a une augmentation de cytokines pro-
inflammatoires dans ce groupe co-exposé. En conclusion, il apparait que l'intoxication des voies
respiratoires par les BTX pourrait retarder l'immunité anti-infectieuse chez des animaux
immunodéprimés au niveau respiratoire.

Tableau 10 : Toxicité des brévétoxines par inhalation chez les rongeurs

Toxines | Espéce Doses Temps Signes/symptomes | Autres marqueurs Références
Souche/sexe d’exposition
Extraits Rat 50 et 200 ug | 4hljour Dépot de BTX dans Effet Benson et
de K. Sprague- eq BTX/m3 pendant 5 les poumons. Pas de | immunosuppresseur. al., 2004
brevis Dawley jours (1 et4 signe de toxicité ou Pas de signe
(B)TX-2 et | Males semaines) de déficit respiratoire | histopathologique.
-3
BTX-3 Rat 0,37 et237 | 2hljour, 5 Pas de signe de Poids inférieur au Benson et
F344 pg/m3 jours/semaine | foxicité. groupe controle. al., 2005a
Males (soit0,9et | (pendantsou Pas de signe
5,8 ug 22 jours) histopathologique.
BTX/kg/jour
BTX-3 Souris 400 pg/m?3 2h sur un jour, | Pas de signe de Pas de déficit auditif Benson et
CBA/CaJ ou 2h et 4h toxicité. al., 2005b
Femelles sur deux jours
BTX-3 Souris 312 ug/m3le | 2hljour Pas de signe de Mort neuronale Yan et al.,
BALB/c jour 1+278 | pendant2 toxicité. (restreinte au cortex 2006
Femelles Mg/m3 le jour | jours cingulaire et
2 rétrosplénial)
BTX-3 Rat 50 pg/m?3 2hljour Clairance virale plus Benson et
F344 pendant 12 lente chez les animaux | al., 2011
Males jours. 1 simultanément infectés
groupes avec au virus et intoxiqués a
le virus de la la BTX.
grippe au 4eme Pas de différence de
jour. poids du poumon dans
tous les groupes.
Augmentation des
cytokines pro-
inflammatoires.

= Autres modeéles

D’autres modeles vertébrés ont été étudiés, notamment la brebis, a I'aide d’exposition par aérosols.
Compte tenu du fait que 'Homme est exposé au niveau des voies respiratoires, et que les
asthmatiques sont susceptibles de subir des conséquences plus graves, des modéles d’animaux
asthmatiques ont été utilisés. Des brebis, réparties en un groupe normal et allergique (avec asthme)
ont été exposées a des aérosols contenant des cultures de K. brevis, ou de la BTX-2, ou de la BTX-
3 ou de la BTX-2 dépourvue de sa chaine latérale dite « BTX-2-tbom » (Abraham et al. 2005a). Le
protocole a utilisé de doses croissantes pour chaque toxine (20 inspirations de : 0,1; 0,3;1; 3 ou
10 pg/ml de BTX-2, BTX-3 ou BTX-2-tbm, ou 20 inspirations de 0,1 ; 0,3 ou 1 pg eq BTX.mL™). Les
parameétres étudiés ont été la résistance pulmonaire et la clairance mucociliaire (Tableau 11).

page 89/210 Novembre 2021



Anses « Rapport d’expertise collective Saisine n°2020-SA-0020 « Brévétoxines »

Chez les brebis saines et asthmatiques, une bronchoconstriction a été observée pour chaque toxine,
de maniére dose-dépendante. La BTX-3 et les extraits de K. brevis ont induit une diminution de la
clairance mucociliaire. Les deux effets observés consécutivement a cette exposition des voies
respiratoires montrent que les BTX exercent des effets délétéres chez les individus sains, et
affectent de maniére prononcée des individus avec une pathologie respiratoire. Ces effets ont été
confirmés dans une seconde étude de la méme équipe (Abraham et al. 2005b).

Avec le méme protocole, en utilisant uniquement la BTX-3, des brebis saines et asthmatiques ont
été exposées a des aérosols (en 20 inspirations consécutives) de 30 ou 300 pg BTX-3/ml (Zaias et
al. 2011). Elles ont développé une hyperréactivité dose-dépendante des voies aériennes le jour
suivant, plus sévere pour le groupe allergique. Parallélement, les animaux exposés a la plus forte
dose de BTX-3 ont développé une réponse inflammatoire, caractérisée par une augmentation des
macrophages et des neutrophiles pulmonaires, persistante pendant sept jours. L’inflammation
pulmonaire est donc un marqueur de I'exposition des voies respiratoires aux BTX.

Tableau 11 : Toxicité aigué des BTX chez les brebis

Toxine (pureté) | espéce voie dose symptomes références
cultures de K. Brebis saines | aérosol | Pour les cultures de | Augmentation dose-dépendante (Abraham et al.
brevis et K. brevis: 0.1, 0.3, de la résistance pulmonaire (effet | 2005a)
BTX-2 (NI) asthmatiques et 1 pg eq BTX/ml broncho-constricteur)
Pour BTX-2, BTX-3 | + réduction de la clairance
BTX-3 (NI) et BTX-tbm: 0,1; mucociliaire
BTX-tbm =BTX 0,3; 1; 3; 10 pg/ml
sans chaine (x20 inspirations)
latérale 2 (NI)
BTX-3 aérosol | 30 ou 300 pg BTX- | Augmentation dose-dépendante | (Zaias et al. 2011)
3/mL de I'hyperactivité des voies
aériennes notamment pour le
groupe allergique

NI : non indiquée

Chez les tortues (Trachemys scripta et Malaclemys terrapin) exposées par instillation intratrachéale
a la BTX-3, trois fois/semaine pendant deux semaines, les symptdmes sont principalement
neurotoxiques et dose-dépendants (Tableau 12) (Cocilova et al., 2017). Les symptomes
musculaires et neurologiques correspondant a une intoxication aux BTX sont observés:
balancement de la téte, fasciculations, ataxie, nage circulaire, paralysie musculaire, prolapsus
pénien chez les méles (descente d’organe), cedéme et dans certains cas un coma apparent.
L'apparition des symptdomes — 2 a 5 minutes — est beaucoup plus rapide que par voie orale (environ
30 minutes). Ces symptdmes sont observés toutes les heures pendant les huit premiéres heures
suivant chaque exposition, puis quotidiennement. lls s’estompent sur une période de 24 heures. Un
état 1éthargique est le symptdme qui persiste pendant plus de 24-48 heures, ainsi que la diminution
de l'appétit pendant toute la durée de I'expérience. Une inflammation des voies respiratoires (trachée
et poumons) a été observée.

Tableau 12 : Effets de la BTX-3 par voie intratrachéale chez la tortue d’eau douce
Trachemys scripta. Les symptomes ont été observés dans les minutes suivant I'exposition.
(d’aprés Cocilova et al., 2017)

3,12 Aucun. Réaction normale au toucher

4,68 Réaction normale au toucher. Mouvements Iégers dans I'aquarium

7,02 Motricité réduite, Iégéres contractions musculaires, légers mouvements de la téte.

10,53 Contractions musculaires, nage circulaire, vacillement de la téte, paralysie partielle
ou compléte, ataxie.

13,16 Coma, mort
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4.4.4.1 Toxicité chronique

La survenue d’effets retardés ou de séquelles a la suite d’'une exposition aigué a été discutée par le
GT, ainsi que la possibilité d’effets a long terme d’une exposition répétée a des doses faibles (toxicité
chronique). Cependant, le GT n’a identifi¢ aucune étude dans la littérature abordant ces aspects.
Ceux-ci devraient étre considérés compte tenu de la similitude entre les brévétoxines et les
ciguatoxines, des neurotoxines responsables de la ciguatéra dont les effets perdurent pendant des
mois voire des années aprés une exposition aigué.

4.4.4.2 Toxicité sur la reproduction et le développement

Aucune information n’a été identifiée par le GT concernant le potentiel toxique des BTX sur la
reproduction et le développement. Le passage placentaire a été étudié chez la souris avec la BTX-3
radiomarquée par instillation intratrachéale (d’aprés Benson et al. (2006), voir la section 4.4.1
Données de toxico-cinétique), ce qui pourrait suggérer un risque d’exposition du foetus.

Deux études développementales sur le poisson medaka aprés micro-injection de la BTX-1 (0,1 a
8,0 ng/ceuf) et de la BTX-3 au stade ceuf (Kimm-Brinson et Ramsdell 2001; Colman et Ramsdell
2003) ont montré un taux de succés d'éclosion diminué, un effet I1étal sur les larves et des anomalies
développementales (hyperkinésie, courbure de la colonne vertébrale, hernie des méninges
cérébrales, défaut de position de I'ceil). Les réponses cardiovasculaires chez les embryons étaient
une tachycardie persistante aprés exposition a la BTX-3 et une bradycardie tardive aprés exposition
a la BTX-1 (Voir également la section 4.6.3 Toxicité sur les poissons).

4.4.5 Conclusions et recommandations

- Les BTX induisent des symptémes neurologiques et musculaires, quelle que soit la voie
d’exposition (orale, i.v. ou i.p.) chez I'animal. Ces effets sont principalement des fasciculations
musculaires, une rigidité caudale, la perte d’appétit, une incoordination motrice, des
convulsions, des effets végétatifs (salivation, larmoiement, miction et défécation), une
hypothermie précoce suivie d’'une hyperthermie tardive, et une détresse respiratoire par
bronchoconstriction. lls s’accompagnent d’effets sévéeres sur le systéme cariovascualire :
bradycardie, hypotension et hypertension artérielle, et bradypnée.

- Leffet des BTX doit faire I'objet d’'une étude de toxicité orale aigué selon la ligne directrice 424
de 'OCDE pour I'étude de la neurotoxicité (administration unique, période d’observation de 14
jours), chez le rongeur, permettant la description de I'ensemble des symptédmes cliniques
visibles, I'évaluation la plus compléte possible de paramétres biologiques (paramétres
respiratoires et cardiovasculaires, suivi de la température interne, effets gastro-intestinaux) pour
déterminer la relation dose-effet (OCDE 1997a). Une telle étude permettra de définir un effet
critique aigu, et d’identifier une dose sans effet. Cette recommandation s’applique
prioritairement a la BTX-3, et dans un second temps aux autres BTX majoritaires dans les
coquillages.

- Des études de toxicité subaigué/subchronique doivent également étre envisagées pour
identifier une dose sans effet permettant de caractériser le danger pour ’'Homme dans le cadre
d’expositions répétées a des doses infra-cliniques. Elles seront réalisées par administration
orale réitérée, de 28 ou 90 jours chez le rongeur selon les lignes directrices 424, 407 ou 408 de
'OCDE (OCDE 1997a, 2008, 2018a). Cette recommandation s’applique prioritairement a la
BTX-3, et dans un second temps aux autres BTX maijoritaires dans les coquillages. La toxicité
chronique des BTX doit également étre considérée dans des études chez les rongeurs.

- Le caractére toxique des brévétoxines pour le développement et le neuro-développement doit
faire I'objet d’une étude visant a identifier les conséquences d’'une exposition de femelles
gestantes aux brévétoxines par voie orale sur sa descendance (lignes directrices de 'OCDE
414 et 426 (OCDE 2007, 2018b)).

- Des études comparables devraient étre menées par exposition aux BTX par voie respiratoire.
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4.5 Toxicité chez ’'lHomme

L’'Homme peut étre exposé aux bréveétoxines par voie alimentaire, par inhalation et par contact. Les
symptémes associés a une exposition aux BTX ainsi que leur durée dépendent en partie de ces
voies d’exposition. Une revue systématique de la littérature réalisée par (Young et al. 2020) a
répertorié les études s’intéressant aux effets sanitaires chez ’'Homme associés aux efflorescences
de microalgues marines et leurs toxines (publications en anglais, de 1985 a 2019). Les travaux
relatifs aux BTX représentent 7,9 % des publications (30/380 publications): 15 publications
concernent des données eépidémiologiques liés aux expositions par aérosols, 7 publications
rapportant des cas d’intoxication par inhalation ou ingestion de coquillages (6 aux Etats-Unis et 1
cas groupé en Nouvelle-Zélande), 5 études auxiliaires sur l'identification des toxines impliquées et
3 études de surveillance et de données écologiques d’association entre les niveaux de
contamination du milieu et des symtpdmes diarrhéiques.

4.5.1 Exposition par ingestion : « Neurotoxic Shellfish Poisoning »

Le syndrome nommeé « Neurotoxic Shellfish Poisoning » (NSP, intoxication neurologique par fruits
de mer) désigne l'intoxication liée a I'ingestion de coquillages contaminés par des BTX. Les
symptdbmes débutent généralement entre 1 h et 24 h aprés I'exposition, et peuvent persister jusqu’a
3 jours. Le syndrome NSP se caractérise principalement par I'apparition de symptémes digestifs et
neurologiques (Watkins et al. 2008). Plus précisément, les signes digestifs incluent des douleurs
abdominales, nausées, vomissements et diarrhées. Les signes neurologiques comprennent
essentiellement des paresthésies (levres et extrémité des membres), des vertiges, une asthénie,
ainsi qu’une paralysie partielle des membres, des troubles de I'élocution, une perte de coordination
et un coma dans les cas les plus graves. Une inversion de la sensation de température, une
mydriase ainsi que des troubles cardio-vasculaires (bradycardie, hypotension artérielle) ont
également été rapportés. Aucun cas de décés n’a été rapporté a ce jour.

4.5.1.1 Définition d’un cas

Aux USA, les Centres de controle et de prévention des maladies (« Center for Disease Control and
Prevention ») définissent plusieurs niveaux de preuve d’intoxication par NST (Neurotoxic Shellfish
Toxins) :

m Cas confirmé : Tableau clinique évoquant une intoxication NSP et identification de la toxine dans
les aliments ou dans les échantillons biologiques du patient, ou confirmation d’une efflorescence
de Karenia brevis dans la zone géographique.

m Cas probable : Tableau clinique compatible, avec un index élevé de suspicion d’exposition aux
BTX (consommation de coquillages, localisations, périodes...), ou existence d’'un lien
épidémiologique entre le cas et un autre cas confirmé.

m Cas suspect : Cas potentiellement exposé mais pas de lien évident identifié.

Il n'existe pas d’antidote des BTX, le traitement est symptomatique. Les patients présentant des
symptébmes gastro-intestinaux bénins peuvent étre pris en charge a domicile. En revanche, les
patients présentant des symptdmes neurologiques centraux ou cardiologiques doivent faire I'objet
d’une hospitalisation et d’'une surveillance médicale. Dans les cas les plus graves, une intubation /
ventilation peut étre nécessaire plusieurs jours dans un service de soins intensifs ou de réanimation.

En Australie, dans I'Etat de Nouvelle-Galles du Sud (New South Wales), la définition des cas est la
suivante (Victorian Fisheries Authority 2016) :
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m Cas confirmé : Conforme a la définition de cas clinique et détection des toxines NSP dans les
restes de coquillages a un niveau entrainant la consommation d'une dose susceptible de

provoquer des symptdmes (niveau actuel : 0,3 US/kg de poids corporel”).

m Cas probable : Conforme a la définition de cas clinique et dans les 7 jours suivant la collecte des
coquillages consommés par le cas, les biotoxines NSP ont été détectées a ou au-dessus de la
limite réglementaire (actuellement 20 US/100 g de coquillages) dans les coquillages obtenus a
proximité ou sur le méme site (pas de restes).

m Cas suspect (clinical case definition) : Au moins deux des symptoémes neurologiques suivants
survenant dans les 24 heures suivant la consommation de coquillages :

- Neurosensoriel :
o Paresthésie, c'est-a-dire engourdissement ou picotements autour de la bouche, du
visage ou des extrémités
o Alternance de sensations de température comme une sensation de picotement sur
la peau pendant un bain / douche ou une exposition au soleil, ou difficulté a distinguer
le chaud ou le froid des objets
- Neuromoteur / neurocérébelleux :
Faiblesse telle que difficulté a se lever du siége ou du lit
Difficulté a avaler
Difficulté a respirer
Paralysie
Maladresse
Marche instable
Etourdissements / vertiges
Discours trouble / flou
Vision double.

O O O O O O O O

o

4.5.1.2 Données épidémiologiques, principaux symptémes et études clés

Les données de la littérature comportent peu de cas d’intoxications humaines liées a la
consommation de coquillages contaminés par les BTX. Quelques centaines de cas ont été décrits
dans des revues internationales a comité de lecture, dont 48 cas (survenus sur quelques semaines
en Caroline du Nord) proviennent d’une seule publication (Morris et al. 1991). En Nouvelle-Zélande,
180 cas ont été déclarés entre 1992 et 1993 en lien avec la consommation de moules, palourdes et
huitres (MacKenzie et al. 1995; Morohashi et al. 1995; Ishida et al. 1996; Morohashi et al. 1999;
Todd 2002; Ishida et al. 2004a). Entre 1997 et 2010, les cas d’intoxication ont été rares aux Etats
Unis, avec seulement 21 cas de NSP rapportés, dont 20 (le 21°™ restant inconnu) concernent des
intoxications liées a une péche récréative pendant un épisode de marée rouge'2.

Le faible nombre de ces événements peut étre expliqué par la mise en place d’une réglementation
relative a la commercialisation des coquillages via une surveillance de la présence des cellules de
K. brevis le long des cbdtes américaines du Golfe du Mexique, ainsi qu’en Nouvelle-Zélande. Les
NSP restent malgré tout sous-estimées, y compris en Floride ou cette intoxication est pourtant a
déclaration obligatoire. De plus, la communication semble insuffisante concernant la pratique de la
péche a pied récréative. Dans I'étude rétrospective menée par Reich et al. (2015) des cas déclarés
en Floride entre 2004 et 2009, 78% des cas étaient survenus chez des non-résidents (des touristes)
ou des résidents de Floride mais ne vivant pas le long de la céte.

Des cas d'intoxication humaine liés a la consommation de coquillages contaminés par des BTX sont
survenus au Mexique mais ne sont pas décrits dans une publication scientifique en langue anglaise.

" US : unité souris, voir paragraphe 2.3.3.1.
12 hitp://www.floridahealth.gov/diseases-and-conditions/disease-reporting-and-management/ disease-
reporting-and-surveillance/ _documents/gsi-neurotoxic-shellfish.pdf
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Dix-neuf cas de NSP ont été réportés suite a I'ingestion d’huitres ou palourdes de Floride en 1962
et 1963 (McFarren et al. 1965). Dans 14 cas, la quantité de coquillages ingérée et la toxicité des
restes des repas incriminés, quantifiée par le bio-essai souris, étaient renseignées. Ces données
ont pu étre exploitées par le GT pour identifier des doses minimales associées a des symptémes
(voir la section 5. Caractérisation du danger). Les coquillages impliqués avaient un niveau de BTX
estimé a 135, 100 et 65 US/100 g de chair. Les signes présentés par 4 cas sont bien détaillés. Aprés
ingestion de quelques huitres, aucun signe n’a été ressenti spontanément. Cependant, des
paresthésies orales ont été déclenchées par I'ingestion d’'une boisson froide (milk shake) chez une
personne ayant consommeé 2-3 huitres. Ces 4 cas ont ensuite chacun consommé un total de 15-20
huitres cuites et tous ont ressenti 1 a 3 h aprés ingestion des parésthésies orales, distales et/ou
généralisées, ainsi qu’'une sensation d’ébriété et de froid. Certains ont aussi présenté une diarrhée
accompagnée de douleurs rectales, une anomalie de la perception de la température de boisson,
ou encore bradycardie et mydriase. Le 5°™ cas, dont I'exposition aux BTX a été estimée a 48-60
huitres crues, a présenté 3 h aprés ingestion des parésthésies orales et distales, vertiges, nausées,
ataxie, bradycardie et diarrhée. Les autres cas ont présenté des signes décrits comme similaires.
Tous les signes ont disparu en 24 4 48 h.

En 1973 et 1974, un épisode de marée rouge (« red tide » en anglais) en Floride a entrainé trois
séries d’intoxications NSP, pour un total de 11 personnes intoxiquées (Hemmert 1975). Le 1¢
épisode s’est produit en novembre 1973, avec la consommation de palourdes (Spisula solidissma
raveneli) prés de Sarasota (Floride) par 2 enfants de 10 et 12 ans. Peu aprés lingestion des
coquillages, les 2 enfants ont présenté des douleurs abdominales, des paresthésies des membres
et des céphalées. L'état de santé de I'enfant le plus jeune s’est rapidement dégradé (crises
convulsives), évoluant vers un coma et enfin un arrét respiratoire ayant nécessité une prise en
charge réanimatoire incluant une intubation associée a une ventilation mécanique. Au cours du
méme mois, 5 adultes ont consommé des « quahog » (palourde américaine Mercenaria
campechiansis) ramassés dans la méme zone et 3 d’entre eux ont présenté des symptomes
typiques bénins de NSP, ayant entrainé I'hospitalisation pour I'un d’entre eux. Enfin, un 3°™ épisode
d’intoxication collective s’est produit, toujours en Floride, chez 4 adultes. Les symptémes étaient
bénins chez 3 d’entre eux, et modérés mais d’imputabilité douteuse chez le 4°™. Les analyses de
coquillages ont montré une contamination a hauteur de 75 a 118 US/100 g. Les auteurs ont estimé
une « LOAEL aigué » (dose minimale avec effets néfastes) de 0,3-0,4 US/kg p.c.

Dans I'étude publiée par Morris et al. (1991), les symptdémes les plus répandus étaient : paresthésie
(81 %), vertige (61 %), malaise (50 %), douleur abdominale (48 %), nausées (44 %), diarrhées (33
%), faiblesse motrice (31 %) et ataxie (27 %). De fagon surprenante, 17% des patients ont rapporté
une inversion de la perception de température, un symptédme non communément rapporté dans les
autres évenements d’intoxication ayant eu lieu en Floride, et qui sont plus généralement associés a
une intoxication de type ciguatera. Le temps moyen d’appartion des symptébmes était de 3 h
(intervalle de 15 min a 18 h) et l'intensité des symptémes a été associée a la quantité de coquillages
ingérées. Presque tous les patients ont eu plusieurs symptédmes, et la plupart ont eu plus d’'un
symptéme neurologique. Seulement un patient a été admis a I'hépital car présentant des signes
neurologiques graves : tremblement carpopédal bilatéral, myalgies, paresthésies, ataxie, et vertige.
Il N’y a eu aucun cas de détresse respiratoire. La durée moyenne des symptdmes était de 17 h
(intervalle 1-72 h). Cette série de cas représente la meilleure description clinique et épidémiologique
d’une intoxication par les BTX rapportée dans la littérature. Au cours de cet épisode, les huitres
impliquées avaient un niveau de toxine de 35 et 60 US par 100 g de tissus. Deux personnes sur 15
ayant consommé moins de 12 huitres ont présenté des symptomes (taux d’attaque de 13% dans ce
groupe de consommateurs). Pour une consommation de 12 huitres et plus, le taux d’attaque était
de 65 % (45/69 personnes). En utilisant 12 huitres dans le calcul (seuil entrainant des symptomes
chez une faible proportion de personnes), et en supposant un poids de 10 g par huitre, Gessner
(2000) propose une estimation de la dose toxique entrainant des symptomes bénins se situant entre
a 42 et 72 US/personne. Cette valeur est souvent reprise dans les travaux de revue mais elle est
trés incertaine (voir la section 5. Caractérisation du danger).
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Bien que l'efflorescence en Caroline du Nord ait été importante en termes de nombre de cas
d’intoxication, il y a eu peu d’hospitalisations et, dans I'ensemble, peu de symptémes graves. En
revanche, il a été documenté ces derniéres années en Floride des cas cliniques trés séveres de
NSP. En 2005, quatre personnes ont été admises dans des hdpitaux et ont regu un diagnostic de
NSP aprés un repas d’huitres récoltées dans une zone qui a ensuite été fermée en raison du nombre
élevé de cellules de K. brevis. Deux des cas étaient des enfants (6 et 9 ans), dont le plus jeune a
présenté des épisodes de convulsions. Son état clinique a nécessité une intubation associée a une
ventilation mécanique dans une unité de soins intensifs. Les autres symptdmes rapportés étaient
des spasmes et des crampes musculaires involontaires (I'ensemble des cas), des crampes
abdominales, et une paresthésie au niveau du visage et des extrémités des membres (rapportée
pour 3 des 4 cas), et des vomissements et des céphalées (pour 2 des 4 cas). Le délai d’incubation
a été rapide, et les enfants ont été plus gravement touchés que les adultes (Terzagian 2006; Watkins
et al., 2008).

Un autre événement grave s’est produit lorsqu’'une famille de trois personnes a été intoxiquée en
juin 1996 apres la consommation de gastéropodes et mollusques (bulots et palourdes) récoltés dans
la baie de Sarasota (Floride) (Poli et al. 2000). C’était la premiére intoxication documentée associée
a la consommation de bulots. Un des parents a éprouvé des paresthésies au niveau du visage et
des extrémités des membres, ainsi que des vomissements. Les deux jeunes enfants (agés de 2 et
3 ans) ont été hospitalisés avec des signes et des symptdomes neurologiques graves (convulsions,
perte de conscience), une dyspnée et une tachycardie. Des vomissements et des douleurs
abdominales étaient également présents. Les deux enfants ont été placés dans l'unité de soins
intensifs ; le rétablissement s’est produit en quelques jours, mais aucun suivi a long terme n’a été
effectué. Les BTX ont été identifiées dans l'urine des enfants par méthode RIA (42 [£2] ng/ml BTX,
et 117 [+ 30] ng/ml pour le deuxiéme enfant). Des BTX ont également été détectées par RIA dans
des extraits de mollusques et gastéropodes ingérés (Poli et al. 2000; Terzagian 2006). Le pére a
déclaré avoir mangé plusieurs bulots, et les enfants ont ingéré des quantités inconnues mais
probablement plus faibles.

Toujours en Floride, 4 personnes (2 adultes de 31 et 34 ans, 2 enfants de 6 et 9 ans) ont été
intoxiquées aprés avoir consommeé des palourdes qu’ils avaient récoltées. Tous ont été hospitalisés
mais les symptémes ne sont pas décrits (Reich et al. 2015).

Plus récemment dans le sud-ouest de la Floride, en 2006 au cours d’'une efflorescence prolongée
de K. brevis, 20 cas ont été signalés aux autorités sanitaires de la Floride. Les cas de NSP sont
apparus de mars a décembre 2006 de fagon sporadique, la majorité ayant été enregistrée en juillet
2006 liés a la consommation de palourdes récoltées en péche a pied récréative sauf un cas lié a la
consommation de conches (un gastéropode) (Terzagian 2006; Watkins et al. 2008; Reich et al.
2015). Les symptdmes de cet épisode de 2006 en Floride semblaient étre de gravité supérieure a
celle rapportée lors de I'épisode de 1997 en Caroline du Nord. Les données du registre des maladies
de la Floride, du Florida Poison Information System et des questionnaires par téléphone ont été
utilisées pour obtenir des données cliniques et démographiques pour les cas. Tous les cas de la
Floride ont rapporté de multiples symptébmes (entre 5 et 17), y compris des symptdmes
neurologiques. Les symptomes les plus courants (n=20) signalés étaient des paresthésies dans les
lévres et la bouche (90 %), des paresthésies dans les extrémités (90 %), des nausées (80 %), une
faiblesse musculaire (80 %), des vomissements (65 %), une ataxie (65 %), des troubles de
I'élocution (55 %), des étourdissements (50 %), et des difficultés respiratoires (35 %). La diarrhée,
la fatigue, la douleur, les contractions musculaires, les maux de téte, les crampes, la paralysie
partielle et les effets neurologiques graves ont été signalés dans une moindre mesure (dans 20 a
30% des cas). Des douleurs thoraciques, un flou visuel, une hypersudation, une détresse
respiratoire, une tachycardie et une hyperthermie ont rarement été signalés (dans 10 % ou moins
des cas). 17 des 20 personnes ont nécessité une prise en charge médicale dans les services
d’urgence locaux, dont 7 (41 %) ont été admis a I'hépital. Une personne avec des comorbidités a
été placée sous assistance ventilatoire pendant 3 jours. Une autre personne a été placée dans l'unité
de soins intensifs pendant une courte période avec des symptémes neurologiques graves. En plus
des symptdmes les plus courants mentionnés ci-dessus, certaines personnes ont signalé des
spasmes, des fasciculations musculaires et des signes psychotiques (non précisés, n = 6). Un seul

page 95/210 Novembre 2021



Anses « Rapport d’expertise collective Saisine n°2020-SA-0020 « Brévétoxines »

cas dans cette série de la Floride a rapporté une inversion de la perception de température. Les
différences dans les symptoémes rapportés entre la Floride et les épisodes de Caroline du Nord
peuvent étre dues, en partie, aux variations dans les méthodes utilisées pour documenter les
symptoémes et au décalage de temps entre la maladie et la visite médicale pour certains des cas
rapportés tardivement en Floride. Les variations dans la composition du mélange de BTX entre ces
deux événements d’efflorescence peuvent également étre responsables des différences de
symptdmes, bien que cette théorie ne puisse pas étre testée rétrospectivement.

Des restes de repas (palourdes) étaient disponibles pour des tests a partir de quelques-uns de ces
cas de 2006 en Floride. Le total des BTX était de 42,9 mg/kg et de 24 mg/kg (ELISA) dans un
groupe, bien au-dessus du niveau réglementaire de 800 pg/kg. L'analyse des palourdes récoltées
dans la méme zone que les palourdes impliquées a montré qu’elles étaient également contaminées
(23,6 mg/kg par ELISA).

Zhang et al. (2015) ont rapporté que les concentrations de BTX (inférieures aux valeurs limites de
800 ug’/kg) dans la région de Ningbo en Chine étaient corrélées de fagon significative au nombre de
cas de diarrhées d’origine alimentaire(Zhang et al. 2015).

Enfin, en mars 2017, 2 personnes ont été admises aux urgences en Floride suite a la consommation
de gastéropodes (« horse conch » Triplofusus giganteus) prélevés dans une zone impactée par une
efflorescence prolongée de K. brevis de septembre 2016 a février 2017 (Abraham et al. 2021). En
mars 2017, K. brevis n'était pas présente ou était présente a de faibles niveaux (<10 000 cellules/L),
mais la zone était restée fermée pour la récolte de bivalves. Les gastéropodes ont été consommés
cuits (bouillis dans I'eau 45 minutes). Les symptdomes sont apparus entre 4 et 6 h apres ingestion et
ont perduré entre 24 et 34 h. Les patients ont présenté une faiblesse généralisée, une fatigue
inhabituelle, un engourdissement corporel, des étourdissements, une inversion de la perception de
température chaud/froid, des paresthésies, des nausées, des vertiges et une ataxie. Il n’y avait pas
de reste de repas pour pouvoir analyser la concentration en BTX. Des échantillons de bivalves et
de gastéropodes ont été prélevés sur le méme site une semaine aprés les cas de NSP. Les
concentrations mesurées par ELISA allait de 1,1 a 198 mg eq. BTX-3/kg de tissu (chair ou visceres).
Par LC-MS, les métabolites BTX-B1, BTX-B2, S-désoxyBTX-B2, BTX-B5, BTX-2 et BTX-3 ont été
recherchés et les concentrations mesurées étaient beaucoup faibles (maximum a 58 mg/kg pour la
somme des métabolites) Les urines des patients ont été analysées et la présence de BTX a été
confirmée par ELISA et LC-MS.

Plus de 10 symptdmes, principalement gastro-intestinaux, neurologiques et cardiovasculaires,
peuvent étre associés a une intoxication alimentaire par les BTX (tableau 13). La plupart des
symptomes observés chez I'Homme sont les conséquences des effets délétéres des BTX sur le
systéme nerveux central et périphérique.
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Tableau 13 : Synthése des symptomes associés a une intoxication alimentaire par les BTX

Symptémes Floride 1962 | Floride 1973- | Caroline du Nord | Floride 1996 Floride 2006
n=5 74,n=11 1987, n =48 n=3 n=20
McFarren etal. | Hemmert 1975 | Morris et al. 1991 | Poli et al. 2000 |Watkins ef al. 2008
1965
Douleurs abdominales 45 % 48 % X
Douleurs (non précisées) 20-30 %
Nausées 20 % 44 % X 80 %
Diarrhées 60 % 33 % 20-30 %
Vomissements 10 % X 65 %
Paresthésie' 100 % 55 % 81 % X 90 %
Dysesthésie? 40 % 17 % 5%
Sensation de froid 40 %
Sensation ébrieuse 40 %
Irritation rectale 20 %
Myalgies® 13 %
Vertiges 80 % 36 % 60 % 50 %
Ataxie4 40 % 27 % 65 %
Tremblements 6 %
Faiblesse musculaire 80 %
Fasciculations musculaires 9 % 20-30 %
Crampes musculaires 20-30 %
Asthénie 31 % X 20-30%
Malaise 50 %
Frissons 21 %
Céphalées 9 % 15 % 20-30%
Mydriase® 80 %
Vision trouble <10%
Bradycardie 40 %
Troubles de I'élocution 55%
Paralysies partielles 9% 20-30 %
Géne respiratoire 35 %
Douleurs thoraciques <10 %
Hypersudation <10 %
Fiévre <10 %
Dyspnée 9% X <10 %
Tachycardie X <10 %
Perte de connaissance X
Convulsions 9 % X
Epilepsie X
Neurologique sévere 9 % (coma) 5%

Floride 1996 (Poli et al. 2000) apparence des symptdmes non numérisée car 2 patients sont des enfants de 2 et 3 ans. Rouge :
symptdémes sévéres ; Vert : symptdmes dés les cas légers.

1 Paresthésie péri-orale et aux extrémités, parfois gorge, visage et tout le corps : fourmillement, brulures, engourdissements, picotements
2Dysesthésie : inversion de la perception de température

3 Myalgie : douleur musculaire

4 Ataxie : troubles de la coordination

5Mydriase : dilatation des pupilles
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Dans certains cas en Floride des symptdmes cardiovasculaires et neurologiques additionnels sont
observés : hypotension, troubles de I'élocution, paralysies partielles, stress respiratoire (McFarren
et al. 1965; Watkins et al. 2008). Les délais tendent aussi a étre moins longs et moins souvent
associés a des vertiges et de la nausée. Les symptdomes de malaise, frissons et fatigue musculaire
ne sont au contraire pas observés en Floride. Ces différences peuvent résulter de différences
quantitatives et qualitatives (potentiellement la présence de toxines a action plus lente (Morris et al.
1991) des toxines consommeées mais aussi d’'une observation plus rigoureuse des cas de sévérité
moyenne (Gessner 2000) ou de méthodologies différentes de documentation de symptomes et le
temps passé entre le début des symptdmes et les interviews (Morris et al. 1991).

Les symptémes les plus fréquents sont des paresthésies des extrémités des membres et péri-orales,
observées dans les cas les plus bénins : picotements ressentis aprés la consommation de seulement
2-3 huitres (McFarren et al. 1965). Dans des cas sévéres (observés chez de jeunes enfants), ont
été décrits une perte de connaissance, des convulsions, de la tachycardie, de la tachypnée. Une
assistance respiratoire a été mise en place et les enfants ont été gardés sous surveillance médicale
pendant 2 a 3 jours (Poli et al. 2000).

4.5.1.3 Toxicité chronique, toxicité sur la reproduction et le développement

Le GT n’a identifié aucune étude dans la littérature abordant les aspects liés a une exposition
chronique aux BTX ou a des effets retardés ou a long terme (séquelles) suite a une exposition aigué.

Les informations sont également manquantes concernant le potentiel toxique des BTX sur la
reproduction et le développement.

4.5.1.4 Données de toxico-cinétique chez ’lHomme

Trés peu de données toxico-cinétiques sont disponibles chez 'lHomme. Les seules informations sont
issues de dosage urinaire des brévéetoxines dans les heures qui ont suivi I'ingestion de coquillages
contaminés par les brévétoxines mais sont absents dans les échantillons 3-4 jours aprés l'ingestion
(Poli et al. 2000; Terzagian 2006). Cette mesure peut étre utilisée pour confirmer un cas
d’intoxication, a condition d’étre réalisée rapidement aprés ingestion. Abraham et al. (2008) et
Abraham et al. (2021) ont rapporté la présence dans les urines de cas NSP de BTX-3, BTX-B5, 27-
époxy-BTX3 et méthylsulfoxy-BTX-3. Par ELISA, les concentrations mesurées allaient de 4 a 180 ng
eq. BTX-3/mL.

4.5.2 Exposition par inhalation

L’exposition aux aérosols ne se limitent pas aux zones d’eau de mer contaminées par les
efflorescences. Les aérosols peuvent étre transportés sur une longue distance (4-5 km). Cependant,
plus I'aérosol est éloigné de I'efflorescence plus la concentration en brévétoxines dans ce dernier
est faible. La BTX-3 semble étre la toxine responsable des irritations respiratoires (Baden et al.1982
a et b cités dans Kirkpatrick et al. 2004).

Les effets des embruns chargés en BTX sont fréequemment rapportés en Amérique du Nord, sur la
céte orientale, Floride et Golfe du Mexique. Plusieurs études décrivent les symptémes observés :
éternuements, rhinorrhée et irritation de la gorge (Milian et al. 2007 ; Fleming et al. 2005a, 2007b,
2009 ; Cheng et al. 2004, 2005a, 2005b; Pierce et al. 2003, 2005, 2008). Les symptoémes
apparaissent quelques minutes a quelques heures (< 24 h) aprés l'exposition. Cette localisation
anatomique des symptémes suggére un dépdt de BTX dans les voies aériennes supérieures. lls se
déplacent des parties supérieures vers les parties inférieures de I'arbre respiratoire et s’accentuent
en fonction de 'augmentation de la concentration en brévétoxines dans l'air (Backer et al. 2003).
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De faibles concentrations atmosphériques en brévétoxines, de I'ordre de 3 a 4 ng.m? suffisent a
déclencher des effets sur les voies aériennes supérieures ou oculaires (Backer et al. 2003 ; Cheng
et al. 2005 a et b).

Les différents travaux de recherche menés sur les plages de Floride ont permis de caractériser les
particules des aérosols formés durant les efflorescences de K. brevis. Ces derniéres ont en général
une taille de l'ordre de 8 a 9 um, taille suffisante pour que le dép6t des brévétoxines dans les voies
aériennes supérieures soient possibles (Cheng et al. 2005 a et b). Les études montrent que 10 a
20% des particules contenant des brévétoxines peuvent pénétrer les poumons humains (Cheng et
al. 2004, 2005a, 2005b; Pierce et al. 2003; 2005; 2008). Cependant seulement 2 a 6% de ces
particules sont suffisamment petites (< 5 um) pour atteindre les voies respiratoires inférieures ce qui
expliquerait le fait que les symptdomes associés a la présence d’efflorescence de K. brevis ne
touchent que les voies respiratoires supérieures (Cheng et al. 2005).

Les aérosols contaminés par des brévétoxines peuvent également se déposer sur le visage et la
peau et causer des irritations cutanées et oculaires (Kirkpatrick et al. 2004). Cependant, les auteurs
ne précisent pas si les irritations proviennent des brévétoxines ou des sels marins. L’exposition par
contact cutané est une voie d’exposition trés peu étudiée jusqu’a présent.

Une étude expérimentale chez 'Homme rend compte des effets des brévétoxines sur la santé
humaine (Fleming et al. 2009) : des sujets asthmatiques (87 au total) ont été exposés passivement
pendant une heure a des aérosols en marge d’une efflorescence de K. brevis en Floride (Etats-
Unis). Pour ce faire, ces malades volontaires sont allés sur une plage de Sarasota au moment d’une
marée rouge (aérosols > 57 ng BTX.m3). Au bout d’'une heure, ces personnes présentaient une
augmentation statistiquement significative de la fréquence et de lintensité des symptdmes
respiratoires autodéclarés (comparaison avant/pendant I'exposition aux embruns). Cette étude,
confirme la toxicité des BTX en aérosol, notamment sur des personnes présentant un facteur de
risque comme I'asthme.

D’autres populations présenteraient également une sensibilité a I'exposition aux brévétoxines via
les embruns. En effet, les personnes travaillant a I'extérieur, a proximité des efflorescences, comme
les maitres-nageurs, peuvent représenter une population a risque. Backer et al. (2005) ont montré
une augmentation des symptomes des voies respiratoires supérieures (irritation des yeux, toux,
congestion nasale) et des maux de téte chez les maitres-nageurs en poste sur les plages de Floride
en 2001, alors que la concentration en brévétoxines dans l'air était comprise entre 3,7 et 36,7 ng.m"
3 et comprise dans I'eau entre 3,3 et 14 ug. L' (densité cellulaire comprise entre 96 000 et 764 000
cell.L"" de K. brevis dans I'eau). Les auteurs proposent que les professionnels qui ne peuvent pas
quitter leur poste de travail durant la durée d’une efflorescence portent un masque de protection.

De méme, les femmes enceintes pourraient constituer une population sensible qui devrait éviter la
fréquentation des plages lors d’épisodes d’efflorescences de K. brevis au regard des résultats de
Benson et al. (2006) qui a montré expérimentalement le transfert de brévétoxines vers le placenta
de souris en gestation lors de I'exposition par aérosols.

Une facon d'évaluer I'impact global sur la santé publique d'une exposition environnementale consiste
a examiner les contacts avec les systéemes de santé locaux. Kirkpatrick et al. (2006) ont quantifié le
nombre d’admissions aux urgences pendant une période de marée rouge en Floride et les ont
comparées aux nombres d’admissions pendant une période sans marée rouge. Les auteurs ont
constaté une augmentation du nombre d’admissions aux urgences pour des effets sur la santé
respiratoire (notamment, asthme, bronchite et pneumonie) pendant les marées rouges en Floride,
en particulier chez les résidents cétiers. Une autre étude a comparé les appels au Poison Information
Center avec et sans exposition a une marée rouge en Floride. Les résultats suggérent que les
appelants ont présenté des symptdmes respiratoires prolongés et une utilisation accrue de
médicaments et de visites chez le médecin, parmi ceux qui ont été exposés aux aérosols de la
marée rouge (Quirino et al. 2004).
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Ces données suggerent que chez les asthmatiques (et peut-étre chez d'autres personnes souffrant
d'une maladie respiratoire sous-jacente), I'exposition aéroportée aux toxines de la marée rouge de
Floride entraine une maladie aigué, subaigué et peut-étre chronique (Kirkpatrick et al. 2006 ; 2009b
2011 ; Zaias et al. 2010). Cependant, I'évaluation initiale des données longitudinales de la cohorte
de résidents asthmatiques exposés de facon récurrente aux proliférations de K. brevis n'a identifié
aucun sous-groupe particulier d'asthmatiques a risque accru, et il ne semble pas y avoir d'effet
longitudinal sur la santé au cours des années d'exposition intermittente. Des séries d’expositions
intermittentes aux toxines de la marée rouge de Floride en aérosols pendant plusieurs années ne
semblent donc pas causer d’exacerbations des problémes respiratoires chez les asthmatiques.
Cependant, d’autres études doivent étre menées pour confirmer ces résultats (Bean et al. 2011).

Les premiers cas d’irritations respiratoires liés a la présence d’efflorescences de K. brevis ont été
décrits en 1917 (Patel et al. 2020), cependant peu de cas humains ont été décrits (Music et al. 1973 ;
Asai et al. 1982 ; Baden et al. 1983 ; Steidinger et Baden 1984 ; Bossart et al. 1998 tous cités dans
Backer et al. 2003). Les données épidémiologiques disponibles sont principalement issues d’études
observationnelles menées en Floride. Elles ne permettent qu’une description et une analyse trés
limitée des troubles respiratoires liés au brévétoxines, méme dans la population des zones les plus
touchées.

Les informations sur la prévalence se réduisent a deux enquétes menées en Floride. Une premiére
menée sur 1100 participants pendant un épisode prolongé de marée rouge (étendu sur 6 mois de
décembre 1995 a mai 1996), révele que la plupart des répondants (416) ont signalé des symptomes.
Une fréquence similaire a été observée en 2005 (Backer et al. 2005) sur une cohorte de 28 maitres-
nageurs exposeés professionnellement aux efflorescences de Karenia. Dans une autre étude menée
sur 129 individus fréquentant des plages durant deux épisodes distincts de marée rouge en 1999,
une réponse inflammatoire (sans qu’il y ait d’effet sur le fonctionnement pulmonaire) a été détectée
chez 33% des participants (Backer et al. 2003). La distribution des troubles respiratoires dus aux
brévétoxines est donc trés peu décrite. Plus d'information est disponible sur les déterminants
personnels, socio-culturels et environnementaux de ces troubles.

L’asthme, et peut-étre d’autres maladies respiratoires sous-jacentes telles que des affections
chroniques pulmonaires, ont été identifiés comme facteurs de risque (Fleming et al. 2009, Milian et
al. 2007), cependant aucun lien n’a été trouvé avec les bronchites, pneumonies et autre symptdmes
neurologiques (Hopkins et al. 1997). La répétition des expositions semble étre un facteur
déterminant dans la maladie. En effet, une différence significative est mesurée dans les effets sur la
santé dus a I'exposition aux brévétoxines entre les résidents (depuis au moins 6 mois) asthmatiques
vivant a proximité des plages (<1,6 km dans la zone de Sarasota) par rapport a ceux habitant au-
dela de cette limite (Fleming et al. 2009) lorsque les concentrations de brévétoxines mesurées
étaient supérieures a la médiane de 57 ng.m™ (Fleming et al. 2009), mais pas lorsqu’elles étaient
inférieures. Dans cette méme étude, les réponses aux expositions aux brévétoxines par aérosol (au
moins 1 h a la plage pendant une journée d’étude avec des cellules > 5000 cell.L"" et des
brévétoxines détectables dans lair) n’étaient pas significativement différentes selon que le
participant était ou non sous traitement pour I'asthme, et aucune corrélation n’a été établie entre la
réponse mesuréee et 'age ou le sexe des participants. En revanche, une autre étude a montré une
corrélation significative dans la réponse aux expositions (description des symptébmes par les
participants, et spirométrie avant et aprés leur passage a la plage) lorsque les participants avaient
pris un traitement pour 'asthme dans les 12 h avant d’aller a la plage (Fleming et al. 2007). Cette
différence était observée uniquement lorsque les concentrations dépassaient les valeurs médianes.

Parmi les déterminants socio-culturels, la pratique d’activité physique intense lors d’une
efflorescence a été associée a des bronchospasmes persistant 3 a 4 jours (Hoagland et al. 2009).
Par contre, dans une étude épidémiologique menée chez des travailleurs sains (non asthmatiques),
en 'occurrence des sauveteurs en mer, lors d’'un épisode de marée rouge en Floride (Backer et al.
2005), la pratique d’'un exercice léger en extérieur n'’a pas eu d’effet sur le fonctionnement
pulmonaire (mesuré via FEV1 et débit expiratoire de pointe (PEF)) alors que tous les participants

page 100 /210 Novembre 2021



Anses « Rapport d’expertise collective Saisine n°2020-SA-0020 « Brévétoxines »

avaient auto-déclaré des symptédmes des voies respiratoires supérieures, y compris toux, irritation
de la gorge et congestion nasale.

Si le lieu de résidence (a proximité des cotes ou éloigné a plus de 1,6 km), ne semble pas avoir
d’influence sur la réponse a une exposition donnée (Fleming et al. 2009) sur une cohorte de
personnes asthmatiques venant d’étre exposées a des embrunscontaminés par K. brevis et par
BTX, la contamination de I'air ambient est dépendante de la distance par rapport a la masse d’eau
contaminée ; les aérosols peuvent étre transportés jusqu’a 4,2 km de la plage, et perdent en charge
toxinique avec I'éloignement (Kirkpatrick et al. 2009).

Parmi les facteurs environnementaux, le vent, les concentrations en toxines dans la masse
d’eau et I'air ainsi que la taille des particules sont des facteurs déterminants de I'apparition et de
la sévérite des signes d'irritations respiratoires associées a I'exposition aux aérosols de
brévétoxines. Les vents du large (onshore) transportent les aérosols jusqu’aux plages, et cela
d’autant plus que les vents sont forts. Les vents soufflant entre 10 et 20 km.h™' semblent favoriser
'exposition aux brévétoxines (Backer et al. 2005) et I'apparition des symptédmes des voies
respiratoires basses (oppression thoracique, respiration sifflante, essoufflement). Lorsque les
expositions sont plus modérées, ce sont les irritations des voies respiratoires supérieures (par
exemple, irritation des yeux, congestion nasale, irritation de la gorge et toux) qui dominent (toujours
dans un groupe de sujets sains). Ces observations vont dans le sens de ce qui avait été observé en
1999 chez une cohorte de 129 individus (dont 38% avec des allergies et 5,4% asthmatiques)
fréquentant deux plages de Floride durant deux épisodes distincts d’efflorescences de K. brevis. Le
vent de terre (offshore) soufflant modérément durant le premier épisode a limité les impacts des
aérosols sur la plage, et les symptdmes des voies respiratoires hautes dominaient. Durant le
deuxiéme épisode, les vents plus forts ont conduit a une exposition accrue aux brévétoxines
aérosolisées et a une prépondérance d’une irritation des voies respiratoires basses.

Une étude menée a Corpus Christi au Texas en octobre 2000 a mis en évidence des irritations
respiratoires chez des individus exposés a des concentrations en brévétoxines dans I'air comprises
entre 2 a 7 ng.m>, la taille des particules étant comprises entre 7 et 9 um. La taille de ces particules
leur permet d’étre déposées dans I'arbre respiratoire supérieure (région nasale, orale et pharyngée)
et étre a I'origine des irritations observées (Cheng et al. 2005 a et b).

4.5.2.1 Impact économique

Des travaux ont été menés afin de quantifier les impacts économiques des efflorescences de micro-
algues nuisibles (HAB-Harmful algal bloom) en général aux Etats-Unis. Les travaux de Hoagland et
Anderson (2002) ont notamment estimé ces conséquences en termes de santé publique, mais aussi
sur la péche commerciale, les loisirs et le tourisme, et sur la surveillance et la gestion (Anderson et
al. 2000 ; Hoagland et al. 2002). Depuis, dans le cadre d'une étude sur le colt de la maladie, un
modéle a été proposé pour explorer la relation entre les proliférations de K. brevis et les visites pour
motif de maladies respiratoires aux urgences dans les hdpitaux de la région (Hoagland et al. 2009).
Le modéle comprenait des données sur les visites aux urgences pour plaintes respiratoires, les
densités cellulaires de K. brevis ainsi que les mesures du pollen, des polluants, des maladies
communautaires (grippe) et des changements intra-annuels de population. Le nombre de cellules
de K. brevis décalé d'une semaine depuis la mesure (ainsi que les basses températures de l'air, les
épidémies de grippe, les taux élevés de pollen et les visites de touristes) apparaissent dans I'étude
comme étant prédicteur du nombre de diagnostics d’atteintes respiratoires spécifiques aux
urgences. Les auteurs ont estimé que les colts pour les maladies respiratoires des salles d'urgence
associées aux proliférations de K. brevis dans le comté de Sarasota (FL) variaient de 0,5 a 4 millions
de dollars, selon la gravité de la prolifération. Il est a noter que cette étude n'a pas pris en compte
le colt total des interactions avec d'autres composantes du systéme de soins médicaux (comme les
visites a la pharmacie, les consultations des médecins ou spécialistes).

Nierenberg et al. (2010a) ont également évalué les données de présence (temps de travail) des
sauveteurs pendant une marée rouge en Floride. L'absentéisme entraine une augmentation
significative des colts directs et indirects pour les entreprises; I'absentéisme des sauveteurs
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pendant une marée rouge en Floride a augmenté considérablement avec des colts estimés a
3000 $ / efflorescence. Les colts capitalisés de I'absentéisme des sauveteurs ont été estimés a
100 000 $ sur les seules plages du comté de Sarasota (Floride). Les co(ts n'ont pas pu étre estimés
pour le présentéisme, c'est-a-dire le colt des personnes qui viennent travailler lorsqu'elles sont
malades. Cependant, les sauveteurs ont déclaré non seulement qu'ils avaient eu des problémes de
santé en raison de l'exposition a une marée rouge en Floride, mais aussi qu'ils pensaient que leur
attention et leur capacité a prendre des mesures préventives diminuaient lorsqu'ils travaillaient
pendant une efflorescence. Les auteurs ont noté que ce phénomeéne pourrait affecter la sécurité des
plages en entravant la capacité des sauveteurs a identifier et a répondre aux situations d'urgence

4.5.3 Exposition par ingestion d’eau ou contact cutané lors de la baignade

Lorsqu’un individu se baigne ou pratique une activié de sports nautique a proximité d’une
efflorescence de K. brevis, il peut de fagon volontaire ou non, ingérer de I'eau contenant des
brévétoxines. L’ingestion d’eau involontaire lors d’'une chute dépend du niveau du pratiquant. S'il
nage sans combinaison, le contact cutané peut également étre une voie d’exposition (Kusek et al.
1999; Ramsdell 2008). A ce jour, les effets consécutifs & cette derniére exposition sont peu étudiés..
Les personnes en contact direct avec de I'eau contaminée par des brévétoxines peuvent présenter
des irritations oculaires et cutanées (démangeaisons, rougeurs) (Cummins et al. 1971 ; Burke et al.
2002 ; FAO 2004).

En effet, 'étude de Cummins et al. (1971) signale que les auteurs eux-mémes ont été sujets a des
dermatites et des irritations oculaires a la suite des prélévements gu’ils ont effectués dans I'eau au
large. Les densités cellulaire en K. brevis étaient de 1 500 a 2 400 cell.mL™" dans l'eau et de
300 cell.mL" dans la zone de déferlement des vagues.

Si les symptdmes disparaissent dés que les individus s’éloignent de la masse d’eau contaminée,
une exposition prolongée peut provoquer des symptémes qui persistent pendant quelques heures
a quelques jours aprés I'exposition.

La revue bibliographique n’a pas permis d’identifier d’étude décrivant des cas de d’intoxication liés
a I'exposition par ingestion d’eau ou par contact cutané suite a la pratique d’'une activité de loisirs
nautiques. Seules des recommandations mentionnant linterdiction de nager a proximité d’'une
efflorescence de K. brevis ou de poissons morts ont été recensées. Cependant, dans son rapport
de 2004, la FAO indique que des irritations oculaires et respiratoires peuvent apparaitre lors de la
pratique des activités de baignade a proximité des efflorescences de K. brevis. (FAO 2004).
Quelques études reportent des irritations cutanées et oculaires apparues chez des personnes ayant
réalisés des prélevements d’eau (Cummins 1971 ; Hemmert 1975).

4.6 Ecotoxicité

En plus des effets sur la santé humaine, les proliférations de K. brevis et d'autres espéces du genre
Karenia ont causé des mortalités massives récurrentes d'invertébrés, de poissons, d'ociseaux marins,
de tortues et de mammiféres marins et terrestres (Gunter et al. 1948; Forrester et al. 1977;
Landsberg 2002; Landsberg et al. 2009).

Les effets des BTX sur des organismes marins ou littoraux ont été montrés par des études aprés
exposition expérimentale ou environnementale. Les BTX induisent des épisodes de fortes mortalités
lors d’efflorescentes importantes de plusieurs millions de celules par litre (> 0,5-10 x 108 cellules/L)
(Cohen et al. 2007).

4.6.1 Transferts des BTX dans les réseaux trophiques marins

Les transferts des BTX dans les réseaux trophiques marins sont illustrés par la Figure 38. Plusieurs
voies d’exposition ont été identifiées :

- Exposition directe via I'ingestion de cellules microalgales et/ou la filtration d’eau contenant des
BTX. Lors d’efflorescences de Karenia, les cellules sont facilement lysées du fait de leur fragilité,
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libérant des BTX qui se solubilisent dans la colonne d’eau de mer. Cette voie d’exposition par
les cellules et/ou les BTX concerne les invertébrés filtreurs (zooplancton filtreur : tuniciers,
copépodes ; coquillages) (Tester et al. 2000; Echevarria et al. 2012) et les poissons (Flewelling
et al. 2005; Woofter et al. 2005).

Ingestion via la chaine alimentaire : les BTX sont accumulées par les herbiers marins et
fortement par les épiphytes associés (dont des ascidies, tuniciers filtreurs) dont I'ingestion est
une source d’exposition aux BTX démontrée pour les lamantins (Flewelling et al. 2005) (O'Shea
et al. 1991) et supposée pour les tortues (Capper et al. 2013). Par des transferts dans la chaine
alimentaire marine, I'exposition par ingestion concerne un grand nombre d’organismes.

Inhalation : les BTX libérées aprés la lyse des cellules algales lors d’efflorescences de Karenia
pouvant étre aérosolisées, les animaux peuvent aussi étre exposés par inhalation.

Voie inhalée ---->
Ingestion ——>
Supposée ——>

Figure 38 : Transferts des brévetoxines dans les réseaux trophiques marins (en rouge : épisodes
de mortalités massives observés)

Des voies d’exposition multiples ont été démontrées ou supposées pour :

Les poissons : exposition directe (via I'ingestion de cellules de Karenia et/ou la filtration d’eau
contenant des BTX) et par ingestion de coquillages (Naar et al. 2007) et de copépodes (Tester
et al. 2000; Cohen et al. 2007).

Les lamantins (mammiferes herbivores) : exposition par ingestion d’herbiers et d’épiphytes
(ascidies) (O'Shea et al. 1991; Bossart et al. 1998; Flewelling et al. 2005) et par inhalation
(Bossart et al. 1998).

Les dauphins : par ingestion de poissons (Geraci 1989; Flewelling et al. 2005; Fire et al. 2008a)
et probablement par inhalation (Fire et al. 2020b).

Les oiseaux marins : par inhalation de fagon mineure et par ingestion de poissons (Kreuder et
al. 2002; Van Deventer 2007; Van Deventer et al. 2012) et de coquillages (Forrester et al. 1977).
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4.6.2 Toxicité sur les invertébrés

L’exposition de copépodes a des niveaux environnementaux de K. brevis ou de BTX affecte peu
leur survie, sauf a forte densité (107 cellules/L pendant 24 h) pour certaines espéces (Temora
turbinata) et aprés privation de nourriture. Les comportements de nage, a la lumiére et alimentaire
ainsi que la fécondité des copépodes sont altérés (Prince et al. 2006; Breier et Buskey 2007; Cohen
et al. 2007; Lester et al. 2008; Hong et al. 2012; Waggett et al. 2012; Turner 2014). L’altération des
2 derniers serait liée a une faible qualité nutritionnelle de la microalgue et/ou a son évitement par
les copépodes (Prince et al. 2006; Speekmann et al. 2006; Breier et Buskey 2007).

De fortes densités (10° et 108 cellules/L) de K. brevis ont altéré la viabilité et/ou le comportement de
nage de larves de crabes (Gravinese et al. 2019). Aprés exposition pendant 3 j a des cultures de
cellules entiéres et lysées de K. brevis (4 et 69 ug/L de BTX totales, respectivement) a des densités
de 10, 100 et 1000 cellules/mL, la survie de larves de palourdes, huitres et pétoncles a été peu
affectée. A la plus forte densité, le taux de survie des larves d'huitres a été plus affecté par
'exposition aux cellules lysées que par celle aux cellules entiéres. Aprés 7 j d’exposition, le
développement des larves d’huitres était retardé a partir d’'une densité de 1000 cellules/mL. Pour
les 3 espéces, la survie des larves était diminuée par une densité de 5000 cellules/mL (Leverone et
al. 2006). Les comportements de nage et d’alimentation sont affectés a plus faible densité et par
des lysats cellulaires (Rolton et al. 2014). K. mikimotoi a forte densité altére la survie de larves
d’ormeau (Shi et al. 2012).

L'exposition d’huitres, moules et palourdes au stade adulte a des BTX et a des efflorescences de K.
brevis, Chattonella subsalsa, Fibrocapsa japonica ou Heterosigma akashiwo affecte leur croissance
et leur reproduction et induit des dommages tissulaires et/ou réponses physiologiques au stress (Li
et al. 2002; Keppler et al. 2005; Keppler et al. 2006; McFarland et al. 2016; Gonzalez-Romero et al.
2017; Rolton et al. 2018). L’exposition de moules a des cultures de K. brevis favorise la bio-
accumulation de cadmium (Pouil et al. 2018).

Des réponses et effets néfastes ont aussi été constatés chez des anémones de mer (brunissement
et rétractation des tentacules, exudations et sorties des filaments urticants) (Redshaw et al. 2011)
et des coraux. Des altérations physiologiques ont été constatées chez les adultes et larves du coralil
Porites astreoides. Des courtes expositions a K. brevis engendrent du stress oxydatif et une
altération de la respiration chez les larves (Ross et al. 2010; Reynolds et al. 2020).

4.6.3 Toxicité sur les poissons

Des mortalités massives de poissons sont fréquemment associées a des efflorescences importantes
de K. brevis en Floride et ont été reportées pour Chattonella cf. verruculosa au Delaware (cOte est
des Etats-Unis) et Heterosigma akashiwo au Japon (Khan et al. 1997; Bourdelais et al. 2002). Les
doses létales 50 (DLso) de 6-8 nM pour la BTX-3 aprés 24 h d’exposition sur le poisson d’eau douce
Tanichthys albonubes et de 35 pg/L pour la BTX-2 aprés 1 h sur le poisson d’eau douce Lepomis
macrochinus ont été reportées (Igarashi et al. 1998; Schalie et al. 2001). L’étude de Naar et al.
(2007) a démontré expérimentalement le potentiel ichtyotoxique trés rapide (7-80 min) des BTX (8-
66 ng/mL) une fois libérées dans I'eau par lyse des cellules de K. brevis (500-4000 cellules/mL),
probablement aprés absorption rapide par les branchies. La toxicité de Fibrocapsa japonica envers
des larves de sole a été attribuée aux acides gras plutdt qu'aux BTX (de Boer et al. 2012).

Les poissons peuvent cependant survivre aprés avoir accumulé des BTX. Des poissons marins
exposeés a K. brevis (cellules non lysées) n’ont montré aucun signe de toxicité malgré 'accumulation
importante de BTX dans leurs tissus (jusqu'a 2,7 mg eq. BTX-3/kg de viscéres et 1,5 mg eq. BTX-
3/kg de muscle aprés exposition expérimentale (Naar et al. 2007)). L’élimination des BTX du
compartiment sanguin du mulet rayé exposé expérimentalement est lente (50 % éliminés aprés 5 j
(Woofter et al. 2005)).

Les signes reportés aprés exposition aigué a des doses sublétales de BTX sont un érythéme des
branchies, un cedéme modéré des ganglions du SNC, des dysfonctionnements natatoires et
détresses respiratoires et une augmentation de I'activité neuronale dans des régions du cerveau
controlant les fonctions sensorielles et de coordination (Schalie et al. 2001; Lu et Tomchik 2002;
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Choich et al. 2004; Woofter et al. 2005). Il est a noter que les effets d’extraits de K. brevis et
Chattonella marina sur la ventilation sont opposés révélant une nature chimique différente et plus
complexe des composés protéiques et lipophiles présents chez C. marina, comparés aux BTX de
Karenia (Shen et al. 2010). Chez des poissons grégaires, une exposition méme faible (< 55 pg/L)
aux BTX entraine une perte de cohésion sociale et une séparation du groupe qui les rendent plus
sensibles aux prédateurs (Wibe et al. 2001; Salierno et Kane 2019). Des modifications du niveau
d’activité d’enzymes (acétylcholinestrerase, monoamine-oxydase) ou d’expression de protéines
(hémoglobines, enzymes de détoxification) et de récepteurs de neurotransmetteurs (acétylcholine,
glutamate) ont été observées dans le cerveau et le foie (Washburn et al. 1996; Nam et al. 2010;
Tian et al. 2011; Yau et al. 2019).

Deux études développementales sur le poisson medaka aprés micro-injection de la BTX-1 et de la
BTX-3 au stade ceuf (Kimm-Brinson et Ramsdell 2001; Colman et Ramsdell 2003) ont montré un
taux de succes d'éclosion diminué, un effet Iétal sur les larves et des anomalies développementales
(hyperkinésie et une courbure de la colonne vertébrale). Les réponses cardiovasculaires chez les
embryons étaient une tachycardie persistante aprées exposition a la BTX-3 et une bradycardie tardive
aprés exposition a la BTX-1.

4.6.4 Toxicité sur les mammiféres, reptiles et oiseaux marins

4.6.4.1 Lamantins

Suite a d'importantes efflorescences de K. brevis, des épisodes de mortalité massive de lamantins
dont les carcasses contenaient des BTX sont survenus (Fire et al. 2015). Les individus vivants
présentaient une désorientation (nage en cercles serrés), une incapacité de submersion ou de
maintien en position horizontale, une flexion du dos, des mouvements de la bouche, une apathie et
une respiration difficile. Les lamantins se sont rétablis en quelques heures a jours. A I'examen
macroscopique et histopathologique des cadavres, des lésions non spécifiques (cedéme, congestion
vasculaire, hémorragies, érythéme, hémosidérose) de tissus des voies aériennes et du systéme
nerveux central (SNC), du foie, et des reins, mais aucune Iésion gastro-intestinale, ont été
observées. Les infiltrats de leucocytes dans les voies respiratoires suggéraient une inflammation
chronique et les lymphocytes et macrophages de tous les tissus endommagés étaient marqués par
un anticorps dirigé contre les BTX (O'Shea et al. 1991; Bossart et al. 1998; Bossart et al. 2002). Des
BTX ont été quantifiées dans divers tissus et fluides de lamantins de Floride (contenus stomachaux,
foie, reins, poumons, cerveau, lait maternel et urines) (Capper et al. 2013; Fire et al. 2015). Les BTX
altérent les fonctions immunitaires des lamantins, ce qui augmenterait leur sensibilité aux infections
(Walsh et al. 2005; Walsh et al. 2007; Walsh et al. 2015).

4.6.4.2 Dauphins

Les efflorescences de K. brevis ont fréquemment été associées a des épisodes de mortalité massive
de dauphins. Des BTX ont été quantifiées dans les tissus, excrétats et contenus stomachaux de
dauphins, y compris de nouveau-nés et foetus (transfert maternel in utero et via le lait) (Geraci 1989;
Flewelling et al. 2005; Gaydos 2006; Fire et al. 2007; Fire et al. 2008b; Fire et al. 2011; Twiner et al.
2011; Fire et al. 2015). Une étude comportementale a mis en évidence une augmentation
d’expirations explosives chez les dauphins lors d’'une efflorescence, suggérant une irritation
respiratoire (Fire et al. 2020b). Des dysfonctions immunitaires induites par les BTX sont suspectées
de favoriser des maladies infectieuses secondaires (Geraci 1989; Schwacke et al. 2010). Il est a
noter que d’autres causes ont pu co-contribuer a ces altérations : d'autres toxines produites par
d’autres microalgues proliférant dans le golfe du Mexique ont été détectées dans les contenus
stomachaux ou tissus de dauphins (Gaydos 2006; Schwacke et al. 2010; Fire et al. 2011; Fire et al.
2020a) et des infections virales (& morbillivirus) ont aussi été montrées impliquées dans des
événements de mortalité massive chez les dauphins (Geraci 1989; Twiner et al. 2011).

4.6.4.3 Tortues

Des échouages de tortues marines sont survenus a la suite d’efflorescences de K. brevis en Floride.
Leur sensibilité aux BTX varie selon les espéces, possiblement en relation avec une différence de
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régimes alimentaires (les espéces herbivores étant moins affectées) (Flewelling 2008; Fauquier et
al. 2013b). Les tortues présentaient des oedémes et des signes neurologiques de sévérité variable
(mouvements de la téte, contractions musculaires, ataxie, nage en cercles, absence de réactivité,
parésie, léthargie généralisée et coma). Les plus forts niveaux de BTX quantifiés dans les tissus
étaient dans les matiéres fécales, les contenus stomacaux puis le foie, les reins et les poumons
(Fauquier et al. 2013b; Manire et al. 2013; Cocilova et al. 2017; Cocilova et al. 2019; Foley et al.
2019). Un déstockage a partir des graisses est impliqué dans I'exposition pendant la gestation
(Perrault et al. 2017). Les BTX ont aussi été quantitifiées dans des échantillons de tissus de tortues
marines échouées en Floride alors qu'aucune efflorescence de K. brevis n’y avait eu lieu dans
'année. Les auteurs suggérent que cette présence pourrait s'expliquer par une exposition a des
niveaux non détectés de K. brevis (Capper et al. 2013; Perrault et al. 2014; Perrault et al. 2016).

In vitro, la BTX-3 altére la viabilité des neurones corticaux de tortue par un mécanisme dépendant
des Na, (Cocilova et Milton 2016).

4.6.4.4 Oiseaux marins

Des effets néfastes et des mortalités d'oiseaux marins ont été constatés épisodiquement sur les
cOtes de Floride (Forrester et al. 1977; Kreuder et al. 2002; Van Deventer 2007), de fagon correlée
aux densités de K. brevis dans 'eau lors des semaines précédentes. Des BTX ont été quantifiées
dans les tissus et fluides biologiques d’oiseaux marins (cormoran, pélicans, hérons et plongeons)
qui présentaient des signes d’ataxie et des convulsions (Naar et al. 2002; Fauquier et al. 2013a).
Faiblesse, désorientation, incapacité a voler ont aussi été reportés, et I'autopsie d’un individu a
montré une congestion et une hémorragie du cervelet (O'Shea et al. 1991). L’analyse histologique
et immunohistochimique de cormorans présentant des signes neurologiques (ataxie cérébelleuse
séveére, hyperréactivité aux stimuli, nystagmus) a révélé des anomalies discrétes non spécifiques et
une distribution de BTX dans les lymphocytes et macrophages de nombreux organes (Kreuder et
al. 2002). Des canards plongeurs ont présenté de nombreux symptdmes dont certains étaient
similaires aux signes induits expérimentalement par l'ingestion de coquillages et/ou d’eau de mer
contaminés en BTX (Forrester et al. 1977).

4.6.4.5 Animaux terrestres

A la suite d’efflorescences de K. brevis le long de I'lle Padre (Texas, cote ouest du golfe du Mexique),
des effets néfastes ont été constatés sur des animaux terrestres du littoral. Des canidés (coyotes
sauvages et chiens domestiques) sont morts et/ou ont présenté des signes
neurologiques (tremblements, ataxie, hypersalivation, faiblesse généralisée, convulsions ou
paralysie) ainsi qu’anorexie, diarrhées et vomissements, notamment aprés ingestion de poisssons
morts. La présence de BTX a été quantifiée dans 73 % des contenus stomachaux et dans des
échantillons de tissus. Ces teneurs sont en faveur d’'une voie d’exposition par ingestion plutét
gu’inhalée. Une cécité temporaire a été reportée chez un chien qui avait nagé dans une marée
rouge. Il est a noter que des teneurs élévées en mercure ont aussi été détéctées dans les foies et
reins de coyottes. Une augmentation de sensibilité mutuelle aux BTX et autres contaminants de
I'environnement a été proposée (Castle et al. 2013). Deux jours aprés une efflorescence de K. brevis
sur les zones cétiéres de I'ile Padre, suivi de forts vents et houle, des grenouilles ont été retrouvées
mortes a 1 km de la mer aprés avoir présenté des signes neurologiques (tremblements, faiblesse,
dyspnée, perte du réflexe de redressement). Leurs tissus contenaient de fortes teneurs en BTX. Des
BTX ont aussi été détectées dans de I'eau de pluie et des tissus d’écureuils et coyotes morts ou
présentant des atteintes neurologiques, prélévés a 1-9 km de la mer (Buttke et al. 2018).
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5 Caractérisation du danger

Les données de toxicité chez I'animal sont trés limitées et ne permettent pas d’identifier une dose
sans effet néfaste ni une dose minimale avec effets néfastes. La seule étude réalisée par voie orale
identifiée par le GT avait pour objectif de déterminer les doses létales a 50 % (DLso) de la BTX-2 et
de la BTX-3. Cette mesure ne peut pas étre retenue comme point de départ d’'une valeur
toxicologique de référence car cela ne serait pas suffisamment protecteur.

Chez I'Homme, les données sont également trop limitées pour pouvoir établir une valeur
toxicologique de référence aigué (ARfD).

Néanmois, a partir des données de cas d’intoxications humaines liées a la consommation de
coquillages contaminés par des BTX, le GT a identifi¢ des doses (quantité de BTX ingérée)
minimales associées a des symptomes (« LOAEL aigué ») et des concentrations minimales dans
les coquillages associées a des symptdmes (Tableau 14).

Tableau 14 : Doses minimales de BTX associées a des symptomes (« LOAEL aigués ») et
concentrations minimales dans les coquillages associées a des symptémes

Etude Dose minimale avec des symptomes (« LOAEL Concentration minimale dans la chair des
aigué ») coquillages associée a des symptomes

McFarren et al. (1965) | 405-540 US/personne pour des symptémes moyens.
Une dose de 54-81 US/personne a induit des 135 US/100 g pour des symptdmes moyens.
symptémes mineurs (paresthésies seules) chez 1 cas.

Des symptdmes ont été associés a une dose de 91
US/personne (les auteurs ont pris un poids de chair de
20 g par huitre). > 65 US/100 g

Complément par le GT :

En retenant un poids de chair consommée de 10 g* au
lieu de 20 g, le GT estime que la dose minimale avec
des symptdmes serait de 27-40,5 US/personne (2-3
huitres & 10 g de chair, contaminées & 135 US/100 g

de chair)
Hemmert (1975) 0,3-0,4 US/kg p.c. 75-118 US/100 g
Morris et al. (1991) 35et60 US/100 ¢
Watkins et al. (2008) 24 et 42,9 mglkg
Terzagian (2006)
Pour comparaison, la teneur maximale retenue par le Codex Alimentarius 20 US/100 ¢
et 'US-FDA, Nouvelle-Zélande/Australie, Mexique 800 ug BTX-2/kg

US : unité souris

* Le GT a considéré une masse de chair de 10 g/huitre en prenant en compte un indice de chair de 10 % (celui-ci variant de 6,5-10,5
%) et I'hypothese d’huitres de 100 g (calibre n°2, 86-110 g) coquille comprise.

Une unité souris (US) correspond a la quantité d’extrait brut causant la mort de 50% des souris
(20 g) en 930 minutes (15,5 h). 1 US = 3,4 ug BTX-3 ou 4 ug BTX-2, selon (Baden et Mende 1982).

Sur la base des données rapportées par Morris et al. (1991), Gessner (2000) propose une estimation
de la dose entrainant des symptémes mineurs se situant entre 42 et 72 US/personne. Cette valeur
est souvent reprise dans les travaux de revue mais elle est jugée trés incertaine par le GT. Elle
prend pour hypothése une consommation de 12 huitres (120 g en considérant un poids de chair de
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10 g par huitre) comme seuil entrainant des symptémes chez une faible proportion de personnes
(13 %, soit 2 cas/15 dans le groupe des faibles consommateurs) parmi 84 consommateurs au total.
Cependant, elle se base sur les niveaux de contamination d’huitres mesurés dans les restes de 2
repas (35 et 60 US/100 g) qui n’ont été a l'origine que de quatre des 48 cas quantifiés. L’article de
Morris et al. (1991) n’indique pas combien d’huitres contaminées a 35 et 60 US/100 g ont été
consommeées par ces quatre cas.

Les études de McFarren et al. (1965) et Hemmert (1975) ne figurent pas dans l'avis de 'EFSA
(2010).

Le GT a jugé ces deux études particulierement intéressantes pour la suite de I'expertise car elles
comportent des informations détaillées sur la symptomatologie, les portions consommeées, le poids
des individus (pour I'une d’elle) et la quantification de BTX dans les restes de repas.

Le GT a identifié deux « LOAEL aigués » pour la suite de ses travaux : celle de 27-40,5
US/personne sur la base de McFarren et al. (1965) et celle de 0,3-0,4 US/kg p.c. rapportée par
Hemmert (1975).

Le GT a retenu la BTX-3 comme brévétoxines de référence dans les coquillages (et non la BTX-2).
La BTX-3 est la BTX de référence pour le test ELISA, elle présente une DLsy plus faible que celle
de la BTX-2. De plus, la BTX-2 est minoritaire dans les coquillages, en comparaison de la BTX-3.
La limite de 800 ug BTX-2/kg correspond a 680 BTX-3/kg de chair de coquillages.

En équivalent BTX-3 (1 US = 3,4 ug BTX-3), les « LOAEL aigués » seraient de 92-138 ug eq.
BTX-3/personne sur la base de McFarren et al. (1965) et 1,02-1,36 ug eq. BTX-3/kg p.c sur la base
de Hemmert (1975).
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6 Contamination du milieu par les brévétoxines

6.1 Eau

Le contact cutané lors de la baignade ou de la pratique d’activités aquatiques dans une eau
contaminée par K. brevis peut constituer une voie d’exposition aux brevetoxines. A ce jour, le contact
direct avec les toxines dans l'eau a été trés peu étudié. La lyse cellulaire de K. brevis libére des
brévétoxines dans I'eau, provoquant par la suite des irritations cutanées des individus qui sont en
contact direct avec I'eau (Kusek et al. 1999; Ramsdell 2008).

Les cellules se répartissent le long de la colonne d’eau en fonction des mouvements de « upwelling »
et « downwelling » (Tester et al. 1997). D’aprés Tester et al. (1997), le bruit de fond de K. brevis
dans le gulf stream est de I'ordre de 1000 cell.L"". En cas d’efflorescence, la coloration rouge de
'eau n'est observée que lorsque la concentration en K. brevis est supérieure a 10° cell.L". Ce
constat a été confirmé par plusieurs autres auteurs qui ont observé un nombre de cellules de K.
brevis lors d’efflorescences entre 200 000 et plus d’'un million de cellule par litre (Fleming et al. 2005,
2007, 2009 ; Cheng et al. 2010).

Pierce et al. (2005) ont mis en évidence des concentrations de K. brevis dans I'eau de 10° a 10°
cellules/L associées a des concentrations en brévétoxines dans la biomasse algale (BTX-1, -2, -3)
de < 1 a 14 mg/L. La BTX-2 était la plus abondante (2,4.10° cellules/L, contient 3 mg/L BTX-2 et 1
mg/L BTX-3). Le brévénal (antagoniste de I'action des brévétoxines) a également été détecté dans
les échantillons d'eau lors de cette étude.

Pierce et al. (2005) ont réalisé un suivi de K. brevis et des BTX lors des campagnes de surveillance
dans le golfe du Mexique, en présence et en absence de K. brevis entre 1998 et 2002. Les BTX
observées pendant les proliférations étaient BTX-1, -2, -3. La BTX-2 est abondante dans les cellules
de Karenia et BTX-3 en dehors des cellules. L'abondance de la BTX-3 augmentait généralement en
fin d’efflorescence, indiquant la conversion probable de BTX-2 en BTX-3 lorsque les cellules sont
lysées, et la persistance de la BTX-3. Concernant la teneur en BTX intracellulaire, les échantillons
d'eau de surface présentaient des concentrations de BTX de 8 a 40 pg/cellule alors qu’elles étaient
de 3 a 14 ng/cellule pour les cellules d’eau du fond, suggérant différentes phases de croissance en
surface et au fond des eaux.

Roszell et al. (1990) a montré que la composition des brévétoxines varie durant les efflorescences.
Pendant les phases stationnaires et décroissantes, les concentrations de BTX-1 et BTX-2 diminuent
considérablement et celle de BTX-3 augmente.

Un bilan des études menées sur les plages de Sarasota en Floride durant les années 2000 a montré
que les concentrations en brévétoxines totales détectées dans I'eau de mer variaient entre 2,25 et
69 ug.L'. Sur ce site, la BTX-2 était le métabolite majoritairement retrouvé dans I'eau, avec des
concentrations moindres en BTX-1 et BTX-3. D’autres analogues de brévétoxines tels que des
produits d'oxydation et/ou d'hydrolyse de BTX-1, -2, -3 et -7 ont également pu étre identifiés dans
I'eau de mer (Cheng et al. 2004; Cheng et al. 2005a et b; Hardman et al. 2004; Lamberto et al. 2004;
Pierce et al. 2003, 2005, 2008, 2011).

D’autres études ont confirmé la présence dans l'eau de BTX-2 et BTX-3 ainsi qu’'a des
concentrations moindres BTX-1, BTX-B5 et le brévénal (Pierce et al. 2003, 2005, 2008 et 2011 ;
Bourdelais et al. 2005 ; Tester et al. 2008). La répartition des analogues est différente en fonction
du stade de croissance des efflorescences et de leur intensité, du site de prélévement et des
conditions environnementales (Baden et Tomas 1988 ; Baden et al. 2005 ; Pierce et al. 2003, 2008,
2011). Les BTX-2 et BTX-3 par exemple semblent étre en plus grandes concentrations dans I'écume
(respectivement 1900 ug.L" et 1200 ug.L™") que dans I'eau (zone de déferlement-respectivement 20
ug.L"et 4 ug.L") (Pierce et al. 2003). Pierce et al. (2008) ont mis en évidence que la concentration
en BTX-3 augmente dans I'eau au cours de I'efflorescence et devient majoritaire dans I'eau en fin
de cycle d’efflorescence, indiquant la conversion probable de BTX-2 en BTX-3 lorsque les cellules
sont lysées. La BTX-3 est stable dans I'eau puisque cette toxine est retrouvée dans 'eau méme
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lorsque la concentration en K. brevis est devenue indétectable (Pierce et al. 2008). Tester et al.
(2008) ont montré la présence de BTX-2 et BTX-3 dans I'eau avec un rapport BTX-2/ BTX -3 plus
important a la surface de I'eau qu’en profondeur.

La durée de demi-vie de BTX-2 dans I'eau de mer naturelle exposée a des radiations solaires a été
estimée a 3 h dans des conditions de laboratoire. La présence d’oxygéne et de matiéres organiques
dans cette eau ralentissent les vitesses de photodégradation de BTX-2 (Kieber et al. 2010).

6.2 Aérosols

Lors des épisodes d’efflorescence de K. brevis, les brévétoxines peuvent étre transférées de l'eau
a l'air par I'intermédiaire des aérosols formés dans les vagues ou par les vents. Le lien direct entre
la présence de K. brevis dans I'eau et les toxines dans l'air a été démontré a plusieurs reprises
(Woodcock 1948 ; Roszell et al. 1989 ; Backer et al. 2003 ; Cheng et al. 2005 a et b ; Pierce et al.,
2003, 2005, 2008, 2011).

La concentration en brévétoxines dans les aérosols collectés sur la plage dépend de la concentration
en brévétoxines présentes dans la zone de déferlement, de la vitesse et de la direction du vent ainsi
que de I'exposition de la plage (Pierce et al. 2003 ; Backer et al. 2003 ; Cheng et al. 2005 a et b) En
fonction de la position des efflorescences a la surface de I'eau (« surf zone », vagues déferlantes)
et du vent (force et vitesse), les concentrations en brévétoxines dans les aérosols évoluent et leur
distribution sur la plage et dans les terres également (Tableau 15).

Tableau 15 : Concentrations en brévétoxines13 dans I’air en fonction de I'intensité de
I'efflorescence dans I’eau (d’aprés Backer et al. 2003)

Analyses Concentration en brévétoxines dans I’air
Faible Modérée Elevée
<10 ng.m? 10-36 ng.m3 20-93 ng.m3
K. brevis dans I'eau (cell/L-") 11 000-22 000 56 000-112 000 562 000-812 000
Brévétoxines'4 dans I'eau (ug.L") | 1,5-2,6 2,8-35 11,7-23,7

Il semble que la zone de déferlement représente la zone ou la concentration en brévétoxines dans
les aérosols est la plus importante (Pierce et al. 2003). La direction du vent peut quant a elle modifier
la concentration des aérosols marins présents sur les plages. En effet, les concentrations d’aérosols
marins sur la plage sont plus élevées en présence de vent du large qu’en présence de vent terrestre
(Cheng et al. 2010). Selon ces mémes auteurs, la concentration d'aérosols marins atteint son
maximum lorsque le vent marin présente un angle de 90° par rapport a la cote. Par ailleurs, un vent
fort favorise le transport des aérosols a l'intérieur des terres. Les auteurs montrent enfin que les
brévétoxines représentent environ 0,01% de ces aérosols.

L’analyse, par LC/MS/MS, des aérosols présents sur la plage de Sarasota en Floride lors des
épisodes d’efflorescences de K. brevis indique que leur taille est comprise entre 5 et 12 ym et que
ces aérosols contiennent des brévétoxines (BTX-1, BTX-2,BTX-3, et BTX-9) (Cheng et al. 2005 a et
b). Comme dans les échantillons d’eau, BTX-1,- 2, -3 et BTX-B5 sont les analogues majoritaires
dans les aérosols. BTX-3 apparait comme la plus abondante suivie par la BTX-2 et BTX-B5 puis la
BTX-1. Des observations similaires ont pu étre décrites lors d’'une marée rouge a Jacksonville Beach
au Texas en 1999, ou les principaux congénéres présents dans les aérosols étaient la BTX-2 et la

" Analyses de BTX-2 et BTX-3 par HPLC
" Analyses de BTX-2 et BTX-3 par HPLC

page 110/210 Novembre 2021



Anses « Rapport d’expertise collective Saisine n°2020-SA-0020 « Brévétoxines »

BTX -3 (Pierce et al. 2003). Patel et al. (2020) ont confirmé ces hypothéses et ont expliqué que la
BTX-3 est le métabolite le plus répandu dans les aérosols marins en raison de la conversion rapide
de BTX-2 en BTX-3 une fois libérée de la cellule.

La composition en brévétoxines dans les aérosols varie durant les efflorescences (Roszell et al.
1989). Pendant les phases stationnaires et décroissantes de I'efflorescence, les concentrations de
BTX-1 et BTX-2 diminuent considérablement et celle de BTX-3 augmente.

Des métabolites issus de I'oxydation ou de I'hydrolyse des toxines sont également détectés dans
les aérosols mais pas dans les cellules de K. brevis (toxines intracellulaires). La faible concentration
de ce type de composés dans les aérosols peut s’expliquer par leur grande solubilité réduisant leur
adsorption a la surface des bulles d’aérosols (Pierce et al. 1989, 2011).

Une corrélation entre 'abondance en K. brevis et la concentration en brévétoxines dans les aérosols
n’a pas été démontrée a ce jour (Backer et al. 2005). Une étude d’exposition in situ, menée sur une
période de trois consécutifs, a montré que pour des densité cellulaires de K. brevis dans I'eau de
2,4 x 10° cellules.L™, les concentrations en brévétoxine dans I'air, mesurées par HPLC-MS, étaient
les plus élevées le premier jour, diminuant le deuxiéme, pour ensuite étre a la limite de détection
(0,05 ng.m?) le dernier jour, reflétant ainsi un changement de direction du vent de la terre vers la
mer pendant la période d’étude (Pierce et al. 2005). La quantification des brévétoxines individuelles
a montré que la BTX-3 était la toxine la plus abondante dans l'air (5 ng BTX-2.m=3 et
20 ng BTX-3.m?). Dans cette étude, la majorité des brévétoxines était associée a une granulométrie
d'aérosols comprise entre 2,5 et 9 mm (Cheng et al. 2005 a et b). La présence de brévénal a
également été détectée dans les aérosols lors de cette étude.

D’autres études in situ menées sur cette méme plage en Floride ont montré que les brévétoxines
peuvent étre transportées dans I'air durant un épisode d’efflorescence de K. brevis (Kirpatrick et al.
2009). Les brévétoxines contenues dans les aérosols présents sur la plage ont été analysés par
HPLC-MS. Leur concentration a atteint un maximum de 38 ng de BTX.m™ pour une densité cellulaire
en Karenia brevis dans I'eau de 2 x 10° cell.L"". Les mesures menées selon un transect a l'intérieur
des terres pendant 5 jours durant la période de l'efflorescence ont conduit a la détection des
brévétoxines jusqu'a 4,2 km de la plage avec une concentration maximum 16 ng.m=. La
concentration en brévétoxines diminue donc avec la distance et la dispersion des particules qui se
déposent au sol. D’autres suivis environnementaux effectués sur cette méme plage ont montré que
les aérosols peuvent rester dans I'air pendant quatre jours (Zaias et al. 2011). |l est donc difficile de
prévoir les concentrations de brévétoxines aéroportées sur une plage en fonction des concentrations
trouvées dans I'eau au regard de la direction et de la force du vent.

6.3 Eau de pluie et sable

La présence de brévétoxines dans I'eau de pluie a été envisagée par Andronache (2003). L’auteur
estimait que compte tenu de la taille des aérosols contenant des brévétoxines (6 a 10 um), il était
possible qu’elles s'accumulent rapidement dans I'eau de pluie et se déposent ensuite lors des
précipitations.

Buttke et al. (2018) ont mis en évidence la présence de brévétoxines dans I'eau de pluie suite au
développement d’'une efflorescence de K. brevis sur une plage en Floride. La concentration en
brévétoxines dans I'eau de pluie collectée a coté de la plage a éré évaluée par ELISA a 12,3 ng.mL"
" alors qu’elle était de 0,6 ng.mL"dans I'eau de pluie prélevée a 900 m du littoral. Ces prélévements
d’eau de pluie ont été réalisés 9 jours apres la découverte de grenouilles mortes a plus de 900 m de
la plage, dans lesquelles de fortes concentrations en brévétoxines ont été retrouvées dans le foie et
les muscles.

Enfin, le sable peut également étre contaminé par les brévétoxines (Castle et al. 2013) En effet,
'analyse, par ELISA, des échantillons d’eau et de sable prélevés sur des sites ou des poissons sont
morts 1 a 2 mois aprés un pic d’efflorescence de K. brevis, a montré que les échantillons d’eau
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présentaient une concentration en brévétoxines entre 0,09 et 0,38 ng eq BTX-3 mL", et les
échantillons de sable une concentration comprise entre 12 et 49 ng eq BTX-3.g" pour trois sites
mais entre 1,4 et 1,6 ug eq BTX-3.g™ pour les deux autres sites.

6.4 Coquillages

Les mollusques filtreurs accumulent de fortes concentrations de brévétoxines par ingestion de
toxines intracellulaires de K. brevis ainsi que les toxines extracellulaires (dissoutes) (Roberts et al.
1979; Pierce et al. 2006). Il existe peu de données quantitatives sur les cintétiques d'accumulation
et de dépuration des brévétoxines chez les bivalves. Les huitres accumulent les toxines en moins
de quatre heures en présence de 5000 cellules/mL et éliminent 60% des toxines accumulées en 36
heures. La cinétique de la dépuration est fonction a I'espéce de coquillages et est trés variable,
méme dans des conditions contrélées (Viviani 1992). L’huitre Crassostrea virginica élimine les
brévétoxines deux a huit semaines aprés une efflorescence. La biotransformation des BTX dans les
coquillages est spécifique a I'espéce et peut conduire a des dérivés plus toxiques.

Dans I'étude de Bricelj et al. (2012), il a été mesuré des concentrations relativement importantes
dans les mollusques bivalves (clams, venus) allant de 0,5 mg eq. BTX-3/kg de chair (aprés 4 h
d’exposition a une efflorescence de K. brevis) jusqu’'a 1,5 mg eq. BTX-3/kg de chair (aprés 72 h
d’exposition). Dans cette méme étude, des coquillages naturellement contaminés prélevés dans la
baie de Sarasota (Floride) ont atteint pour la palourde américaine (Mercenaria spp.) 6,6 mg eq. BTX-
3/kg de chair.

Dans une autre étude, McFarland et al. (2015) ont mesuré les concentrations en brévétoxines dans
la moule verte (Perna viridis) et dans I'huitre creuse (Crassostrea virginica) pendant une
efflorescence de K. brevis dans le sud-ouest de la Floride. Les concentrations mesurées étaient trés
importantes et s’échelonnaient de 10,8 a 57,7 mg eq.BTX-3/kg dans les moules et de 0,8 a 33,5 mg
eq.BTX-3/kg dans les huitres. Ces derniéres sont restées contaminées de 2 a 8 semaines alors que
les moules sont restées au-dessus du seuil réglementaire (0,8 mg eq.BTX-3/kg) pendant pres de 5
mois.

Des palourdes (M. mercenaria) et des huitres (C. virginica) ont été exposées a K. brevis a une
concentration de 5.10° cellules/L pendant huit jours, puis transférées dans de I'eau filtrée pour la
dépuration (Griffith et al. 2013). Les concentrations de BTX ont été mesurées par ELISA. Le pic de
concentration a été mesuré aprés cinqg jours d'exposition, avec une concentration moyenne en eq.
BTX-3 de 1,0 mg/kg dans les palourdes et 1,99 mg/kg dans les huitres. Aprés deux semaines de
dépuration, les concentrations tissulaires moyennes chez les deux espéces étaient inférieures au
seuil réglementaire, avec 0,204 + 0,185 mg/kg dans les palourdes et 0,437 + 0,185 mg/kg dans les
huitres. Les toxines (ou leur métabolisme) sont restées détectables jusqu’a la fin de I'expérience
dans les palourdes (0,058 + 0,239 mg/kg a 139 jours) et les huitres (0,117 mg/kg a 82 jours).

Des palourdes (Mercenaria sp.) exposées a des proliférations récurrentes de Karenia brevis dans
la baie de Sarasota (Floride) ont été étudiés sur une période de trois ans par Abraham et al. (2015),
avec un prélevement bihebdomadaire. Plusieurs efflorescences se sont produites pendant la
période d'étude et les échantillons recueillis représentaient ceux avant, pendant et aprés
I'efflorescence. Les analyses ont été réalisées par bio-essai sur souris, ELISA et LC-MS/MS. Les
palourdes récoltées pendant une efflorescence élevée (1,5.10° cellules/L) ont présenté une
concentration de 80 US/100 g. Des huitres collectées au méme moment au méme endroit
contenaient 157 US/100 g. Les palourdes étaient contaminées 1 a 2 semaines aprés le début de
I'efflorescence, et restaient a des concentrations > 20 US/100 g pendant plusieurs semaines aprés
la fin de I'efflorescence, en fonction de la densité cellulaire. Par ELISA et LC-MS/MS, des BTX ont
été détectées dans tous les échantillons de palourdes prélevés pendant les efflorescences. Huit
mois apres la fin de I'efflorescence, des concentrations de 1-2 mg eq. BTX-3/kg de tissus ont été
mesurés, bien au-dela du seuil réglementaire de 20 US/100 g (800 ug eq. BTX-2/kg).

En général, les mollusques ne semblent pas étre affectés par I'accumulation de brévétoxines. La
durée de purification des brévétoxines dans les mollusques varie mais se situe généralement entre
deux et huit semaines, bien que des rapports fassent état d'une rétention beaucoup plus longue,
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pres d’'un an apres I'efflorescence (Summerson et Peterson 1990; Steidinger et al. 1998; Plakas et
al. 2002; Plakas et al. 2004; Watkins et al. 2008).

Des données de contamination des coquillages sont aussi rapportées dans les publications relatives
aux cas d’intoxications humaines (voir section 4.5.1).

Suite a l'intoxication de 2 personnes ayant consommé des gastéropodes (Triplofusus giganteus)
contaminés par des BTX en mars 2017 en Floride, Abraham et al. (2021) se sont rendus une
semaine aprés sur la zone de péche récréative concernée, affectée par une efflorescence de
Karenia brevis, pour prélever plusieurs espéces de gastéropodes (Triplofusus giganteus,
Sinistrofulgur sinistrum, Cinctura hunteria, Strombus alatus, Fulguropsis spirata) et une palourde
(Macrocallista nimbosa). Les analyses de BTX ont été réalisées par ELISA et LC-MS/MS. Tous les
gastéropodes (n=10) et la palourde (n=1) étaient contaminés par des BTX. Par ELISA les
concentrations variaient de 0,05 a 0,47 mg eq. BTX-3/kg dans le muscle des gastéropodes, et de
0,74 a 198 mg eq. BTX-3/kg dans les viscéres. Pour la palourde, la concentration était 42 mg eq.
BTX-3/kg de chair totale. Par LC-MS/MS (somme de BTX-2, BTX-3, BTX-B1, BTX-B2, BTX-B5,
S-desoxy BTX-B2), les concentrations variaient de 0,09 a 0,57 mg/kg dans le muscle des
gastéropodes, et de 0,22 a 58 mg/kg dans les viscéres. Pour la palourde, la concentration était 14
mg/kg de chair totale.

6.5 Crustacés

Pérez Linares et al. (2009) a montré dans une étude expérimentale que la crevette peut constituer
un vecteur non conventionnel de toxines et donc peut représenter un risque potentiel pour la santé
humaine. Ainsi, les auteurs ont relevé des concentrations trés inférieures au seuil de toxicité (800
Mg eq BTX-2/kg) avec des valeurs comprises entre 80 et 90 ug eq BTX-2/kg dans les glandes
digestives et le muscle respectivement. Il est a noter que cette contamination apparait aprés 45 j
d’exposition et pour des concentrations cellulaires en Karenia relativement peu élevées (10°a 10°
cell/lL).

Dans l'étude de Bricelj et al. (2012), la mesure dans les crustacés (Ampelisca abdita) et les
polychétes (Mediomastus ambiseta) donne des valeurs comprises entre 0,04 et 0,2 ug eq. BTX-3/g
de chair.

6.6 Poissons

Plusieurs études ont mis en évidence la contamination des poissons par les brévétoxines. Ainsi,
dans une étude expérimentale, Naar et al. (2007) ont mesuré des concentrations de brévétoxines
dans les tambours brésiliens (crokers fish, Micropogonias undulatus) et les sars (pinfish) exposés a
une culture de K. brevis, atteignant 2,675 mg eq. BTX-3/kg dans les viscéres et 1,54 mg eq. BTX-
3/kg dans le muscle.

Dans une communication (Flewelling et al. 2005), ont été rapportés le résultat des investigations
conduites en Floride suite a des mortalités de lamentins (Trichechus manatus latirostris) en 2002 et
de dauphin en 2007 (Tursiops truncatus). Dans les deux épisodes, aucune efflorescence a K. brevis
n’avait été détectée dans les eaux. Cependant, 'examen des contenus stomacaux a montré la forte
contamination d’herbier (Thalassia testudinium) dans le cas des lamentins. Cette contamination a
été confirmée dans la fraction épiphytique de ces herbiers prélevés dans le milieu. Dans le cas des
dauphins, les aloses (Brevoortia spp.), qui composaient majoritairement le contenu stomacal, étaient
fortement contaminés par les BTX. D’autres espéces de poissons collectées deux semaines aprés
la mort des dauphins (hareng, maquereaux...) se sont révélés fortement contaminés par les BTX.
Ces résultats montrent que méme en dehors de période d’efflorescence, la contamination par les
BTX de maillons trophiques inférieurs (poissons) peut impacter les maillons trophiques supérieurs
(mammiféres marins). Les auteurs s’interrogent sur la possibilité d’'intoxication de 'lHomme par ces
poissons contaminés.

Dans I'environnement, ce sont des phytoplanctivores tels que la sardine et autres Clupeidae
(menhaden; jusqu'a 23 mg eq. BTX-3/kg de viscéres et 0,4 mg eq. BTX-3/kg de muscle) ainsi que
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des piscivores tels que des mérous ou lutjans (jusqu'a 16 mg eq. BTX-3/kg de viscéres et 0,4 mg
eq. BTX-3/kg de muscle) qui en contiennent le plus (Naar et al. 2007; Twiner et al. 2012).

Deux études (Fire et al. 2008a; Flewelling et al. 2010) ont investigué les concentrations en
brévétoxines dans les poissons allant de petits poissons omnivores (sars, tambours, mullets,
napoléons (pigfish)) a des prédateurs comme les requins et les raies. Ainsi, Fire et al. (2008a) ont
pu mesurer des concentrations en brévétoxines dans les proies de dauphins de la baie de Sarasota
(Floride) en présence d'une efflorescence de K. brevis. En période d’efflorescence, 97 % des
poissons prélevés présentaient des concentrations détectables de brévétoxines. Il a été observé
que les concentrations variaient fortement en fonction de l'organe analysé. Tous les organes
contenaient des brévétoxines mais le muscle était le moins contaminé (de 0,007 mg eq. BTX-3/kg
dans le muscle a 6,35 mg eq. BTX-3/kg dans le contenu stomacal). L’étude a aussi montré qu’en
'absence d’efflorescence, les poissons analysés restaient contaminés (de 0,007 mg eq. BTX-3/kg
dans le muscle a 0,507 mg eq. BTX-3/kg dans le foie). Dans le maillon supérieur (poissons qui ne
sont pas des proies primaires), en I'absence d’efflorescence, 88% des poissons analysés étaient
contaminés (analyses uniquement dans les viscéres et de 0,03 a > 1,5 mg eq. BTX-3/kg). Lors de
cette étude, les auteurs ont pu mettre en évidence la présence de métabolites de la BTX-3 dans les
poissons comme la cystéine BTX-B, la cystéine BTX-B sulfoxyde, la cysteine BTX-1 et la cysteine
BTX-1 sulfoxyde. Cette étude montre aussi I'impact important des brévétoxines sur les dauphins
consommateurs de ces poissons et méme en I'absence d’efflorescence.

Dans I'étude de Flewelling et al. (2010), les auteurs ont mesuré les concentrations en brévétoxines
dans les organes (muscle, foie, branchies, cerveau, contenu gastrointestinal, rein) des requins
bordés (Carcharhinus limbatus), des requins a nez pointu (Rhizoprionodon terraenovae) et des raies
(elasmobranchii). En dehors des efflorescences, jusqu’a 19 % des échantillons de muscle (Floride
ou Keys) sont positifs aux brévétoxines et a une exception prés en faibles concentrations (<0,100
mg eq. BTX-3/kg). Les plus fortes concentrations ont été mesurées dans le foie de requin
(maximum : 27,760 mg/kg). 97 % des foies des échantillons de Floride et 62 % des foies des
échantillons de l'Atlantique étaient positifs aux brévétoxines. Tous les organes peuvent étre
contaminés et il y a une corrélation entre fréquence des efflorescences et concentrations en
eq. BTX-3 dans les organes. L’analyse des spécimens morts pendant les efflorescences a montré
des concentrations non négligeables en eq. BTX-3 dans les tissus. Les concentrations variaient de
0,015 a 1,087 mg eq. BTX-3/kg dans les muscles, de 0,239 a 115,734 mg eq. BTX-3/kg dans le foie,
et de 0,110 a 11,417 mg eq. BTX-3/kg dans les branchies. Par ailleurs, des brévétoxines ont été
mesurées dans des embryons de requins en concentrations non négligeables (573 mg eq. BTX-3/kg
dans le foie) montrant ainsi que les brévétoxines passent la barriére placentaire.

Chez le poisson crapaud du Golfe de Mexique (Opsanus beta), 'administration par voie orale de la
brévétoxine radiomarquée « “C-BTX-3 », incorporée dans la farine de poisson, a montré aprés 72
h que le systéme hépato-biliaire contenait 40% de la charge toxinique, confirmant le réle clé de ce
systéme dans la détoxification et I'élimination des brévétoxines. Le tissu musculaire en contenait
27%, suivi du tractus gastro-intestinal avec 25% (McFarland et al. 2015).

L’impact de poissons contaminés par les BTX sur un évenement de mortalité d’oiseaux fréquentant
les cbtes maritimes de Floride a été investigué par Van Deventer et al. (2012) lors d’'une
efflorescence a K. brevis. Ainsi, les auteurs ont pu mesurer des concentrations dans des poissons
morts, consommeés de fagon opportuniste par les oiseaux, allant en moyenne de 0,063 a 0,438 mg
eq. BTX-3/kg pour le muscle et de 0,480 a 27,489 mg eq. BTX-3/kg dans les visceres. Ces
contaminations varient fortement en fonction de 'organe (muscle, branchie, yeux et viscére) mais
aussi en fonction des espéces de poissons (harengs, sardines et mulets). Les concentrations
retrouvées dans les oiseaux varient en fonction des espéces et de I'organe analysé (de 0,019 mg
eq. BTX-3/kg pour I'estomac a 1,363 mg eq. BTX-3/kg dans les intestins).

L’ensemble de ces études tend a démontrer que le dégré de contamination des organismes dépend
de la position dans la chaine trophique. Ainsi les prédateurs supérieurs comme les requins et les
raies sont nettement plus contaminés que les poissons de niveaux trophiques inférieurs.

page 114 /210 Novembre 2021



Anses « Rapport d’expertise collective Saisine n°2020-SA-0020 « Brévétoxines »

6.7 Sédiments

Deux études (Mendoza et al. 2008; Hitchcock et al. 2012) ont montré la présence de brévétoxines
dans les sédiments en Floride. Les concentrations mesurées étaient trés variables et faibles (de non
détecté a 0,089 pg eq. BTX-3/g de sédiment sec pour Hitchcock et al. (2012) et entre 0,0008 et
0,0036 pug BTX-3/g de poids sec et 0,0027 et 0,0097 ug BTX-3/g de poids sec selon les sites pour
Mendoza et al. (2008)). La détection des brévétoxines dans les sédiments ou K. brevis est apparue
indique l'incorporation de la brévétoxine dans cette matrice.
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7 Surveillance

7.1 Aux USA

Aux Etats-Unis, des systémes de surveillance réguliers ont été mis en place, principalement en
Floride, au Texas, au Delaware et en Alabama. La surveillance et la maitrise du danger associé aux
efflorescences du genre Karenia se fait par un suivi régulier de la présence des K. brevis dans 'eau,
et des BTX dans les coquillages et dans I'air. Elle peut étre réguliére ou en en réponse a des
évenements soit de mortalité de poisson, soit de probleme respiratoire. Cette surveillance est
renforcée par des systémes d’alerte précoce afin de prédire les risques potentiels d’exposition par
consommation ou via linhalation de toxines aérosolisées, et de prévenir du danger les
consommateurs, les riverains et les producteurs conchylicoles.

Les systemes d’alerte précoce pour les efflorescences du genre Karenia sont opérés par le National
Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA). lls reposent sur une modélisation du
développement et du déplacement des efflorescences (basée sur des modeéles de dispersion des
particules) a partir de données de surveillance de terrain et satellitaire, en temps quasi réel, et de
données atmosphériques et océanographiques (hydrodynamique et caractéristiques physico-
chimiques tels que les vents, les courants, la salinité, la stratification, etc.).

7.1.1 Surveillance du phytoplancton dans I'eau

7.1.1.1 Dénombrement au microscope optique

En Floride, la surveillance du phytoplancton se fait le plus souvent a partir d’échantillons cbtiers.
Cependant, en réponse a des événements toxiques, des échantillons sont aussi prélevés au large
(2 80 km ou plus), généralement par des bénévoles ou via les missions de recherche. Le FWC-
FWRI' gére un réseau de surveillance sur la céte Ouest de la Floride en coopération avec d’autres
agences reglementaires de I'Etat et des volontaires (pécheurs, bateau de charter, etc). Les données
sont partagées de fagon hebdomadaire en ligne'®. Un numéro gratuit est aussi disponible pour
accéder aux données de surveillance.

Au Texas, la surveillance par dénombrement est opérée par le Texas Parks and Wildlife Department
uniquement en réponse a des évenements de coloration de I'eau, de mortalité de poissons ou de
problémes respiratoires. La présence d’efflorescence de K. brevis est cependant moins fréquente
au Texas qu’en Floride. Il n’existe pas de réglementation spécifique ni de seuil relatif a la présence
de K. brevis et/ou de brévétoxines dans les eaux récréatives dans cet Etat.

L’Etat du Delaware continue de surveiller la cote de fagon réguliére (minimum de 2 fois par mois en
saison chaude et si possible pendant les mois froids) bien qu’il n’y ait pas eu d’efflorescence depuis
2007 (Bott 2014).

En Alabama, les eaux cotiéres sont surveillées régulierement tout au long de 'année ou en réponse
a des observations de mortalité de poissons ou de coloration de I'eau (Alabama Department of
Public Health).

Plusieurs réseaux de sciences participatives contribuent aussi a la surveillance des efflorescences
de Karenia le long des cotes. C’est le cas par exemple du « Citizen Monitoring program »7 dans le
Delaware qui delivre des mesures de phytoplancton aux autorités compétentes et aux scientifiques.

15 Florida Fish and Wildlife Conservation Commission-Fish and Wildlife Research Institute
16 hitp://research.myFWC.com

K https://www.citizen-monitoring.udel.edu
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7.1.1.2 Dispositif d’imagerie en flux

Le Texas est doté de deux instruments IFCB (Imaging FlowCytobot) qui capturent en temps réel et
de fagon automatisée des images de phytoplancton sur deux sites cétiers ('un depuis 14 ans, l'autre
depuis 3 ans). Ces instruments d’imagerie en flux associent vidéo a haute résolution et technologie
de cytométrie de flux. Les pigments contenus dans le phytoplancton produisent une fluorescence
qui déclenche I'enregistrement de la caméra IFCB avec une résolution permettant de visualiser des
organismes de 10 a 100 um. Ce systeme permet non seulement d’alerter de fagon précoce de la
présence d’efflorescence mais aussi d’avoir des informations sur la dynamique du phytoplancton.

7.1.1.3 Dispositifs de télédétection

Les données d’imagerie satellite de mesure de la chlorophylle-a (Chl-a) permettent de détecter la
présence de Karenia. Cependant, la télédétection n’étant a ce jour pas spécifique d’'une espéce (la
chlorophylle-a est présente dans Karenia mais aussi dans les vegétaux, les macroalgues, d’autre
microalgues et dans les cyanobactéries), cette méthode requiert une vérification sur site. A noter
qu’une signature unique de reflet de la Chl-a des Karenia est en cours de test.

Des algorithmes qui utilisent les modifications hebdomadaires en Chl-a, des courants et des vents
locaux permettent ensuite de prédire les développements et les déplacements des efflorescences
(Stumpf et al. 2003). Ces données sont diffusées dans un « bulletin HAB » par le NOAA pour alerter
la population via des notifications en ligne avec un délai de 3 heures.

Autre site d’'information: Harmful Algal Bloom Forecasting18.

7.1.1.4 Mesure des concentrations de toxines dans I'eau

Le lien entre la concentration en toxines (mesurée par LC-MS, ELISA, RBA) et le nombre de cellules
de K. brevis n’est pas encore établi. Les facteurs sont nombreux : les toxines libérées sont
solubilisées et photo-oxydées, ce qui peut modifier les mesures de concentration. La présence du
brévénal peut aussi agir sur les concentrations en toxines. L’état physiologique et la température de
I'eau peuvent modifier la production toxinique ou la conversion vers des métabolites a la toxicité plus
ou moins marquée. Ces mesures de toxines dans I'eau demandent du temps et du personnel, mais
de nouvelles approches méthodologiques, in situ, sont en cours de développement. A partir des
données de toxicité dans I'eau, des prédictions de mouvement ou des modéles mathématiques 3D
peuvent étre réalisés.

7.1.2 Surveillance et contréle sanitaire

7.1.2.1 Fermeture des zones de péche (surveillance des niveaux de toxines dans les
coquillages)

Le « National Shellfish Sanitation Program (NSSP) Model Ordinance »19 prévoit la fermeture des
exploitations conchylicoles lorsque des BTX sont retrouvées dans les chairs de coquillage a des
niveaux supérieurs a 20 US pour 100 grammes de coquillage, ou quand les comptages des cellules
du genre Karenia dans la colonne d’eau sont supérieurs ou égaux a 5000 cellules/L (sachant que
les niveaux de fonds sont au plus de 1000 cellules/L) (Food and Drug Administration (FDA) 2019).

18 https://coastalscience.noaa.gov/research/stressor-impacts-mitigation/hab-forecasts/

19 Guide for the Control of Molluscan Shellfish 2019 Revision : https://www.fda.gov/food/federalstate-food-
programs/national-shellfish-sanitation-program-nssp
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La réouverture des exploitations peut se faire apres analyse des coquillages (par test souris, < 20
US/100 g de chair, eq a 800 ug BTX-2/kg ou par test ELISA). Il est considéré que les coquillages se
détoxifient entre 2 et 6 semaines aprés la fin des efflorescences (retour au niveau du bruit fond de
1000 cell/L). A I'exception de la palourde d'eau salée (Chione cancellata) qui peut rester contaminée
pendant 1 an (Steidinger et al. 1998). Ces valeurs sont appliquées par les Etats membres de
I'Interstate Shellfish Sanitation Conference (ISSC), 'organe adminitratif du NSSP. A titre d’exemple,
elles sont reprises dans le Florida’s Biotoxin Control Plan, et rappelées sur le site web de la Florida
Department of Agriculture and Consumer Services aquaculture (FDACS)20, La FDACS collabore
avec le Fish and Wildlife Conservation Commission (FWC) pour mettre en ceuvre le National
Shellfish Sanitation Program Model Ordinance’s Marine Biotoxin Monitoring pour les NST.

Cette agence (FDACS) maintient un systéme d’alerte précoce dans les zones de prélévement de
coquillages. Suivant les concentrations en cellules, la FDACS ajuste son systéme de prélévement
et augmente la fréquence (Heil 2009). Ainsi, tout résultat supérieur a 5000 cellules/L déclenche la
fermeture de I'exploitation des zones conchylicoles (ou péche de coquillages), associé ou non a un
bio-essai positif (>20 US/100 g, eq a 800 ug BTX-2/kg). Pour limiter les impacts économiques, la
surveillance est individualisée a chaque zone (face au risque K. brevis) voire méme en sectorisant
certaines zones (mais en fixant une limite > 50 000 cellules/L dans les autres secteurs non
réouverts). Une mise en « quarantaine » de certains lots avec bio-essais négatifs (< 20 US/100 g,
équivalent a 800 pg BTX-2/kg) est possible. Mais cette possibilité est suspendue si le résultat dans
I'eau est > 50 000 cellules/L. Le transfert de coquillages vers des zones peu impactées par K. brevis
n’a pas été testé (risque de contamination de zones par K. brevis).

Un site listant les zones fermées a la péche est renseigné par la FDACS?2!,

La surveillance est un enjeu majeur a la fois de santé publique et économique. Ainsi, en 2007-2008,
un des plus importants épisodes a Karenia brevis (majoritairement) a été décrit (Wolny et al. 2015).
Cette contamination a impacté environ 400 km de cbte de Floride pendant 4 mois.

7.1.2.2 Surveillance des toxines dans les poissons

Il N’y a pas de mesure de surveillance des poissons exposés aux brévétoxines. Les niveaux de
toxines mesurés dans les filets de poissons ne suggérent pas de risque sanitaire selon le Fish and
Wildlife Research Institute. Aucun cas d’intoxication humaine lié¢ a la consommation de poissons
contaminés par les BTX n’a été rapporté a ce jour. Le GT note qu’il n’est cependant pas fait mention
du potentiel risque lié aux petits poissons consommeés entiers (avec les visceres).

7.1.2.3 Surveillance des aérosols et des eaux

A quelques exceptions prés, il n’y a en général pas de mesure spécifique de prévention en place
pour informer les visiteurs ou résidents de la présence d’une efflorescence et d’un risque potentiel
de santé publique. Les médias locaux (TV, journaux, radio) peuvent étre une source d’information.

Certains comtés en Floride ont mis en place un systéme de rapport en temps réel des conditions
des plages (real-time Beach Condition Reporting System ou BCRS), 2 fois par jour, et comprenant
la couleur de l'eau, les risques d’irritation respiratoire et la présence de poissons morts. Des
téléphones sont distribués aux maitres-nageurs et park rangers avec une application permettant de
rapporter les conditions environnementales. lls rapportent 2 fois par jour des symptoémes de toux,
présence de poisson morts, etc. Les données sont aussi partagées rapidement avec la NOAA
(Kirkpatrick et al. 2008). Le Florida Department of Health?2 conseille aux personnes souffrant de

20 http://www.floridaaquaculture.com
21 http://www.floridaaquaculture.com/SEAS/SEAS mngmt.htm
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problémes respiratoires graves ou chroniques, tels que I'emphyséme ou I'asthme, d'éviter les zones
affectées par les marées rouges.

Des volontaires recrutés parmi des maitres-nageurs utilisent des PDA (Personal Digital Assistant).
Les personnes utilisent les rapports en quasi temps réel pour adapter leur pratique et fréquentation
des plages. Les limitations du systéme sont : 1) le cot méme, s’il est minime par rapport aux gains
pour l'utilisation des plages, 2) certains comtés n’ont pas de maitres-nageurs « professionnels » ce
qui limite cette possibilité. Le systéme a fait ses preuves et il pourrait étre associé a des capteurs en
temps réel en mer pour rapprocher les rapports des maitres-nageurs a des données objectives.

L'utilisation d’'une « hotline » (941-BEACHES) ou en ligne (https://visitbeaches.org) est aussi
expérimentée. Les usagers des plages, surtout s’ils sont asthmatiques ou avec d’autres problémes
respiratoires, peuvent alors décider sur quelle plage se rendre. Ces sources sont bien connues des
résidents locaux, mais moins accessibles aux touristes (surtout s’ils ne lisent pas I'anglais). Ces
mesures restent limitées compte tenu de la dispersion par les vents et les conditions
hydrodynamiques des particules aérosolisées. Des conseils sont aussi dispensés, étant donné que
les toxines sont associées a des particules, I'exposition peut étre partiellement réduite par I'utilisation
de masques. De méme, les filtres de climatisation ont un effet protecteur.

Une expérience originale de sciences participatives a été initiée en Floride pour la surveillance du
risque liés aux brévétoxines. Ainsi en 2017, des volontaires sensibilisés a la culture scientifique ont
été formés a l'utilisation du HABscope (Hardison et al. 2019). L'utilisation d’'un microscope optique
relié a une tablette numérique permet I'analyse en temps réel d’échantillons d’eau. Les images sont
analysées par un systéme neuronal (learning machine) qui permet I'identification des Karenia. Le
seuil de détection est de 100 000 cellules/L, ce qui correspond au seuil pour lequel il existe un risque
respiratoire. Le HABscope détecte de fagon systématique les niveaux faibles, moyens et élevés de
cellules dans I'eau. L’expérience serait concluante méme s'’il y a une surestimation des faibles
concentrations et un risque de classer les concentrations modérées en fortes.

Eternuments ? Toux ?

Sneezing? (Coughing?

Yeux larmoyants ?

Vos symptomes peuvent étre liés a la marée rouge

Watery Eyes?

Your symptoms may be related to Florida Red Tide. de Floride
People with asthma or respiratory problems should avoid red tide Les personnes souffrant d'asthme ou de problémes respiratoires
areas especially when winds are blowing on shore. doivent éviter les zones de marée rouge, surtout lorsque le vent

( To speak to a health professional anytime, . souffle surle rivage.
I the Florida Red Tide Health Hotline Pour parler a un professionnel de I_a santé a _tout moment,
ik appelez la ligne d'urgence Florida Red Tide Health

STO,}ET 1-888-232-8635:: | 1-888-232-8635 (apper gratut

d

e Breathe Easv During a Red Tide Respirez bien pendant une marée rouge

Figure 39 : Affiche de prévention (et sa traduction) concernant les symptémes pouvant étre
associés aux marées rouges en Floride

Au Texas, trois critéres définissent une marée rouge (la coloration de I'eau, la présence de poissons
morts et I'apparition de difficultés respiratoires chez la population a proximité d’efflorescence). Si la
présence d’'une efflorescence est mise en évidence selon ces critéres, des échantillons d’eau sont
prélevés par le département d’Etat des services de santé, puis analysés et les densités cellulaires
classées (Tableau 16). L'Etat du Texas conseille aux touristes de prendre contact avec le
Département d’Etat des services de santé du Texas lors de leur voyage pour connaitre I'état des
plages.
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Tableau 16 : Effets possibles et seuils de classification appliqués aux USA pour K. brevis?3

Cellules/Litre de K.

Niveau p Effets possibles de K. brevis
brevis

Presente <1000 Aucun

Tres faible (a) 1001 -4 999 Eventuelle irritation respiratoire chez les personnes sensibles

Tres faible (b) 5000 - 10 000 Eventuelle irritation respiratoire chez les personnes
sensibles ; fermetures de la récolte de mollusques et de
crustacés

Faible (a) 10 001 — 49 999 Irritation respiratoire plus fréquente dans la population
générale ; mais pas répandue

Faible (b) 50 000 — 99 999 Irritation de la respiration plus fréquente ; mort possible de
poissons

Moyen 100 000 — 999 999 Irritation respiratoire fréquente dans la population générale ;
mort probable des poissons

Haut >1 000 000 Irritation respiratoire probable dans la population générale ;

mort probable des poissons ; décoloration de I'eau

Sur le site du gouvernement fédéral de I'Etat du Delaware 24, il est indiqué qu’en cas d’observation
d’efflorescence, il est conseillé de contacter le ministére des Ressources naturelles et du Controle
de I'environnement en charge des eaux récréatives. Un tableau présentant les possibles effets des
K. brevis est également proposé.

Lorsque des efflorescences importantes sont observées dans le Maryland?5, le public est informé
par différents médias notamment par un site internet « Eyes on the Bay ». Il n’existe pas de seuill
pour les eaux récréatives.

L’Etat de Géorgie26 recommande aux personnes dont la peau est sensible aux irritations de ne pas
se baigner dans une efflorescence de Karenia brevis. Aux baigneurs qui ressentiraient une irritation
lors d’'une baignade a proximité d’'une efflorescence, le gouvernement fédéral conseille de se rincer
soigneusement a l'eau douce et déconseille également de nager a proximité de poissons
morts.L'Etat de Georgie recommande le port d'un masque a filtre de particules pour atténuer les
effets irritants des aérosols contaminés et l'utilisation d'antihistaminiques en vente libre pour
diminuer les symptdmes respiratoires.

Il est conseillé également aux personnes ayant des problémes respiratoires (comme l'asthme ou la
bronchite) d’éviter les zones d’efflorescences, en particulier lorsque les vents soufflent en direction
du rivage. Siles personnes souhaitent cependant se rendre a la plage, il leur est conseillé d’emporter
leur inhalateur et en cas de symptdmes, de quitter la plage et de chercher un lieu climatisé.

23 D’aprés https://dnrec.alpha.delaware.gov/watershed-stewardship/assessment/recreational-water-

monitoring/red-tide/
24

https://dnrec.alpha.delaware.gov/watershed-stewardship/assessment/recreational-water-monitoring/red-
tide/

2 https://dnr.maryland.gov/waters/bay/Documents/HAB Management.pdf

2 https://www.gachd.org/programs-services/environmental-health-2/harmful _algal bloom hab/red-tide-algal-
blooms/
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Par ailleurs, le CDC (Centers for Disease Control and Prevention) a créé un systéeme de notification
volontaire (One Health Harmful Algal Bloom System,OHHABS?27) mis a la disposition des services
de santé publique des Etats et des territoires et de leurs partenaires de santé environnementale ou
de santé animale permettant de recueillir les informations sur les effets des algues nuisibles sur la
santé des Hommes et des animaux. Entre 2016 et 2018, seuls 10% des cas rapportés étaient en
lien avec une exposition via 'eau de mer.

7.2 Afrique du sud

Les lignes directrices relatives au suivi des eaux marines en Afrique du Sud ne contiennent pas de
recommandation de surveillance des K. brevis ou des brévétoxines (ministére de I'environnement
d’Afrique du sud 201228),

7.3 Australie et Nouvelle-Zélande

Comme pour plusieurs réglementations concernant les denrées alimentaires, I'Australie et la
Nouvelle-Zélande appliquent des normes et recommandations communes. Pour I'Australie, elles
peuvent s’appliquer a 'ensemble du pays ou a certaines provinces uniquement.

Ainsi, les régles les plus récentes ont été publiées dans un document guide « Marine Biotoxin
Management Plan » paru en ao(t 2015 (NSW Government 2015) applicable a 'ensemble du pays.

Ce plan de surveillance comporte plusieurs volets notamment la surveillance du phytoplancton
toxique mais aussi la teneur en brévétoxines dans les coquillages. Un document guide détaille
'ensemble du dispositif y compris les spécificités techniques de prélevements et d’analyses
(Victorian Fisheries Authority 2016).

Au niveau des seuils et des actions qu'ils déclenchent, le GT retient que pour K. brevis et les BTX :
- le seuil de déclenchement de I'analyse de BTX dans les mollusques est de 1000 cellules/L ;
- le seuil de déclenchement d’alerte pour la santé publique est de 5000 cellules/L ;

- le seuil de fermeture des zones de péche ou d’élevage est fixé pour les BTX a 200 US/kg de
chair (extraction a I'éther) pour 6 h d’observation maximum des souris.

Dans I'Etat de Victoria, le département des péches applique un guide spécifique?® (paru en 2015)
qui reprend en grande partie les recommandations du guide national australien. La concentration en
eq. BTX2 qui déclenche la fermeture est fixée a 0,8 mg/kg ou 200 US/kg (cette limite est aussi
appliquée par la Nouvelle-Zélande). L’approche analytique préconisée est une méthode physico-
chimique reposant sur la LC-MS/MS.

Pour le suivi du phytoplancton, le guide préconise une méthode avec un filet a plancton de maille
de 20 ym pour intégrer la colonne d’eau. La colonne d’eau intégrée est estimée grace a la hauteur
d’eau et au diametre du filet. Ce guide classe en 4 catégories les espéces de phytoplancton :

- al) espéces connues ou suspectées comme productrices de toxines et présentes dans les
eaux du sud-est australien (K. brevis et K. mikimotoi pour les NSP) ;

- a2) espéces présentes dans les eaux et productrices de toxines en Australie ou a
linternationnal (Karenia cf brevis, Gymnodinium aureolum, Karlodinium micrum pour les
NSP) ;

7 https://www.cdc.gov/habs/ohhabs.html

28 https://www.environment.gov.za/sites/default/files/legislations/summary_sa_water_quality_guidelines.pdf
29 https://vfa.vic.gov.au/aquaculture/publications/shellfish-quality-asurance/marine-biotoxin-management-plan
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- b) espéces potentiellement toxiques (non prouvé) mais présentes dans les eaux
australiennes ou ailleurs (Chattonella marina/antiqua, Fibrocapsa japonica, Heterosigma
akashiwo pour les NSP) ;

- c) autres espéces potentiellement toxiques hors Australie et potentiellement présentes en
Australie (Gymnodinium aureolum, Gymnodinium impudicum, Gymnodinium pulchellum,
Karenia bidigitata, Karenia brevisulcata, Karenia papilionacea, Karenia selliformis,
Karlodinium micrum pour les NSP).

La gestion des zones dans I'Etat de Victoria est plus détaillée que le guide national, et comprend 3
niveaux d’intervention en fonction de la concentration en cellules dans I'eau (cellules/L) (Tableau
17).

Tableau 17 : Action de gestion et seuils de déclenchement appliqués dans I’Etat de Victoria
en Australie

Identification et Analyse dans les Fermeture préventive en
Espéces avertissements coquillages attendant I'analyse des Réouverture
professionnels (cellules/L)  (cellules/L) toxines (cellules/L)

K. brevis 1000 2000 5000 2 résultats < 800 ugrkg
eq. BTX2 a48h
d’intervalle

100 000 250 000 Pas d'augmentation de

Aut(es . 300000 I'abondance de

espéces

phytoplancton

*Karenia mikimotoi, K. papilionacea, K. bidigitata, K. brevisulcata, K. selliformis, Flat, Australian species morphologically similar to K.
brevis or K. mikimotoi, Karlodinium micrum, Gymnodinium impudicum

Le suivi des eaux récréatives est également réalisé de fagon commune en Australie et en Nouvelle
-Zélande. Les recommandations sont regroupées dans des lignes directrices dédiées aux eaux
récréatives (eau douce et eau salée) « Guidelines for Managing Risks in Recreational Water ».

Le guide identifie les risques potentiels pour la santé a I'égard des différentes concentrations de K.
brevis (Tableau 18). Les concentrations sont basées sur les concentrations en K. brevis retenues
pour la fermeture de la récolte des mollusques (5 cell.mL") et aussi sur les reports de cas d'irritation
respiratoire. En effet, en Nouvelle-Zélande la surveillance de la contamination de I'eau par les
brévétoxines sur les sites ou sont pratiqués les activités nautiques, comme le surf, est réalisé par le
suivi de la concentration en toxines dans les coquillages car ces plages sont difficiles d’acceés et les
prélévements d’eau difficiles a réaliser pour les préleveurs (Rhodes 2001).

Tableau 18 : Effets possibles en fonction des seuils de K. brevis dans I’eau appliqués en
Australie et en Nouvelle Zélande

Niveau Karenia brevis cell.mL-! Effets possibles

Présente <1 Aucun

Tres faible >1-<5 Eventuelles irritations respiratoires

Faible 5-10 Eventuelles irritations respiratoires. Fermeture des récoltes de mollusques et
de crustacés

Moyen >10-<100 Irritations respiratoires et éventuelles mortalités de poissons

Haut 100-<1000 Irritations respiratoires et mortalités de poissons probables

Trés haut >1000 Méme effets que précédemment, avec une décoloration de I'eau

supplémentaire.

Source : Guidelines for Managing Risks in Recreational Water (2008)
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7.3 Mexique

Sur la céte du golfe du Mexique il y a des registres historiques indiquant la présence d’efflorescences
algales nocives depuis le XVII*™ siécle. Parmi ces registres, se trouvent ceux de Lopez Cogolludo
(1688) au Yucatan, de Lerdo de Tejada (1857) et de Nunez Ortega (1879) a Veracruz. Une revue
détaillée de ces aspects historiques a été faite par Magana et al. (2003).

Le réseau de surveillance des efflorescences algales toxiques du Mexique (RedFAN) a été créé
sous I'égide du Conseil National de Science et technologie (CONACYT) en 2014. Les principales
taches du réseau RedFAN sont : (i) de déterminer I'origine des efflorescences algales, (ii) d’évaluer
leurs effets sur les écosystémes, (ii) de caractériser leur impact sur la santé publique, et (iv) de faire
des propositions pour la gestion des efflorescences pour le bénéfice de la société et de ses activités
productives.

La teneur maximale de BTX fixée par le réseau RedFAN (20 US/100 g de chair de coquillage) est
identique a celle fixée par 'US-FDA. Au-dessus de cette limite, il est interdit de commercialiser des
coquillages. De nombreux épisodes de mortalités massives de poissons (totalisant plus de 240
tonnes) ont été rapportés de 1996 a 2014 sur les cétes mexicaines. Lors de certaines de ces
efflorescences, la concentration en K. brevis a atteint jusqu’a 8.10° cellules/L, avec une estimation
de la concentration en BTX de 325 US (Nufiez-Vazquez et al. 2016). Parallélement, ces
efflorescences ont impacté la santé humaine (Pérez-Morales et Band-Schmidt 2011). En effet, les
embruns marins porteurs de BTX ont provoqué chez les populations exposées en zone cotiére des
problémes de santé publique avec des irritations oculaires, de la bouche, de la gorge et du nez,
avec rhinorrhées, ainsi que des altérations respiratoires aigués.

Il N’existe pas de recommandation spécifique pour la surveillance des brévétoxines dans les eaux
récréatives au Mexique. En revanche, depuis 2009, trois sites ont été sélectionnés par le ministére
de la santé en collaboration avec le NOAA pour surveiller 'apparition des efflorescences de K. brevis
dans le Golfe du Mexique. Les résultats de ces suivis sont consultables en ligne sur le site du NOAA
(Aakeé-Castillo et al. 2011).

7.4 France

7.4.1 Surveillance des microalgues productrices de brévétoxines et composés
assimilés
7.4.1.1 Surveillance des microalgues en France métropolitaine

Le Réseau d’'Observation et de Surveillance du Phytoplancton et de I'Hydrologie dans les eaux
littorales (REPHY) mis en ceuvre par I'Institut Frangais de Recherche pour I'Exploitation de la Mer
(Ifremer) est chargé depuis 1984 d’observer 'ensemble des espéces phytoplanctoniques des eaux
cétieres et de recenser les événements tels que les eaux colorées, les efflorescences
exceptionnelles et les proliférations d’espéces toxiques ou nuisibles pour I'Homme ou pour la faune
marine.

La mise en ceuvre repose sur neufs LER (Laboratoires Environnement et Ressources de I'lfremer)
implantés sur treize sites répartis sur tout le littoral. La cohérence de I'ensemble est gérée par la
coordination nationale basée a Nantes. En particulier, la coordination rédige des documents de
prescriptions qui décrivent les modalités de la surveillance.

Le document cadre est le Cahier de procédure REPHY. Ce cahier décrit les objectifs, I'organisation
et le fonctionnement, les documents de référence, les stratégies d’échantillonnage, les méthodes
d’observation et d’analyse, les procédures qualite, la bancarisation des données ainsi que leur mise
a disposition (Belin et Neaud-Masson 2017).

Pour I'observation et le dénombrement, le manuel spécifique au REPHY s'appuie sur la norme NF
EN 15204, qui elle-méme s'inspire de la méthode Utermohl de référence (Uterméhl 1958), dont le
principe consiste a placer dans une chambre de sédimentation un sous-échantillon d'un prélévement
d'eau fixée au lugol, puis aprés sédimentation, d'identifier et compter les microalgues a I'aide d'un
microscope inversé (Neaud-Masson 2020).
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L'inventaire cartographique des lieux de prélevement disponible sur le site internet de I'lfremer est
mis a jour quotidiennement a partir du référentiel « lieux de prélevement » de la base de données
Quadrige. Il comprend un descriptif détaillé des lieux de prélévement actifs. Ce site permet le
téléchargement des couches cartographiques (http://www.ifremer.fr/surval2/ ).

Il n'y a pas de suivi spécifique des microalgues dans les eaux récréatives marines en France.

En résumé, les prélévements sont réalisés réguliérement, toute I'année, toutes les deux semaines
sur les 38 lieux de surveillance du réseau, sur lesquels I'analyse de la flore totale (toutes les espéces
présentes) est réalisée. Ce réseau est complété par 54 lieux échantillonnés mensuellement dans le
cadre de la Directive Cadre sur I'Eau (DCE) sur les quels sont dénombrées uniquement les espéces
toxiques ou nuisibles et les espéces dont I'abondance est > 100 000 cellules/L, ainsi que 85 lieux a
visée strictement sanitaire sur lesquels seules les espéces toxiques et nuisibles sont recherchées.
Ce qui constitue au total un réseau de 177 lieux répartis sur tout le littoral. Selon le contexte, en cas
d'alerte liée au phytoplancton toxique par exemple, la fréquence devient hebdomadaire.

Pour la majorité des lieux échantillonnés, aujourd'hui et depuis 2008 (mise en ceuvre dans le cadre
de la DCE), les prélevements sont réalisés en sub-surface (profondeur d’'1 m sous la surface). Pour
certains lieux, pour un suivi des gisements cotiers peu profonds, d'autres prélévements a visée
sanitaire s'y ajoutent au fond (& 1 m au-dessus du fond). Sur les donneés avant 2008, de nombreux
prélévements étaient effectués a mi-profondeur (c'était la pratique avant la DCE). Sur certains lieux
en Bretagne occidentale des prélévements ont été faits sur la colonne d'eau, par trait de filet a
plancton. Ces données qualitatives ne sont actuellement pas bancarisées dans Quadrige, et donc
non exploitées dans les paragraphes suivants.

Difficultés d’identification des espéces de Karenia

K. papilionacea présente des formes trés similaires a K. brevis. Morphologiquement, ces deux
espéeces peuvent étre confondues (Figure 40). En microscopie optique, I'angle entre les deux lobes
de I'nypotéque est un bon critere permettant de faire la diférence entre les deux espéces (K. brevis :
angle aigu vs K. papilionacea : angle obtus) (Figure 40).

Figure 40 : Comparaison morphologique entre K. brevis (a gauche) et K. papilionacea (a

droite). K. brevis en microscopie optique - FWC Fish and Wildlife Research Institue ; K. papilionaceae fixées au
lugol barre d'échelle =10 um, Amzil et al. (2021).

Par ailleurs, des confusions sont aussi possibles avec d'autres genres de dinoflagellés
gymnodinioides tels que : Karlodinium (Figure 41), mais aussi certain Gymnodinium, Takayama ou
Lepidodinium.

Pour des analystes novices, il est donc difficile de différencier ces genres. Il est, par ailleurs,
indispensable d'observer les cellules non-fixées, ce qui permet d'examiner des détails
morphologiques rendus invisibles ou modifiés sur des cellules fixées au lugol (Neaud-Masson et
Brun 2020).

Compte tenu de la confusion possible en microscopie optique, seule la biologie moléculaire peut
permettre une identification sdre.
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Plusieurs marqueurs sont actuellement disponibles : la région D1-D2 de la LSU du 28S ADNr, la
région hyper-variable V4 de la SSU (petite sous unité) du 18S ADNr ribosomale, ainsi que la région
intergénique ITS2 (entre 5.8S et 28S) sont les plus fréquemment utilisées dans les analyses
d’identification ou taxinomie moléculaire (Guillou et al. 2002; Nézan et al. 2014; Engesmo et al.
2016). Pour chaque région d’intérét, la construction standard ou spécifique d’amorces (en 5-3’)
permettra de discriminer a différents niveaux les organismes présents dans les échantillons : du
groupe, au genre (ex Karenia) ou a I'espéce (K. brevis vs K. mikimotoi) et ainsi de confirmer la
présence d’'une espece difficilement observable en microscopie optique. La méme démarche est
applicable pour détecter et identifier H. akashiwo (Bowers et al. 2006; Engesmo et al. 2016),
Chattonella spp et Fibrocapsa japonica, bien que les séquences déposées dans NCBI soient
beaucoup moins nombreuses, rendant plus délicate la construction spécifique d’amorces inter-
espéces.

Malgré ces difficultés, les formations dispensées aux analystes du REPHY ainsi que les réseaux
d'entraide et d'expertise mis en place permettent d'obtenir des données de plus en plus fiables sur
la présence des Karenia dans les échantillons d'eau.

B) K. mikimotoi

C) K. papilionacea
D) K. umbella.
E-F) Karenia sp2.
G) Karenia sp1.

H) Karlodinium armiger
1) K. decipiens

J) K. gentienii

K) K. veneficum

L) Karlodinium sp.
M) Takayama sp.

(N-P) Kareniaceae sp.

Figure 41 : Photos de cellules de Kareniaceae, et en particulier de Karenia (cadre rouge),

Karlodinium (cadre bleu) et Takaya (cadre vert) - Cellules fixées au Lugol (A-E, G, L-P), cellules vivantes
(F, H-K). Echelle = 10 pm (d’aprés Nézan et al. (2014))
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Difficulté d’identification des Chattonellaceae

La fixation au lugol est inadaptée pour l'identification des genres appartenant a la famille des
Chattonellaceae, mais nécessaire pour leur dénombrement apres leur identification sur des cellules
non-fixées. Les difficultés sont dues a la sensibilité des cellules a la fixation et a la chaleur de la
lumiére sous microscope :

- les flagelles sont souvent rapidement détériorés ;
- les détails de surface tels que les rainures deviennent lisses ou obscures.

Des confusions sont donc possibles entre ces différents genres, renforcées par une grande
variabilité de la forme des cellules.

Sur un échantillon fixé au lugol, la confusion est particuli€rement possible entre Fibrocapsa japonica
et Heterosigma akashiwo. Les espéces du genre Chattonella sont généralement plus grandes.

Sur les images de la Figure 42, et en particulier celles des cellules vivantes, la forme de la cellule
de F. japonica est ovale et comporte des mucocystes (organites en forme de batonnet servant a
capturer des proies par excrétion de filaments muqueux). Alors que celle d'H. akashiwo est allongée,
invaginée, et ne posséde pas de mucocystes. Les cellules de Chattonella sont quant a elles
oblongues en forme de goutte. La fixation au lugol déforme aussi plus ou moins les cellules de

Chattonella.

&

Fibrocapsa japonica Heterosigma akashiwo Chattonella marina
(L. 20-30 pm) (L. 10-25 pm) (L. 30-70 pm)

Figure 42 : F. japonica, H. akashiwo, C. marina au microscope optique non fixée (F. japonica et
H. akashiwo, barre d'échelle = 10 pm, Amzil et al. (2021) ; Chattonella marina - FWC Fish and Wildlife Research
Institue)

L’apport de la taxinomie moléculaire par amplification PCR et alignement des séquences des
fragments de génes ribosomaux 18S ADNTr, 28S ADNFr et régions intergéniques 5.8S ou ITS2 permet
d’identifier la présence des 3 espéces, comme le montrent les études de Guillou et al. (2002) et de
(Bowers et al. 2006). Une liste d’'amorces fréquemment utilisés est d’ailleurs notée dans I'étude
d’Engesmo et al. (2016).

7.4.1.2 Occurrences et abondances des espéces potentiellement productrices de
brévétoxine dans les données REPHY en France métropolitaine

Selon les experts, il n'y a pas de K. brevis dans les eaux frangaises. Quatre espéces ont été
détectées dans les eaux métropolitaines : K. mikimotoi, K. papilionacea, K. longicanalis et K.
brevisulcata. Les données sont disponibles dans la base de données SEANOE (REPHY 2019).

L’analyse présentée ci-aprés présente les traitements suivants :

- sous l'espéce Fibrocapsa japonica, ont été regroupées les données du genre Fibrocapsa,
genre qui ne renferme qu'une seule espéce.

- sous le genre Heterosigma, la majorité des microalgues sont identifiées comme H. akashiwo.
Il existe une autre espéce, H. minor, décrite en 2016, mais si elle a été présente dans les
échantillons, elle n’a probablement pas été reconnue par les analystes (cellule plus petite et
inconnue des observateurs).
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- concernant le label « Karenia brevis », selon les experts il n'y a pas de K. brevis dans les
eaux francgaises, aussi, les données indiquées comme « K. brevis + papilionaceae » et « K.
papilionaceae » sont toutes regroupées sous le label « K. papilionacea »

- Le label « Karenia (autres) » indique des microalgues dont I'espéce n’a pas été identifiée
formellement, mais qui n'est pas K. brevis, K. mikimotoi ou K. papilionaceae. Cependant,
certaines peuvent concerner K. papilionacea, ainsi les données sont sans doute sous
estimées.

Ainsi, les occurrences et abondances notables des 6 regroupements de microalgues susceptibles
de produire des brévétoxines ou des composés assimilés en France métropolitaine sont
synthétisées dans le Tableau 19 (données REPHY de 1987 a septembre 2020).

Tableau 19 : Détections des taxons potentiellement producteurs de brévétoxines (données
REPHY de 1987 a septembre 2020)

Nombre de Abondance Abondance Premiére année
détection maximale mesurée moyenne mesurée de détection

Karenia mikimotoi 5667 136 320 000 58 685 1987
Karenia papilionacea 471 470 000 1604 1987
Karenia (autres) 241 46 900 620 2008
Heterosigma akashiwo 893 132 960 000 189 297 1994
Fibrocapsa japonica 102 190 000 6291 1992
Chattonella 29 33700 1658 1993
Sur I'ensemble des microalgues 7403 136 320 000 67 973 1987

Sur la Figure 43, sont illustrés les différents lieux ou ont été détectés les 6 regroupements de
microalgues depuis 1987. L’analyse de ces cartes montre que les microalgues ont été présentes sur
toutes les fagcades maritimes métropolitaines.

Karenia papiionacea
®  Karenia (ni mikimotol, ni papilionaceae, ni brevis}

Karenia mikimotoi

Heterosigma EU FF.A BaseMap
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Figure 43 : Occurrence des Karenia papilionacea, autres Karenia, Heterosigma, Chattonella
et Fibrocapsa japonica (carte de gauche), et des Karenia mikimotoi (carte de droite),

recensées sur la période 1987 a aolt 2020 par le REPHY. [Carte produite le 09 novembre 2020 via
I'ECDC Geoportal, limites administratives : © EuroGeographics, © UN-FAQ]
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La Figure 44 illustre les occurrences des différents groupes de microalgues sur la période 2000-
aolt 2020. Depuis le début de la surveillance en 1987, les deux taxons les plus fréquents et qui ont
présenté les plus fortes abondances sont Karenia mikimotoi et Heterosigma akashiwo.

Fibrocapsa japonica et Chattonella sont beaucoup plus rares, mais comme indiqué au point 7.4.1.1,
ces taxons sont particuliérement difficiles a détecter et identifier avec les méthodes d’identification
sur critéres morphologiques au microscope. Il est donc possible que ces données soient sous
estimées.

Nombre d'occurrences cumulées par taxon par année de 2000 a 2020
tous les lieux REPHY
(nombre d'échantillons contenant un des taxons cibles)
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Figure 44 : Evolution des occurrences de K. mikimotoi, Karenia sp., K. papilionacea, H.
akashiwo, F. japonica et Chattonella spp. par année de 2000 a 2020

7.4.1.3 Résumé des occurrences et abondances des différentes espéces

e Karenia mikimotoi est une espéce répandue sur tout le littoral frangais métropolitain, de
maniéere sporadique en Manche et plus régulierement sur le reste du littoral. K. mikimotoi est
fréquemment observée dans les échantillons, son identification ne pose pas de probléme
aux analystes. Généralement présente a des concentrations de quelques centaines a
quelques milliers de cellules par litre, cette espéce a présenté des abondances
exceptionnelles a plusieurs reprises. En particulier en rade de Brest en 2002 avec plus de
136 millions de cellules/L, et en baie du Mont Saint-Michel en 2007 avec plus de quatre
millions de cellules/L.

e Karenia papilionacea est quasi absente en Manche mais réguliérement observée d’une a six
fois par an dans le Finistére, le sud Bretagne et en Méditerranée. Les concentrations ne
dépassent pas quelques centaines de cellules/L en Atlantique. En revanche, c'est en Corse
que l'on observe des abondances remarquables avec 470 millions de cellules/L en 2006
dans l'étang de Biguglia, et de 2006 a 2010 des abondances de plusieurs milliers de
cellules/L dans I'étang d'Urbino (maximum 54 400 cellules/L en 2007).
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e Heterosigma akashiwo est commune et régulierement observée en Manche et en Atlantique,
plus rare en Méditerranée. Généralement présente a des concentrations de quelques
centaines a quelques milliers de cellules/L, cette espéce a été particulierement abondante
en 1994 dans le Finistére (maximum > 132 millions de cellules/L) et en 2013 dans le
Morbihan (maximum de 3 millions de cellules/L).

e Chattonella spp. sont rarement présentes. Leur présence a été toutefois suspectée a une
concentration remarquable de 33 700 cellules/L en 2020 dans le Finistére.

o Fibrocapsa japonica est quasi absente en Manche et en Méditerranée, et trés
sporadiquement observé en Atlantique. Les concentrations sont généralement faibles, mais
en 2013 elles ont atteint un maximum de 190 000 cellules/L dans le Morbihan.

La carte en Figure 45 illustre la répartition géographique des abondances des microalgues
productrices de brévétoxines et molécules assimilées détectées sur la période 1987 - aolt 2020
(c’est-a-dire, Karenia papilionacea, Karenia (ni mikimotoi, ni papilionacea, ni brevis), Heterosigma,
Fibrocapsa japonica, et Chattonella).
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Figure 45: Abondances des Karenia papilionacea, autres Karenia (ni mikimotoi, ni
papilionacea, ni brevis), Heterosigma, Chattonella et Fibrocapsa japonica, recensées sur la

période 1987 a septembre 2020 par le REPHY. [Carte produite le 09 novembre 2020 via I'ECDC Geoportal,
limites administratives : © EuroGeographics, © UN-FAO]

Karenia papilionacea, bien que peu fréquente dans les observations (471 occurrences de 1987 a
2020), a montré des abondances supérieures a 20 000 cellules/L dans 5 échantillons en Corse
(Lagunes de Biguglia nord et de Palu) avec un maximum trés élevé de 470 000 cellules/L en ao(t
2006. Ces données ne peuvent pas étre rattachées a des données sur les toxines identifiées dans
les coquillages dans le cadre ’EMERGTOX, puisqu’il n'y a pas d'exploitation coquilliére de ces deux
étangs. En Corse, seul I'étang de Diana fait I'objet d'une surveillance triple du REPHY, REPHYTOX
et EMERGTOX.
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7.4.2 EMERGTOX — réseau de veille d’émergence des biotoxines marines dans les
coquillages

7.4.2.1 Objectifs du dispositif EMERGTOX

Le réseau EMERGTOX est mis en ceuvre, depuis janvier 2018, en complément du réseau national
de surveillance des toxines réglementées (REPHYTOX) et des plans de surveillance de la DGAL.
EMERGTOX a pour objectifs :

- la mise en évidence éventuelle d’'un danger lié a la présence dans les coquillages de toxines
connues réglementées et non réglementées, répertoriées en France ou pouvant étre
introduites en France via les eaux de ballast ou les échanges commerciaux entre pays ;

- lacquisition de données sur les principaux groupes de toxines lipophiles et hydrophiles
répertoriés au niveau international, pour contribuer a I'évaluation des risques liés a la
présence de toxines nouvelles ou émergentes dans les coquillages ;

- lidentification, en cas de détection de toxines non encore répertoriées en France, des
microalgues toxiques émergentes, via une expertise rétrospective des prélévements d’eau
associés aux points EMERGTOX, réalisés dans le cadre du REPHY.

Le réseau de veille démergence EMERGTOX couvre a la fois des besoins de recherche et de
protection du consommateur. Son déroulement complet est détaillé dans un cahier de prescription
EMERGTOX.

Les toxines suivies dans EMERGTOX sont les phycotoxines lipophiles dont les brévétoxines, les
cyanotoxines lipophiles, les phycotoxines hydrophiles (groupes des saxitoxines, de l'acide
domoique, des tétrodotoxines, de la B- Méthyl-Amino-Alanine (BMAA)) et les cyanotoxines
hydrophiles.

7.4.2.2 Organisation générale ’EMERGTOX

Le pilotage de ce réseau est assuré par un comité national, sous I'égide de la DGAL, composé de
membres représentant différents organismes et institutions nationaux (Anses30, DGAL3', DGS?32,
SpF33, DPMA34, Ifremer35, DEB?%). Le fonctionnement du comité de pilotage est détaillé dans un
protocole spécifique. Les résultats obtenus dans le cadre du dispositif EMERGTOX sont transmis
régulierement a ce comité de pilotage, notamment pour la prise de décision et les suites a donner
en matiére de gestion d’un risque éventuel pour le consommateur ou de mise en place d’études et
de recherches complémentaires. Il est rappelé que tout résultat permettant de suspecter un risque
sanitaire doit étre transmis a la DGAL dans les plus brefs délais.

Le réseau EMERGTOX concerne onze zones de production de mollusques bivalves réparties sur
tout le littoral frangais métropolitain. La Figure 46 donne la carte générale des lieux suivis dans le
cadre du dispositif EMERGTOX. La mise en ceuvre opérationnelle repose sur les laboratoires
d’lfremer (Laboratoires Environnement Ressources "LER", laboratoire Phycotoxines "PHYC") et le
LNR Biotoxines marines de I'Anses. Sur chacun des points, un prélévement mensuel de mollusques
est réalisé toute I'année, et fait 'objet d’analyses chimiques.

30 Anses : Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
31 DGAL : Direction Générale de I'Alimentation

32 DGS : Direction Générale de la Santé

33 SpF : Santé Publique France

34 DPMA : Direction des Péches Maritimes et de I'Aquaculture

35 [fremer : Institut Francais de recherche et d'exploitation de la mer

36 DEB : Direction de I'eau et de la biodiversité
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La cohérence de I'ensemble est gérée par une coordination nationale, assurée par I'lfremer et
chargée, en partenariat avec le LNR (Anses), de la programmation, du suivi opérationnel, de la
valorisation et de la diffusion des résultats. Des correspondants EMERGTOX, identifiés dans chaque
LER et au sein du LNR (Anses), sont les contacts privilégiés de la coordination nationale.
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Figure 46 : Carte générale des lieux suivis dans le cadre du réseau EMERGTOX (a la date de
novembre 2020)

7.4.2.3. Bilan EMERGTOX relatif a la détection des brévétoxines

La Figure 47 regroupe les résultats relatifs a la détection des brévétoxines dans les glandes
digestives (GD) de moules de Diana en Corse suivies depuis janvier 2018. Les brévétoxines (BTX-2
et/ou BTX-3) ont été détectées pour la 1% fois en France en automne 2018 et en hiver 2019, avec
un maximum de 57 ug BTX-2,3 par kg de chair totale de moules. Des traces de ces toxines (< LQ
de 70 ug/kg GD) ont également été détectées en automne 201937,

Des analyses complémentaires ont été réalisées dans le reste de la chair (parties autres que la
glande digestive) des moules contaminées de novembre et décembre 2018. En plus des moules,
des huitres ont fait I'objet d’'une analyse a la fois dans les GD et le reste de la chair. Ces analyses
n'ont pas montré la présence de BTX ni dans les restes de la chair des moules et des huitres ni
dans les GD des huitres.

%" Ces résultats ont été publiés par I'lfremer dans un article mis en ligne en juillet 2021, non disponible au
moment de I'expertise (Amzil et al., 2021).
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Figure 47 : Suivi mensuel des BTX (BTX-2 et BTX-3 cumulées) dans les moules de Diana en
Corse entre janvier 2018 et novembre 2020

Par ailleurs, une recherche rétrospective de ces toxines a été menée sur les échantillons du dispositif
"Vigilance " de 2015, 2016 et 201738. Aucune brévétoxine (BTX-2 ou BTX-3) n'a été détectée dans
les échantillons de 2016 et 2017. La BTX-3 a été mesurée a une concentration de 135 ng/g de GD
dans I'échantillon de novembre 2015.

La détection des BTX pourrait s'expliquer par la présence, en 2018 et 2019, de Karenia sp. et/ou
d’autres organismes producteurs potentiels de ces toxines (voir § 7.4.2.3.), dans les prélévements
d'eau effectués en paralléle des prélévements de coquillages. Des investigations complémentaires
sont donc nécessaires pour apporter des éléments de réponses sur l'origine de ces toxines. Il est
donc primordial d’identifier 'espéce ou les espéces de microalgues productrices de ces toxines dans
la lagune de Diana Centre en Corse.

7.4.2.3 Karenia spp. depuis 2018 sur les lieux REPHY associés a EMERGTOX

Sur les figures suivantes, sont représentées les abondances maximales mensuelles des
Heterosigma, Fibrocapsa, Chattonella, Karenia sp et Karenia papilionacea de 2018 a novembre
2020, sur les lieux associés aux lieux EMERGTOX pour lesquels au moins une espéce de Karenia
a été observée.

Les données sélectionnées comprennent : Karenia + Karenia papilionacea + Karenia mikimotoi.

38 Les échantillons des mois suivant ont été testés : 2015 : janvier, février, mars, avril, juin, juillet, aodt,
septembre, novembre et décembre ; 2016 : aolt, septembre, octobre, novembre, décembre ; 2017 : janvier,
février, mars, avril, juin, juillet, novembre, décembre.
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Abondances maximales des microalgues par mois et par lieu en 2018
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On constate qu'aucune présence des espéces cibles n'est enregistrée sur les lieux de la Manche
depuis 2018. Le lieu ou ces genres, et en particulier les Karenia, sont les plus fréquents et abondants
est dans I'étang de Diana en Corse.

Concernant l'espéce K. papilionacea en particulier, celle-ci n'a été observée qu'en baie de
Concarneau, d'Arcachon et surtout dans I'Etang de Diana toujours a de faible abondances
(maximum 700 cellules/L).

La Figure 49 présente les observations des Karenia dans |'étang de Diana de janvier 2018 a
décembre 2020. La détection de brévétoxines dans les coquillages de cet étang est pointée d'une
étoile rouge. Il reste a déterminer la relation entre les Karenia observées et les brévétoxines
détectées.

" e — " 46900 13600
Abondances des Karenia spp., K. papilionaceae et K. mikimotoi " B
sur I'étang de Diana de 2018 a 2020

2018 2019 2020
Figure 49 : Abondance mensuelles maximales des observations de Karenia spp. de janvier
2018 a décembre 2020 sur I'étang de Diana (Etoile rouge : détection de BTX dans les coquillages via

EMERGTOX).

Le taxon Karenia sp. A observé en novembre 2019, présent en forte concentration, correspond a
une espéce de Karenia qui n'est ni K. brevis, ni K. papilionacea, ni K. mikimotoi 39,

7.5 Autres pays européens

Le 17 septembre 2020, les Laboratoires Nationaux de Référence (LNR) européens ainsi que le
Laboratoire de Référence de I'Union Européenne (LRUE) ont été sollicités par e-mail, afin d’obtenir
des informations sur I'existence de programmes de surveillance des brévétoxines ou de Karenia
spp. Onze pays sur les 24 destinataires de cette demande ont répondu.

Actuellement, en Europe, aucun pays ne dispose d’un programme de surveillance des brévétoxines.
Néanmoins, Karenia spp. est suivie dans plusieurs pays.

- En Espagne, Karenia papilionacea a été observé en Catalogne dans le cadre d’'un
programme de surveillance phytoplanctonique. Toutefois, les brévétoxines n’ont pas encore
fait 'objet d’'un suivi (Diogene 2020, communication personnelle).

* Dans un article publié par I'lfremer en juillet 2021, non disponible au moment de I'expertise, il est indiqué
que les prélevements d’eau réalisés sur le site de I'étang de Diana ont permis de détecter la présence de
Karenia mikimotoi, Karenia papilionacea, Karenia longicanalis, une autre espéce de Karenia non identifiée,
Fibrocapsa japonica et Heterosigma akashiwo (Amzil et al., 2021).
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- AuDanemark, par le passé, les zones de production étaient fermées lorsque la concentration
en Karenia spp. dans les prélévements d’eaux était supérieure a 5.10° cellules/L (Lawrence
et al. 2011). Actuellement, quel que soit le groupe de biotoxines marines recherché, les
zones de production danoises sont fermées en se basant sur la teneur en toxines des
moules. Les brévétoxines ne sont toutefois pas recherchées. Le phytoplancton, dont Karenia
spp., fait néanmois toujours I'objet d’une surveillance (Jgrgensen 2020).

- En Grece, Karenia spp. est suivi depuis de nombreuses années, mais les brévétoxines n’ont
jamais été recherchées (Aligizaki 2020).

- En ltalie, a partir de 1976, plusieurs efflorescences algales ont été observées en Emilie-
Romagne (estuaire de lariviére Pb). Une surveillance du phytoplancton et des toxines a alors
été mise en place dans cette région. Les brévétoxines ont notamment été recherchées, suite
a l'observation de Karenia spp. (Milandri 2020). Les zones de production étaient fermées
lorsque les analyses de mollusques par bio-essai sur souris étaient positives en mettant en
ceuvre la méthode de McFarren et Bartsch (1960). De 1976 a 1987, plusieurs épisodes
intenses et répétés de marée rouge ont été observés sans survenue de cas d’intoxication. A
ce jour, ces mesures ne sont plus appliquées.

- Aux Pays-Bas, il 'y a pas de programme de surveillance en place. Toutefois, une étude
d’occurrence des brévétoxines a été menée en 2019 (Gerssen 2020) : 317 échantillons,
collectés entre janvier 2017 et février 2018 ont été analysés (216 moules, 48 huitres, 21
coques et 32 couteaux). La BTX-1, BTX-2, BTX-3, BTX-9, BTX-B5, Cys-BTX-A, Cys-BTX-A
S-oxyde et la Cys-BTX-1 glycine ont été recherchées. Les teneurs en brévétoxines dans
'ensemble des échantillons étaient inférieures a la limite de détection (150 pg/kg pour la
BTX-2 et la BTX-3 et 40 ug/kg pour la BTX-9).

- Au Royaume-Uni, Turner et al. (2015) ont indiqué que K. brevis n’a pas été détecté dans les
eaux mais que la présence de K. mikimotoi a été mise en évidence a de nombreuses
reprises.

Par ailleurs, les brévétoxines font partie des toxines émergentes suivies dans le cadre d’un
consortium international de onze groupes de recherche le long de I'Arc Atlantique européen. Ce
projet Alertox-Net est financé par le Fonds européen de développement régional « Interreg Espace
Atlantique »40

Un questionnaire a également été adressé aux membres de 'TENDWARE afin de recueillir les
différentes mesures qui auraient pu étre mises en place pour suivre les espéces de K. brevis et les
brévétoxines dans les eaux récréatives. Au 10 février 2021, il apparait qu'en Allemagne, au
Danemark, en Finlande, au Pays-Bas, au Portugal et en République Tchéque, aucun suivi de K.
brevis n’existe pour les eaux récréatives.

7.6 Recommandation du GT pour le suivi des microalgues et des
brévétoxines dans les coquillages

7.6.1 Recommandations de suivi des microalgues

Depuis 2008, la majorité des prélevements est réalisée en sub-surface (un metre sous la surface).
Selon Brand et al. (2012), les dinoflagellés pélagiques se déplacent dans la colonne d'eau, ce qui
implique la nécessité d'appliquer une procédure de prélévement qui intégrerait au mieux la colonne
d'eau.

40 https://www.alertox-net.eu/

page 135/210 Novembre 2021



Anses « Rapport d’expertise collective Saisine n°2020-SA-0020 « Brévétoxines »

La pratique de trait de filets verticaux sur la colonne d'eau pourrait étre mise en ceuvre assez
facilement, mais ne permettra pas aisément la récolte de données quantitatives. Pour obtenir des
données quantitatives sur la colonne d'eau, il conviendrait d’équiper les préleveurs d'un matériel
permettant d'intégrer I'eau brute de la colonne sans la concentrer. Il existe un matériel sophistiqué
dont le colt est trés élevé. Mais dans toutes les techniques d'intégration de I'eau de la colonne d'eau
il est trés difficile de les appliquer a des masses d'eau a fort courant (ce qui est le cas en Manche et
en Atlantique).

L'autre option consisterait a procéder a plusieurs prélévements a la bouteille a différents niveaux
dans la colonne d’eau. Les nombres de prélévements et les niveaux seraient a déterminer en
fonction de la profondeur maximale qui differe selon les lieux. Les différents prélévements seraient
ensuite mélangés. Le résultat du dénombrement de phytoplancton représenterait alors une
moyenne des différents niveaux prélevés.

La fréquence appliquée pour le REPHY (quinzaine en routine, ou hebdomadaire en cas de
dépassement du seuil d'alerte pour les microalgues productrices de phycotoxines réglementées)
semble adaptée : en effet, les prélévements de coquillages dans le cadre ’EMERGTOX étant
mensuels, deux prélévements d'eau précédent a minima celui des coquillages.

Les données disponibles a ce jour sont insuffisantes pour pouvoir proposer une concentration seuil
de microalgues (nombre de cellules par litre) applicable en France (plus particuli€rement en Corse)
dans le cadre ’EMERGTOX.

Pour pallier 'absence de seuil d’alerte pour Karenia spp en France, le GT recommande de passer
a une fréquence hebdomadaire en cas de quantification de BTX dans les coquillages sur un lieu
donné.

Concernant les analyses de I'eau, en premier lieu il s'avére nécessaire d'avoir un prélévement d'eau
brute non fixé pour pouvoir observer les cellules vivantes. En deuxiéme lieu, en cas de détection
d'espéces cibles, il sera fait appel a une structure experte en taxinomie des microalgues.

En cas de détection de BTX dans les coquillages et compte tenu de la difficulté a identifier par
microscopie optique les espéces de microalgues productrices de BTX (en particulier pour
différencier K. brevis de K. papilionacea) le GT recommande l'utilisation de biologie moléculaire
(amplification par PCR de plusieurs marqueurs moléculaires, au niveau des régions D1-D2 du 28S
ADNr, V4 du 18S ADNr ainsi que la région intergénique 1TS2).

Par ailleurs, concernant la situation en Corse, le GT recommande :
- d’isoler et de mettre en culture les espéces de microalgues potentiellement productrices de
BTX;
- d’investiguer la présence potentielle de microalgues productrices de BTX sur le ou les
autre(s) site(s) de production conchylicole, y compris en mer ouverte ;
- de déterminer un seuil d’alerte en microalgues productrices de BTX (qui déclencherait des
analyses de BTX dans les coquillages).

7.6.2 Recommandations de valeur guide dans les coquillages

Afin d’évaluer le niveau de protection apporté par la teneur maximale de 20 US/100 g (800 ug BTX-
2/kg de chair de coquillages), le GT a comparé I'exposition liée a la consommation de coquillages
contaminés a ce niveau avec les 2 « LOAEL aigués » retenues, sur la base de plusieurs hypothéses
de consommation (Tableau 20) (cf partie 5).
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Tableau 20 : Evaluation du caractére protecteur de la teneur maximale de 20 US/100 g (800
Hg BTX-2/kg de chair de coquillages ou 680 ug BTX-3/kg de chair de coquillages)

Hypothéses de consommation

Exposition correspondante a la
consommation de coquillages

contaminés a hauteur de la TM = 20

US/100 g de chair de coquillages

Dose minimale avec des symptomes
(« LOAEL aigué »)

400 g de coquillages 80 US/personne

Etude Consomer (huitres) 0,3-0,4 US/kg p.c.
P95=1824¢g 36,5 US/personne (Hemmert, 1975),
P97,5=255¢ 51 US/personne hypothése d’un poids

corporel de 70 kg

27-40,5 US/personne
(calculé parle GT sur
la base de McFarren

Etude Consomer (moules) = 21-28 US/personne | et al. (1965)
P95=200¢g 40 US/personne

P97,5=300g 60 US/personne Soit 1,02-1,36 ugeq | Soit 92-138 g eq.
Etude Consomer (palourdes) BTX-3/kg p.c. BTX3/personne
P95=50¢g 10 US/personne

P97,5=60g 12 US/personne

Les estimations reposent sur des hypotheses de calcul prises a la fois par les auteurs et par le GT, chacune
assortie d’une marge d’erreur difficile a estimer. Il convient donc de considérer les valeurs du Tableau 20 avec
un niveau d’incertitude moyen pour I'étude de Hemmert (1975) et fort pour I'étude de McFarren et al. (1965).

Sur la base de la « LOAEL aigué » de 0,3-0,4 US/kg p.c. rapportée par Hemmert (1975), avec
I'hypothése d’un poids corporel de 70 kg et d’'une consommation par défaut protectrice de 400 g de
chair de coquillages, le GT a calculé une teneur de 52,5-70 US/kg de chair de coquillages. Selon
Baden et Mende (1982), 1 US = 3,4 ug BTX-3, ce qui correspondrait a une concentration de 179-
228 ug eq. BTX-3/kg de chair de coquillages (donc 3 a 4 fois plus faible que la limite de 800 g
BTX-2/kg correspondant a 680 BTX-3/kg de chair de coquillages).

Sur la base de la « LOAEL aigué » de 27-40,5 US/personne calculée par le GT a partir de I'étude
de McFarren et al. (1965), avec I'hypothése d’une consommation par défaut protectrice de 400 g de
chair de coquillages, le GT a calculé une teneur de 67,5-101,25 US/kg de chair de coquillages, soit
une concentration de 230-344 ug eq. BTX-3/kg de chair de coquillages (donc 2 a 3 fois plus faible
que la limite de 800 ug BTX-2/kg correspondant a 680 BTX-3/kg de chair de coquillages).

En conclusion, la teneur maximale de 20 US/100 g de chair de coquillage (équivalente a 800 BTX-
2/kg de chair de coquillages) n’apparait pas suffisamment protectrice. Le GT recommande donc
une valeur guide de 180 ug eq. BTX-3/kg de chair de coquillages (correspondant a la somme
de I'ensemble des métabolites de BTX recherchés). L’application d’un facteur de sécurité
supplémentaire n’a pas été jugé nécessaire en raison des hypothéses protectrices prises pour les
calculs (consommation par défaut de 400 g de chair de coquillages et un poids corporel de 70 kg).

En cas de dépassement de cette valeur guide dans des moules ou des huitres en Corse (espéce
suivie dans EMERGTOX au point de Diana, seule zone touchée par les brévétoxines en France
métropolitaine a ce jour), le GT recommande :

- de faire une information active auprés des professionnels de santé pour renforcer la
détection de cas potentiels d’intoxication ;

- de rechercher les BTX dans les autres espéces de coquillages produits sur la zone
concernée ;

- de rechercher la présence potentielle de BTX dans les coquillages sur le ou les autre(s)
site(s) de production conchylicole, y compris en mer ouverte.

page 137 /210 Novembre 2021



Anses « Rapport d’expertise collective Saisine n°2020-SA-0020 « Brévétoxines »

Par ailleurs, le GT recommande d’identifier les périodes a risque en Corse au cours desquelles la
fréquence de prélévement des coquillages pourrait étre renforcée.

En cas de péche récréative dans la zone géographique a proximité, le GT recommande que ces
résultats soient pris en compte par le gestionnaire du risque.

Ces recommandations s’appliquent aussi en cas de dépassement de cette valeur guide dans des
coquillages d’autres zones de production que la Corse.

7.6.3 Recommandations sur la stratégie analytique dans les coquillages

Actuellement, dans le cadre du réseau EMERGTOX, seules les BTX-2 et BTX-3 sont recherchées
via la méthode multi-toxines en LC-MS/MS qui couvre plusieurs groupes de toxines lipophiles
réglementées et non réglementées au niveau européen. La mise en évidence des BTX en France
depuis 2018 doit conduire a élargir la recherche a d’autres brévétoxines.

Le GT recommande de mettre en place des approches complémentaires permettant de mieux
apprécier le risque sanitaire a I'égard de ces neurotoxines dans la chair totale des coquillages :

- untest ELISA pour le criblage des brévétoxines de type B des microalgues et des métabolites
formés dans la chair des coquillages, Cette approche permet de prendre en compte les
brévétoxines non analysables par LC-MS/MS faute de disponibilité commerciale des
substances de référence correspondantes ;

- une méthode d’analyse physico-chimique ciblée spécifique aux brévétoxines dont les étalons
sont disponibles en utilisant la LC-MS/MS. Le GT recommande par ailleurs de développer
une methode d’analyse permettant la recherche dans les coquillages de métabolites des
brévétoxines moins lipophiles, afin de pouvoir, le cas échéant, prendre en compte ces
derniers ;

- une analyse non ciblée utilisant la LC-HRMS pour disposer d’informations spectrales
permettant de cerner d’éventuelles nouvelles brévétoxines et/ou nouveaux métabolites ou
produits de dégradation.

La liste des brévétoxines que le GT propose comme prioritaires est constituée de : BTX-1, BTX-2,
BTX-3, BTX-B1, BTX-B2, S-désoxy-BTX-B2, BTX-B3, BTX-B4(a et b).

Le GT recommande que les analyses soient réalisées sur chair totale plutét que sur la glande
digestive (pour étre plus représentatif a des fins d’évaluation des risques).

7.6.4 Recommandations de suivi des toxines dissoutes

L’utilisation d’échantillonneurs passifs (Solid phase adsorption toxin tracking [SPATT]) et de résine
(notamment la résine Diaion HP-20) permettrait le suivi in situ des toxines dissoutes et donc
d’évaluer leur répartition spatio-temporelle. Ce systéme pourrait aussi étre testé comme systéme
d’alerte précoce de la présence de BTX.

7.6.5 Recommandations de surveillance épidémiologique

Le GT Toxines naturelles de la Direction des alertes et des vigilances sanitaires (DAVS) de 'Anses
a élaboré début 2021 une fiche de signalement pour les Centres Antipoison et de Toxicovigilance
(CAPTV) afin de recenser les cas d’intoxication par des biotoxines marines. Les brévétoxines sont
incluses a cette fiche.

Ce GT rédigera également une note afin d’'informer le réseau des Centres antipoison de 'émergence
des brévétoxines sur le littoral francais et des risques sanitaires associés, a une exposition par
inhalation d’embruns ou par contact cutané ou ingestion d’eau lors de la pratique d’activés
nautiques.
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8 Conclusions du groupe de travail

Les brévétoxines (BTX) correspondent a une famille de biotoxines marines lipophiles comprenant
une trentaine de métabolites dont la structure chimique est connue. A cela s’ajoute une trentaine
d’autres métabolites dont la formule brute et la structure développée n'ont pas été caractérisées
chimiquement ; ces métabolites sont généralement issus de la métabolisation par les coquillages.

Elles sont produites par des microalgues marines, principalement Karenia brevis. K. brevis n’a pas
été recensée sur le littoral frangais métropolitain a ce jour. D’autres microalgues sont suspectées de
produire des brévétoxines. C’est le cas de K. mikimotoi, K. bicuneiformis, Chattonella marina, C.
antiqua, Heterosigma akashiwo et Fibrocapsa japonica. Ces espéeces sont présentes sur les cotes
frangaises, mais leur capacité de production de brévétoxines n'a pas été confirmée, sauf pour K.
papilionacea, dont la production de BTX-2 a été confirmée en conditions de laboratoire.

Par ailleurs, ces microalgues produisent également d’autres toxines et métabolites secondaires qui
pourraient constituer un danger pour 'lHomme mais qui ne font pas I'objet de cette saisine.

Question 1. Quelles sont les données toxicologiques disponibles pour les
brévétoxines ? Permettent-elles a I’Anses de proposer des valeurs toxicologiques de
référence aigué et chronique par voie orale ?

Les données de la littérature sont trés limitées concernant I'étude chez I'animal de la toxicité aigué
par voie orale et ne permettent pas d’identifier une dose sans effet néfaste ni une dose minimale
avec effets néfastes. Le GT a identifié une seule étude réalisée chez la souris pour déterminer la
dose létale a 50 % (DLso) pour la BTX-2 et la BTX-3. La toxicité aigué a été étudiée par voie
intrapéritonéale et intraveineuse pour la BTX-1, la BTX-2 et la BTX-3. Les brévétoxines induisent
des symptdbmes neurologiques centraux et périphériques, cardiovasculaires, respiratoires : ils se
manifestent principalement par des fasciculations musculaires, une ataxie, une réduction de la
fréquence respiratoire, des troubles de l'activité cardiaque et une réduction de la température
corporelle. Des signes végétatifs — salivation, larmoiement, miction et défécation — complétent le
tableau neurologique.

Chez 'Homme, l'ingestion de coquillages contaminés par des BTX peut entrainer un syndrome
nommeé NSP pour « Neurotoxic Shellfish Poisoning ». Les symptdomes débutent généralement entre
1 h et 24 h aprés l'ingestion et peuvent persister jusqu’a 3 jours. Le syndrdbme NSP se caractérise
principalement par I'apparition de symptdmes neurologiques et digestifs. Plus précisément. Les
signes neurologiques comprennent essentiellement des paresthésies (lévres et extrémités des
membres), des vertiges, une asthénie, ainsi qu’une paralysie partielle des membres, des troubles
de I'élocution, une perte de coordination et un coma dans les cas les plus graves. Une inversion de
la perception de température, une mydriase ainsi que des troubles cardio-vasculaires (bradycardie,
hypotension artérielle) ont également été rapportés. Les signes digestifs incluent des douleurs
abdominales, nausées, vomissements et diarrhées. Aucun cas de déces n’a été rapporté a ce jour.

Quelques centaines des cas d’intoxication alimentaires ont été décrits et publiés dans des revues
scientifiques internationales a comité de lecture. lls sont survenus en Floride, en Caroline du Nord,
en Nouvelle-Zélande et au Mexique. Aucun cas lié a la consommation de poissons n’a été rapporté
a ce jour.

Le faible nombre de ces éveénements peut étre expliqué par la mise en place d’'une réglementation
relative a la commercialisation des coquillages via une surveillance de la présence des cellules de
K. brevis le long de la céte Est américaine en particulier du Golfe du Mexique, ainsi qu’en
Australie/Nouvelle-Zélande.

A partir des données de cas d’intoxications humaines liées a la consommation de coquillages
contaminés par les BTX, le GT a identifié deux doses minimales associées a des symptémes
(« LOAEL aigués ») : celle de 27-40,5 US/personne sur la base de McFarren et al. (1965) et celle
de 0,3-0,4 US/kg pc rapportée par Hemmert (1975). En équivalent BTX-3, les LOAEL seraient de
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92-138 ug eq. BTX-3/personne sur la base de McFarren et al. (1965) et 1,02-1,36 ug eq BTX-3/kg
p.c sur la base Hemmert (1975). Ces données sont toutefois trop limitées pour pouvoir établir une
valeur toxicologique de référence aigué (ARfD).

Les données de génotoxicité disponibles ont été estimées de qualité insuffisante pour pouvoir
conclure.

Compte tenu de la similitude entre les BTX et les ciguatoxines, des neurotoxines responsables de
la ciguatera dont les effets peuvent perdurer pendant des mois voire des années aprés exposition
aigué, le GT estime que des effets a long terme faisant suite a une exposition aigué ne peuvent pas
étre exclus.

A la connaissance du GT, aucune étude de toxicité par administration orale répétée n’est disponible,
il n’est donc pas possible de proposer une valeur toxicologique de référence chronique.

Les informations sont également manquantes concernant le potentiel toxique des BTX sur la
reproduction et le développement.

Question 2. Sur la base des données toxicologiques identifiées par I’Anses, est-il
possible de proposer une valeur guide dans les coquillages au-dela de laquelle des
investigations complémentaires seraient demandées dans le cadre du dispositif
EMERGTOX ?

Afin d’évaluer le niveau de protection apporté par la teneur maximale de 20 US/100 g
(800 pg BTX-2/kg de chair de coquillages), le GT a comparé I'exposition liée a la consommation de
coquillages contaminés a ce niveau avec les 2 « LOAEL aigués » identifiées, sur la base de
plusieurs hypothéses de consommation.

Le GT aretenu la BTX-3 comme BTX de référence dans les coquillages (et non la BTX-2). La BTX-3
est la BTX de référence pour le test ELISA, elle présente une DLs plus faible que celle de la BTX-2.
De plus, la BTX-2 est minoritaire dans les coquillages, en comparaison avec la BTX-3.

Sur la base de la « LOAEL aigué » de 0,3-0,4 US/kg p.c. rapportée par Hemmert (1975), avec
I'hypothése d’un poids corporel de 70 kg et d’'une consommation par défaut protectrice de 400 g de
chair de coquillages, le GT a calculé une teneur de 52,5-70 US/kg de chair de coquillages. Selon
Baden et Mende (1982), 1 US = 3,4 ug BTX-3, ce qui correspondrait a une concentration de 179-
238 ug eq. BTX-3/kg de chair de coquillages (donc 3 a 4 fois plus faible que la limite de 800 ug
BTX-2/kg correspondant a 680 BTX-3/kg de chair de coquillages).

Sur la base de la « LOAEL aigué » de 27-40,5 US/personne calculée par le GT a partir de I'étude
de McFarren et al. (1965), avec I'hypothése d’'une consommation par défaut protectrice de 400 g de
chair de coquillages, le GT a calculé une teneur de 67,5-101,25 US/kg de chair de coquillages, soit
230-344 ug eq. BTX-3/kg de chair de coquillages (donc 2 a 3 fois plus faible que la limite de 800
Mg BTX-2/kg correspondant a 680 BTX-3/kg de chair de coquillages).

Le GT estime que la teneur maximale de 800 ug BTX-2/kg de chair de coquillages n’apparait pas
suffisamment protectrice et recommande une valeur guide de 180 ug BTX-3/kg de chair de
coquillages (correspondant a la somme de I’ensemble des métabolites de BTX recherchés).

Question 3. Quelles modalités de suivi des brévétoxines dans le milieu marin
pourraient étre recommandées dans le cadre du dispositif EMERGTOX ? Quelles
investigations complémentaires seraient a réaliser en cas de dépassement de la
valeur guide ?

Suivi des microalgues productrices de BTX

Depuis 2008, la majorité des prélévements d’eau pour le REPHY est réalisée en sub-surface (un
meétre en dessous de la surface). Le GT recommande de mettre en place une procédure de
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prélévement qui intégrerait la colonne d'eau. Cette recommandation n’est pas spécifique a cette
saisine portant sur les BTX.

La fréquence appliquée pour le REPHY (quinzaine en routine, hebdomadaire en cas de
dépassement du seuil d'alerte pour les microalgues productrices de phycotoxines réglementées)
semble adaptée : en effet, les prélevements de coquillages dans le cadre EMERGTOX étant
mensuels, il y a au moins deux prélévements d'eau précédant celui de coquillages.

Les données disponibles a ce jour sont insuffisantes pour pouvoir proposer une concentration seuil
de microalgues (nombre de cellules par litre) applicable en France (plus particulierement en Corse,
seule zone touchée par les BTX en France métropolitaine a ce jour) dans le cadre ’EMERGTOX.

Pour pallier 'absence de seuil d’alerte pour Karenia spp en France, le GT recommande de passer
a une fréquence hebdomadaire en cas de quantification de BTX dans les coquillages sur un lieu
donné.

Concernant les analyses de I'eau, en premier lieu il s'avére nécessaire d'avoir un prélévement d'eau
non fixé pour pouvoir observer les cellules vivantes. En deuxiéme lieu, en cas de détection
d'espéces cibles, il sera fait appel a une structure experte en taxinomie des microalgues.

En cas de détection de BTX dans les coquillages et compte tenu de la difficulté a identifier par
microscopie optique les espéces de microalgues productirices de BTX (en particulier pour
différencier K. brevis de K. papilionacea) le GT recommande I'utilisation de biologie moléculaire
(amplification par PCR de plusieurs marqueurs moléculaires, au niveau des régions D1-D2 du 28S
ADNr, V4 du 18S ADNr ainsi que la région intergénique ITS2).

Par ailleurs, concernant la situation en Corse, le GT recommande :

- d’isoler et de mettre en culture les espéces de microalgues potentiellement productrices de
BTX;

- de rechercher la présence potentielle de microalgues productrices de BTX sur le ou les
autre(s) site(s) de production conchylicole, y compris en mer ouverte ;

- de déterminer un seuil d’alerte en microalgues productrices de BTX (qui déclencherait des
analyses de BTX dans les coquillages).

Suivi des BTX dans les coquillages

Le GT recommande une valeur guide de 180 ug eq. BTX-3/kg de chair de coquillages pour la somme
de I'ensemble des métabolites de BTX recherchés.

En cas de dépassement de cette valeur guide dans des moules ou des huitres en Corse (espéce
suivie dans EMERGTOX au point de Diana, seule zone touchée par les BTX en France
métropolitaine a ce jour), le GT recommande :

- de faire une information active auprés des professionnels de santé pour renforcer la
détection de cas potentiels d’intoxication;

- de rechercher les BTX dans les autres espéces de coquillages produits sur la zone
concernée ;

- de rechercher la présence potentielle de BTX dans les coquillages sur le ou les autre(s)
site(s) de production conchylicole, y compris en mer ouverte.

Par ailleurs, le GT recommande d’identifier les périodes a risque en Corse au cours desquelles la
fréquence de prélévement des coquillages pourrait étre renforcée.

En cas de péche récréative dans la zone géographique a proximité, le GT recommande que ces
résultats soient pris en compte par le gestionnaire du risque.

Ces recommandations s’appliquent aussi en cas de dépassement de cette valeur guide dans des
coquillages d’autres zones de production que la Corse.
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Actuellement, dans le cadre du réseau EMERGTOX, seules les BTX-2 et BTX-3 sont recherchées
via la méthode multi-toxines en LC-MS/MS qui cible plusieurs groupes de toxines lipophiles
réglementées et non réglementées au niveau européen. La mise en évidence des BTX en France
depuis 2018 doit conduire a élargir la recherche a d’autres brévétoxines.

Le GT recommande de mettre en place des approches complémentaires :

- untest ELISA pour le criblage des brévétoxines de type B des microalgues et des métabolites
formés dans la chair des coquillages, cette approche permet de prendre en compte les
brévétoxines non analysables par LC-MS/MS faute de disponibilité commerciale des
substances de référence correspondantes ;

- une méthode d’analyse physico-chimique ciblée spécifique aux brévétoxines dont les étalons
sont disponibles en utilisant la LC-MS/MS. Le GT recommande par ailleurs de développer
une methode d’analyse permettant la recherche dans les coquillages de métabolites des
brévétoxines moins lipophiles, afin de pouvoir, le cas échéant, les prendre en compte ;

- une analyse non ciblée utilisant la LC-HRMS pour disposer d’informations spectrales
permettant de cerner d’éventuelles nouvelles brévétoxines et/ou nouveaux métabolites ou
produits de dégradation.

La liste des brévétoxines que le GT propose comme prioritaires est constituée de : BTX-1, BTX-2,
BTX-3, BTX-B1, BTX-B2, S-désoxy-BTX-B2, BTX-B3, BTX-B4(a et b).

Le GT recommande que les analyses soient réalisées sur chair totale plutét que sur la glande
digestive (pour étre plus représentatif a des fins d’évaluation des risques).

Suivi épidémiologique

Le GT Toxines naturelles de la Direction des alertes et des vigilances sanitaires (DAVS) de 'Anses
a élaboré début 2021 une fiche de signalement pour les Centres Antipoison et de Toxicovigilance
(CAPTV) afin de recenser les cas d’intoxication par des biotoxines marines. Les brévétoxines sont

incluses a cette fiche, qui sera complétée dans un second temps pour les aspects liés a I'exposition
aux brévétoxines par inhalation et contact cutanéomuqueux.

Question 4. Compte tenu des données toxicologiques et au vu du contexte, existe-t-
il une préoccupation de santé publique aux niveaux de contamination identifiés dans
certaines zones marines frangaises liée a la consommation de coquillages?

Depuis la recherche des BTX dans le réseau EMERGTOX début 2018, des concentrations
quantifiées ont été rapportées uniquement dans des moules de I'étang de Diana (Corse). La
concentration maximale rapportée a ce jour est de 345 ug/kg de glande digestive pour la somme de
BTX-2 et BTX-3 en novembre 2020 (ce qui correspond4! a une valeur estimée a 57 ug/kg de chair
totale pour la somme de BTX-2 et BTX-3).

Le GT note que les concentrations des 2 BTX dans les coquillages ont augmenté de 20 pg/kg de
chair total en novembre 2018, 43,8 ug/kg en janvier 2019 a 57 ug/kg en novembre 2020.

Ces données sont trop limitées pour servir de base a une estimation de I'exposition alimentaire du
consommateur.

Les concentrations sont inférieures a la nouvelle valeur guide proposée par le GT (de 180 pg eq.
BTX-3/kg de chair de coquillages), mais le GT souligne qu’il peut y avoir une sous-estimation de la
teneur totale en BTX du fait que seules 2 BTX sur 'ensemble des métabolites potentiellement
toxiques ont été analysées dans EMERGTOX.

41 En faisant 'hypothése que les BTX se concentrent uniquement dans la glande digestive et sur la base de
résultats préliminaires réalisés en 2018 et 2019 sur la chair totale.
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C’est pourquoi le GT recommande d’élargir dés que possible la prise en compte des BTX suivantes :
pour I'analyse par couplage LC-MS basse ou haute résolution : BTX-1, BTX-2, BTX-3, BTX-B1,
BTX-B2, S-désoxy-BTX-B2, BTX-B3, BTX-B4(a et b).

Ainsi, le GT estime qu’une préoccupation sanitaire aprés exposition aigué ne peut pas étre exclue.

Enfin, le GT ne peut pas se prononcer sur les potentiels effets liés a une exposition répétée a des
concentrations faibles.

~

Question 5. Existe-t-il une préoccupation sanitaire liée a I’exposition aux
brévétoxines par un contact direct avec de I’eau contaminée notamment en cas de
baignade ou de pratique d’activités nautiques ou en cas d’exposition par inhalation
a des embruns ?

La contamination des milieux aquatiques survient principalement aprés la mort des cellules. Lors de
la lyse cellulaire de K. brevis, différents analogues de BTX sont alors libérés dans la colonne d’eau.
Il a été montré en conditions de laboratoire que la quantité moyenne de BTX produite in situ par K.
brevis est comprise entre 8 et 30 pg par cellule (Baden et Tomas 1988 ; Pierce et al. 2000).

La concentration des analogues dans I'eau de mer varient selon la phase du cycle des
efflorescences (croissance, stationnaire ou déclin), l'intensité des efflorescences, le site ou elle se
développe et les conditions environnementales (Baden et Tomas 1988 ; Baden et al. 2005 ; Pierce
et al., 2003, 2008, 2011). La BTX-2 et la BTX-3 semblent étre présentes a des concentrations plus
élevées dans I'écume (respectivement 1900 ug.L" et 1200 pg.L™") que dans la colonne d’eau (zone
de déferlement-respectivement 20 ug.L" et 4 ug.L™") (Pierce et al. 2003).

La concentration en BTX dans les aérosols collectés sur la plage dépend quant a elle de la
concentration en BTX présente dans la zone de déferlement, de la vitesse et de la direction du vent
ainsi que de I'exposition de la plage (Pierce et al. 2003 ; Backer et al. 2003 ; Cheng et al. 2005 a et
b). En fonction de la localisation des efflorescences a la surface de I'eau (« surf zone », vagues
déferlantes) et de la force et vitesse du vent, les concentrations en BTX dans les aérosols varient,
de méme que leur distribution sur la plage et dans les terres.

Comme dans les échantillons d’eau, les BTX-1,- 2, -3 et BTX-B5 sont majoritairement retrouvés
dans les aérosols. Tout comme dans la colonne d’eau, la composition en BTX dans les aérosols
varie au cours des phases de I'efflorescence (Roszell et al. 1989). Pendant les phases stationnaires
et décroissantes de l'efflorescence, les concentrations de BTX-1 et BTX-2 dans l'air diminuent
considérablement et celles de BTX-3 augmentent.

Plusieurs études décrivent les symptdmes observés lors de I'exposition a des embruns contenant
des BTX : éternuements, rhinorrhée et irritation de la gorge (Cheng et al. 2004; Cheng et al. 20053;
2005b; Fleming et al. 2005; 2007;2009 ; Milian et al. 2007; Pierce et al. 2003; 2005; 2008). Les
symptémes apparaissent de quelques minutes a quelques heures (< 24 h) aprés I'exposition et se
résorbent généralement dés que les individus quittent la zone contaminée. La localisation
anatomique des symptdmes suggére un dépdbt de BTX dans les voies aériennes supérieures. Les
symptémes se déplacent des parties supérieures vers les parties inférieures de I'arbre respiratoire
et s’accentuent en fonction de 'augmentation de la concentration en BTX dans I'air (Backer et al.
2003). Une exposition a des concentrations atmosphériques de lI'ordre de 3 a 5 ng.m™ sont
suffisantes pour observer des symptdmes des voies respiratoires supérieures. Des concentrations
en BTX de 30 a 40 ng.m™ sont nécessaires pour provoquer des symptdmes en lien avec une atteinte
des voies respiratoires inférieures, notamment chez les personnes asthmatiques.

Les irritations respiratoires ne sont pas les seuls symptomes observés lors d’une efflorescence de
K. brevis. Les aérosols contaminés par des BTX qui se déposent sur le visage et la peau peuvent
également causer des irritations cutanées et oculaires (Kirkpatrick et al. 2004).

A ce jour, aucune efflorescence liée aux Karenia brevis n’a été identifiée sur les cotes frangaises
métropolitaines. Le suivi systématique de cette microalgue et/ou des brévétoxines dans le cadre du
contrdle sanitaire des eaux de baignades en eau de mer n’est donc pas préconisé.
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En revanche, compte tenu de la présence sur les cotes francaises métropolitaines de différents
producteurs potentiels de brévétoxines, les experts recommandent la mise en place d’'un systéme
de surveillance participative, par des acteurs de terrain (association sportive, maitre-nageur, etc.)
basée sur une surveillance visuelle de la variation de la coloration de I'eau. Un tel systéme de
surveillance a déja fait ses preuves lors du suivi des cyanobactéries en eau douce (Mitroi et al.
2020).

Du fait de la présence de différentes espéces potentiellement productrices de brévétoxines sur les
cétes francaises depuis plusieurs années les experts préconisent, si une efflorescence de ces
microalgues est mise en évidence sur les cétes francaises, d’instaurer les mesures
suivantes :
- ldentifier les espéces présentes dans I'efflorescence ;
- Sila présence de producteur de brévétoxines est avérée :
o estimer les abondances cellulaires et les concentrations en toxines dans I'eau et dans

I'air ;

o interdire la baignade et la pratique des activités de loisirs nautiques a proximité de
I'efflorescence ;

o recommander le port de protections respiratoires (masques) a proximité des plages
affectées ;

o informer les populations a risque et notamment les personnes asthmatiques et les
femmes enceintes des risques liés a la présence d’efflorescence de ces microalgues ;

o en cas de contact avec ces microalgues et de sensation d’irritation, sortir de I'eau et se
rincer soigneusement avec de l'eau ;

o sensibiliser les professionnels de santé susceptibles de rencontrer des personnes

présentant des symptdbmes évocateurs d’une intoxication par les BTX (médecins
généralistes, urgentistes, SAMU, CAPTV).

Suivi épidémiologique

La présence de brévétoxines dans les eaux marines frangaises est une problématique émergente
peu connue des professionnels de santé et de la population générale. Une fiche d’information et de
signalement devrait étre mise a disposition des différents acteurs professionnels de santé et de
tourisme (écoles de loisirs nautiques, centres de plongée, postes de secours des plages, préleveurs
d’eau du contrble sanitaire des eaux de baignade, retraités, pharmacies du bord de mer, médecins,
centre Anti-Poison, etc.)

Cette note d’information rédigée par I'’Anses permettra d’'informer le réseau des Centres antipoison
de I'émergence des BTX et des risques sanitaires encourus sur le littoral frangais lors d'une
exposition par inhalation d’embruns ou par contact cutané ou ingestion d’eau lors de la pratique
d’activés nautiques.
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9 Besoins de recherche

Le GT a identifé un manque de connaissances et recommande les pistes de recherche suivantes.

Concernant les données de toxicité

L’effet des BTX doit faire I'objet d’'une étude de toxicité orale aigué selon la ligne directrice
424 de I'OCDE (OCDE 1997a) pour I'étude de la neurotoxicité (administration unique,
période d’observation de 14 jours), chez le rongeur, permettant la description de 'ensemble
symptomes cliniques visibles (en particulier les altérations du comportement telles que
'hyper-réactivité), I'évaluation la plus compléte de paramétres biologiques (paramétres
respiratoires et cardiovasculaires, suivi de la température interne, effets gastro-intestinaux)
pour déterminer la relation dose-effet Une telle étude permettra de définir un effet critique
d’intoxication aigué, permettant d’identifier une dose sans effet comme point de départ pour
dériver une valeur toxicologique de référence. Cette recommandation s’applique en priorité
a la BTX-3, et dans un second temps aux autres BTX majoritaires dans les coquillages.

Une étude comparable devrait &tre menée par exposition aux BTX par voie respiratoire.

Afin d’obtenir des résultats fiables et consolidés concernant le potentiel mutagéne et
génotoxique de BTX, la stratégie selon une approche par étapes telle que recommandée par
'EFSA (2011) doit étre mise en ceuvre, en commencant par la batterie de base de tests in
vitro suivante : 1) un test d’Ames*2 (essai de mutation reverse bactérienne) selon la ligne
directrice 471 de 'OCDE, 2) une étude d’aberrations chromosomiques, préférentiellement le
test in vitro du micronoyau selon la ligne directrice 487 de 'OCDE. La BTX considérée
comme la plus pertinente en tant que BTX de référence devant faire I'objet de cette
évaluation est la BTX-3. Le potentiel des autres métabolites majoritaires présents dans les
coquillages devrait également étre investigué.

Il conviendrait d’acquérir des données toxico-cinétiques de la BTX-3 par exposition orale
chez le rongeur selon la ligne directrice de ’TOCDE 417 (OCDE 2010).

Des études de toxicité subaigué/subchronique doivent également étre envisagées. Elles
seront réalisées par administration orale réitérée, de 28 ou 90 jours sur rongeur selon les
lignes directrices 424, 407 ou 408 de I'OCDE. Cette recommandation s’applique
prioritairement a la BTX-3, et dans un second temps aux autres BTX majoritaires dans les
coquillages. La toxicité chronique des BTX doit également étre considérée dans des études
chez le rongeur.

Le caractére toxique des bréveétoxines pour le développement et le neuro-développement
doit faire 'objet d’'une étude visant a identifier les conséquences d’une exposition de femelles
gestantes aux brévétoxines par voie orale sur sa descendance (lignes directrices de 'OCDE
414 et 426).

Les métabolites présents dans les coquillages pour lesquels il n’'y a pas de données sur le
potentiel toxique devraient étre isolés et identifies (élucider leur structure chimique). lls
devraient étre produits en quantité suffisante pour pouvoir étudier leur potentiel toxique in
vitro (RBA et/ou neuro-2a).

Des études de toxicité relative par rapport a la BTX-3 pour les BTX maijoritaires dans les
coquillages devraient étre réalisées pour déterminer des facteurs d’équivalence toxique
(TEF).

42 Une attention particuliére devra étre portée en cas d’'un test négatif avec une dose maximale analysable
< 250 ug/boite, qui est la limite de sensibilité estimée pour la plupart des mutagénes pertinents dans le test
d'Ames. Dans ce cas, le test dAmes devra étre considéré comme insuffisamment pertinent et le potentiel
d’'induction de mutation génique devra étre évalué sur des cellules de mammiféres par exemple, a I'aide du
test MLA/TK (OCDE 1997b).
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L’effet des mélanges de métabolites mériterait d’étre investigué.

L’étude d’exposition par inhalation chez les rongeurs devrait étre poursuivie en recherchant
'ensemble des signes d’intoxication (neurotoxiques, musculaires, cardiovasculaires,
thermiques) observés avec d’autres voies d’exposition (oral, i.p).

Des études pour déterminer les effets d’'une exposition par contact cutané d’'une eau ou
d’aérosols contaminés par les brévétoxines devraient étre mises en place.

La toxicité des métabolites BTX pour une exposition a court, moyen et long terme via le
contact cutané ou I'inhalation devrait étre étudiée.

Concernant les méthodes analytiques, il conviendrait :

de produire et de rendre disponible un plus grand nombre d’étalons et de matériaux de
référence de brévétoxines et de leurs métabolites.

de développer des méthodes d’analyse physico-chimiques basées sur la spectrométrie de
masse et permettant d’ajouter aux brévétoxines natives leurs métabolites les plus polaires,
afin de pouvoir les prendre en compte lorsqu’ils sont présents dans les coquillages.

de mener des études de validation intra- inter-laboratoires en bonne et due forme (AOAC ou
ISO) afin d’apprécier la fiabilité des méthodes physico-chimiques, biochimiques et
biologiques.

Le développement des méthodes analytiques est nécessaire pour la recherche de BTX dans
les échantillons d’urine ou de sang pour confirmer les cas d’intoxication humaine.

Concernant la surveillance

Il conviendrait d’étudier la cinétique de contamination/décontamination des coquillages par
les BTX (avec des souces de microalgues productrices de BTX identifées en Corse).

Une étude écophysiologique des microalgues productrices de BTX identifées en Corse est
recommandée en vue de déterminer les facteurs environnementaux favorisant la prolifération
cellulaire et la production de toxines.

Des travaux de recherche permettant une meilleure compréhension des conditions de
développement des espéces produtrices de brévétoxines et la confirmation de leur capacité
a produire ces toxines doivent étre entrepris ;

Il est nécessaire de recueillir des données d’occurrence des différentes especes de
producteurs potentiels de brévétoxines dans les territoires ultra-marins (en particulier les
Caraibes) et d’étudier la contamination des coquillages ;

L’étude des toxines dissoutes avec des échantillonneurs passifs (qui donnent une vision
intégrative de la situation) permettrait de mieux identifier les zones impactées.

Le GT recommande de rechercher s’il y a des mortalités de poissons associées dans les
zones géographiques proches. Il serait pertinent d’analyser des échantillons de poissons
prélevés dans la zone impactée par la présence de BTX (muscles et foies).

En cas de survenue de cas d’intoxication alimentaire par les BTX, un suivi des patients
permettrait de détecter un éventuel effet persistant (séquelles).

Un suivi environnemental des sites de baignade situés a proximité des points de surveillance
du REPHY ayant mis en évidence les années précédentes la présence de producteurs de
brévétoxines devrait étre mis en place. Ces prélévements et analyses réguliers d’eau et d’air
permettraient de recueillir des données afin de définir, par la suite, si un risque lié a la
présence de brévétoxines existe en France dans les eaux récréatives et/ou dans les
embruns.

Une base de données communes au REPHY, a la DCSMM, Sise baignade permettrait de
mutualiser les informations relatives a la qualité des eaux de baignade et de prévoir
I'apparition de dangers émergents dans les eaux récréatives francaises.
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- Les travaux de Tester et al. (2008) montrant une corrélation entre 'abondance de K. brevis
et la chlorophylle-a dés que la concentration cellulaire en K. brevis est supérieure a 5000
cell.L™" sont a confirmer.

- Pour la baignade et les activités récréatives, si un épisode d’efflorescence est détecté en
France, il conviendrait :

o de mettre en place un suivi environnemental afin de comprendre les conditions de
transport des aérosols (a proximité de I'efflorescence et le cheminement a l'intérieur
des terres) ;

o de collecter des données de concentration de toxines dans l'air afin d’établir des
relations dose-réponse ;

o de déterminer un seuil d’alerte dans I'eau pour les différents producteurs de
brévétoxines et/ou une concentration limite en brévétoxines dans I'eau.

Concernant les mesures de protection, un masque chirurgical serait suffisant pour limiter I'exposition
aux embruns contaminés. Cependant, il est reconnu que pour se protéger de particules présentes
dans les aérosols, 'usage d’'une protection respiratoire de type FFP2 est beaucoup plus efficace.
Une étude de l'efficacité des différents types de masque est a réaliser selon la population visée
(population générale, professionnel, personne asthmatique, etc.).

Date de validation du rapport d’expertise collective par le groupe de travail (le 29 janvier 2021)
par le CES ERCA pour les questions 1 a 4 (le 10 février 2021), par le CES « Eaux » pour la
question 5 (le 06 juillet 2021).
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Annexe 1 : Lettre de saisine

2020-SA-0020

MINISTERE DE L’AGRICULTURE ET DE
L’ALIMENTATION

Direction Générale de I'alimentation
Service de I'Alimentation

Sous-direction de la Sécurité Sanitaire des
Aliments

Bureau des produits de la mer et d'eau douce

251 rue de Vaugirard
75732 Paris cedex 15

Dossier suivi par : Mathilde PALUSSIERE
Tél. : 01 49 55 60 44

Mél : bpmed.sdssa.dgal@agriculture.gouv.fr

Réf. : SDSSA/BPMED/19-140 ﬁg i G G 10

COURRIER ARRIVE
30 JAN. 2020

EJ ! DIRECTION GENERALE

Liberté « Egalité « Fraternité
REPUBLIQUE FRANGAISE

MINISTERE DES SOLIDARITES ET DE LA SANTE

Direction Générale de la santé

Sous-direction de la prévention des risques liés a
I'environnement et a I'alimentation

Bureau de I'alimentation et de la nutrition
14, avenue Duquesne
75350 Paris 07 SP

Dossier suivi par : Mélanie PICHEROT
Tél.: 0140 56 54 24

Mél : melanie.picherot@sante.gouv.fr

Le Directeur Général de I'Alimentation

et

Le Directeur Général de la Santé

a

Monsieur le Directeur Général
de I'’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail

4 rue Pierre et Marie Curie
94701 Maisons-Alfort Cedex

14 JAN. 2020

Paris, le

Objet : demande d’avis de I’Anses quant a la toxicité aigiie et chronique des brévétoxines susceptibles
d’exposer le consommateur a un risque par ingestion, par inhalation ou par contact

Conformément a l'article R. 1313-1

du code de la santé publique, nous sollicitons '’Agence

nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail pour réaliser une
expertise relative a la toxicité aigué et chronique des brévétoxines produites par des microalgues
marines et susceptibles d'exposer le consommateur a un risque sanitaire par ingestion de
coquillages contaminés, d’exposer le baigneur ou toute personne pratiquant une activité nautique a
un risque sanitaire par contact avec de I'eau contaminée ou d'exposer un individu a un risque

sanitaire par inhalation d’embruns.
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Les brévétoxines (BTX) comprennent de nombreux composés produits par le dinoflagelié
Karenia brevis. Elles peuvent s'accumuler dans la chaine alimentaire, notamment dans las
coguillages, sur lesquels elles n'ont pas d'effet. Elles sont toxigues pour certains animaux : elles
peuvent provogquer des mortalités massives de poissons, d'oiseaux et de mammiféres marns.

Les BTX sont responsables chez humain d'un syndrome MNSP (neurotoxic shellfish
paisonning). Les symptdmes commencent 15 minutes 8 3 heures aprés ingestion de coguillages et
persistent généralement pendant quelques heures. |ls sont & la fois nerveux et gastro-intestinaux.
Cette intoxication n'est pas fatale, mais certains cas nécessitent une hospitalisation. Des symptémes
peuvent également apparaitre & la suite d'une exposition a des aérosols ou a de 'eau contaminée,
en cas de bloom important ; ils sont alors respiratoires et oculaires (imitation) et regressent en
guittant la zone contaminée. Hormis les patients ayant des problémes respiratoires prealables, la
récupération est compléte et rapide.

Des épidémies liées a la présence de BTX ont eu lieu en Nouvelle-Zélande, en Australie, au
Japon, dans le golfe du Mexigue et le long de |a cote atlantique des USA, Aucun cas n'a été recensé
en Europe, mais des Karenia sont présentes dans les eaux européennes.

En France, de nombreuses toxines non réglementées sont suivies dans le cadre du dispositif
de veille d'émergence des biotoxines marines (EMERGTOX). Les BTX sont incluses dans ce
dispositif depuis début 2018, Elles ont &té mises en évidence en Corse en novembre 2018 dans des
moules (117 pgikg de glande digestive), simultanément a la présence de Karenia spp.

La FAQ en 2004 n'a pas pu &tablir I'ARD' orale, tout comme 'EFSA dans son évaluation
de 2010°.

&'il n'existe pas de limite officielle en Europe, les USA® le Mexique® et la Nouvelle-Zélande®
ont dé&fini un seuil a 800 pg d'eq. BTX2 { kg de chair de coquillages.

Dans ce contexte, je souhaite gue I"Agence puisse répondre aux questions suivantes :

1. Quelles sont les données toxicologiques disponibles pour les brévétoxines ? Permettent-alles
a l'Anses de proposer des valeurs toxicologiques de réfarance aigué et chronique par voie orale 7

2. Sur la base des données toxicologiques identifides par 'Anses, est-il possible de proposer
une valeur guide dans les coquillages au-deld de laguelle des investigations complémentaires
seraient demandées dans le cadre du dispositif EMERGTOX 7

3. Quelles modalités de suivi des brévétoxines dans le milieu mann pourraient étre
recommandeées dans le cadre du dispositif EMERGTOX 7 Quelles investigations complémentaires
seraient a réaliser en cas de dépassement de la valeur guide 7

1 Acute Reference Dose, ou dose de réference aigle

¢ Scientific Crpinion on marine biotoxins in shellfish — Emerging toxins: Brevetoxin group, EFSA Panel on
contaminants in the Food Chain (CONTAM), EFSA Joumnal 2010; 8{7):1677.

? Fish and Fishery Products Hazards and Controls Guidance, Fourth Edition — August 2019, Appendix 5.
FDaA and EFA safety levels in regulations and guidance, FDA

hittpes:Faenw. fda . gowimed 28040 0tdownload

4 NOM-021-SSA1-1993: Especificacionas sanitarias de 108 moluscos bivalvos frescos-refmigerados y
congelados,

hlt:'?mw tao. orgifisheny/sharedfaclextrans. jsp?xp_FAOLEX=LEX-FAQC013357 &g _faolexLang=E&xp_lang=en
5 Animal Products Natice: Regulated Control Scheme - Bivahe Molluscan Shellfish for Human Consumpbon,
2 August 2018, Ministry far Primary Indusiries

hittpa-ifwew. mpi.govt. nz/dmsdocument’30282-animal-products-notice-regulated-control-sche me-bivalve-molluscan-
shallfish-for-human-consumplion-2013
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4. Compte tenu des données toxicologiques, et au vu du contexte, existe-t-il une préoccupation
de santé publique aux niveaux de contaminations identifids dans certaines zones marines frangaises
lidqe & la consommation de coquillages 7

5. Existe-t-il une préoccupation sanitaire lige & l'exposition aux brévétoxines par un contact
direct avec de I'eau contamingée notamment en cas de baignade ou de pratique d'activités nautigues
ou en cas d'exposition par inhalation a des ambruns 7

Une réponse de votra part pour les questions 1 & 4 est souhaitée sous 10 mois. La question
5 n'ayant pas &té¢ prévue au programme de travail 2020 de 'Anses pourra étre traitée dans un
second temps.

Le Directeur Géndral de ralimentation

Bruno FERREIRA
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Annexe 2 : Sélection des articles

Revue systématique

Données bibliographiques relative a la
toxicité aigué et chronique des BTX

Reference saisine Anses

2020-SA-0020

Thémes

ADME /Toxicité humaine / in vivo / in vitro

Recherche n°1

Base de données n°1

SCOPUS

Phrase de recherche

TITLE-ABS-KEY (Brevetoxin)

Date 14/05/2020
Nombre de références trouvées 853
Recherche n°2

Base de données n°2 PUBMED

Phrase de recherche

"Brevetoxin"[All Fields]

Date 14/05/2020
Nombre de références trouvées 460
Elimination des références en double

Nombre total de références (somme des bases de | 1313
données)

Nombre de références en double détectées par| 338
EndNote

Nombre de références sans les références en double | 975
détectées par EndNote

Références trouvées en double par le rédacteur 187
Nombre final sans les références en double 868

Date

14/05/2020 — mise a jour 19/02/2021

Premiére étape de sélection (titre et résumé)

Nombre de références exclues car ne répondant pas | 203
aux critéres d’inclusion

Toxine autre que les brévétoxines 67
Synthése chimique de brévétoxines 76
Langue autre que francais et anglais 7
Total (exclues) 353
Nombre de références retenues pour la 2" étape | 515
de sélection

Ecotoxicité 86
Exposition 32
Génotoxicité 5
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Méthodes analytiques et chimie 130
Microalgue productrice de brévétoxines 44
Surveillance 5
Toxicité humaine 28
Toxicité in vitro et récepteurs 121
Toxicité in vivo et articles de revue 64
Date 31/05/2020 — mise a jour 19/02/2021
Seconde étape de sélection (articles en entier)
Incluses Exclues Ajoutées par les
Réunion du GT BTX du 15/07/2020 experts du GT BTX
pendant I'expertise
Ecotoxicité 81 5 30
Exposition 32 0 0
Génotoxicité 4 1 16
Méthodes analytiques et chimie 95 35 37
Microalgue productrice de brévétoxines 36 8 68
Surveillance 5 0 19
Toxicité humaine 16 12 12
Toxicité in vitro et récepteurs 96 25 22
Toxicité in vivo et articles de revue 40 24 8

Nombre total de références (sans doublons)

- , 603
incluses dans I’analyse

Critéres d’inclusion lors des étapes de sélection des articles :
- Etudes sur les brévétoxines et composés assimilés
- ADME
- Toxicité chez 'lHomme
- Toxicité in vivo
- Toxicité in vitro
- Données d’exposition

Critéres d’exclusion :
- Toxine autre que les brévétoxines
- Article sur la synthése chimique de brévétoxines
- Langue autre que francgais et anglais
- Articles non disponibles en entier

Critéres d’inclusion pour faire I'objet d’une fiche détaillée de lecture :
- Etude de toxicité d’intérét pour I'élaboration d’'une valeur toxicologique de référence
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Annexe 3 : Grilles de lecture des études clés identifiées par le GT

Auteurs, Année
dela
publication,
Titre

Baden & Mende. 1982. Toxicity of two toxins from the Florida red tide marine dinoflagellate,
Ptychodiscus brevis. Toxicon 20 (2), 457-461

Type d’étude

Toxicité aigué

Respect BPL -
lignes
directrices

Non indiqué

Nom de la
toxine

T17 (BTX-3) et T34 (BTX-2)

Substance test

Fractions purifiées et reconstituées (recristallisation) et considérées comme « homogénes »

Our purification procedures have resulted in the preparation of two homogeneous lipid-
soluble toxins from laboratory cultures of P. brevis. As previously reported, T34 is obtained
in a crystalline state; yield 5.6 + 0.7 mg/10° cells (BADEN et al., 1981). The further purification
of T17 described in this report has resulted in the elimination of u.v.-absorbing non-toxic
materials. A small amount of a material with a yellow color co-purifies with T17, but was
separated when T17 was precipitated from ethanol solution by the addition of water. T17 is
initially obtained as a fluffy white powder ; yield 1.5+ 0.3 mg/10° cells. Recrystallization from
ethanol/acetone solution produced T17 as colorless needles. Following crystallization, each
toxin migrates uniformly in the thin-layer chromatographic systems listed in Table 1.

Pureté Non indiquée
Espéce Souris
Souche Swiss

Sexe Femelle

Age Non indiqué
Poids 18-21¢
Nombre 5

d’individus par
groupe

Témoin Groupe contréle pour chaque voie d’administration (véhicule)

Concentrations | 0,025 a 10.0 mg/kg en fonction de la voie d’administration — 6 concentrations testées
en toxine

Volume i.v: 0,1 ml ; volume non indiqué pour i.p et orale

Véhicule i.v, i.p et orale : solution saline (0 ,9% NaCl)

Voie i.v : veine caudale ; oral : gavage apres anesthésie a I'éther ; i.p

d’administration

Fréquence
d’administration

1 administration (DLso)

Durée

24h
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Autres Jelne hydrique et alimentaire 16h avant expérimentation. Solution de glucose 20% pour minimiser
traitements stress et perte de poids

Paramétres DL50, symptomes, cinétique d'action

étudiés

Analyse DL50 avec intervalle de confiance (95%)

statistique

Description de | In mice T17 is more potent than T34, regardless of the route of administration (Table 2).T17

I'effet induced tremors, followed by marked muscular contractions or fasciculations, Straub tail
phenomenon, a period of labored breathing and death. Mice injected with T17 exhibited the SLUD
syndrome, i.e. salivation, lacrimation, urination and defecation (THAMPI et al., 1966}
Hypersalivation was the most pronounced symptom, while copious urination and defecation were
also common. Compulsory chewing motions and rhinorrhea were occasionally

present at higher dosages. T34 intoxication was similar, although the chewing and hypersalivation
were not expressed. Muscular fasciculation was present, but was less pronounced as compared to
T17.

Injection i.v. achieved rapid systemic distribution and produced immediate effects, whereas i.p. and
oral administration was associated with latent (30 min and 5 hr respectively) response. With respect
to the comparative lethalities of each, several points are noteworthy. T17 is approximately 2-fold
more potent by i.v. administration than by i.p. injection, implying that this agent is partially detoxified
or excreted in the bile during the first passage through the liver. This apparently is not the case for
T34, for which the i.v. and i.p. lethalities are identical.

DL50 TABLE 2 ACUTE LETHALITY OF T17 AND T4 BY DIFFERENT ROUTES OF ADMINISTRATION
Acute 24 hr
Route of LDsg
administration T17 (mg/kg) T4
Intravenous 0.094 (0.075-0.116) 0.20 (0.17-0.25)
Intraperitoneal 0.17 (0.14-0.21) 0.20 (0.15-027)
Oral 0.52 (0.37-0.73) 6.6 (29-1438)

Results are shown as means (95% confidence limits).

NOAEL/LOAEL | Aucune

Qualité de Satisfaisante (note ToxRTool de 15/21, Toxicological data Reliability assessment Tool,
I'étude https://ec.europa.eu/jrc/en/scientific-tool/toxrtool-toxicological-data-reliability-assessment-tool )

Commentaires | Compte-tenu de la date de réalisation de cette publication (1982), cette étude est assez
satisfaisante. La limite tient dans la pureté de chacune des toxines, puisque le protocole retenu ne
permet pas de quantifier le %. La cinétique d’action n’est pas indiquée précisément. Enfin,
I'exposition par voie orale a été réalisée sous éther, ce qui constitue une limite a l'interprétation de
symptémes neurotoxiques. Cependant, les autres voies d’exposition ne présentent pas cette limite.

Etude a retenir | Oui
pour I'expertise

Date de 15.11.2020
relecture
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Annexe 4 : Formation des aérosols

Les aérosols marins sont issus de l‘interaction entre le vent et les vagues. L‘'écoulement du vent au-
dessus de la mer est ralenti par la surface marine (Demoisson 2014). Les frottements engendrent
de la turbulence mécanique a l‘origine de la formation et du développement des vagues. Leur taille
est déterminée par l'intensité et la durée du vent ainsi que par la distance sur laquelle il souffle, la
topographie du fond de I'océan et la forme de la plage. Plus le vent est fort, plus I'action des vagues
est grande. Lorsque la vitesse du vent est supérieure a 5 m.-s™', des vagues sont formées a la
surface des océans. Ces vagues grandissent puis déferlent. Quand une vague déferle, de l'air est
entrainé sous la surface de I'eau (jusqu’a 10 m de profondeur) et forme, en remontant a la surface,
un nuage de bulles (Demoisson 2014 ; Claeys 2016). Les aérosols marins sont générés en partie
dans cette zone par un processus indirect « d’éclatement des bulles » ou sont directement arrachés
par le vent aux crétes des vagues (Figure 50) (Demoisson 2014).

Les bulles formées sont les premiéres responsables des émissions d’aérosols marins en éclatant a
la surface (Figure 50) (Blanchard et Woodcock 1980 ; Demoisson 2014). Lorsqu’elles remontent a
la surface, elles peuvent s’enrichir de matiéres, dissoutes ou particulaires (Blanchard 1989). Les
bulles chargées éclatent ensuite a la surface en produisant plusieurs centaines de gouttelettes de
taille comprise entre le nanométre et le micrométre (Quin et al. 2015). L’écume formée a la surface
des océans est également génératrice d’aérosols dont la concentration en composés organiques,
minéraux et microbiologiques est plus importante que dans les aérosols formés dans les vagues
(Quin et al. 2015). Selon '’humidité relative, les aérosols restent soit sous forme de gouttes liquides,
soit s’asséchent et deviennent des particules de sel marin (Blanchard 1989).

La quantité d’aérosol formé est négligeable quand la vitesse du vent est en dessous de 3 4 4 m. s’
(Blanchard 1989) mais lorsque les vents forcissent et passent sur une grande zone de déferlement
(« surf zone »), ils peuvent capter autant d'aérosols que dans les ouragans (Blanchard, 1989). Les
aérosols, en fonction de la taille des particules qui les composent, peuvent étre transportés sur de
longues distances et rester dans I'atmosphére pendant plusieurs jours voire plusieurs semaines
(Gong et al. 1997 ; Demoisson 2014). Les plus grosses gouttelettes, émises par des vents forts (>
9 m. s ™), qui sont directement arrachées a la créte des vagues (Monahan et al. 1986) vont rester
dans des zones plus proches de leurs zones d’émission. La salinité et la température de I'eau
peuvent aussi influencer les émissions d’aérosols marins en raison de leurs effets sur la tension
superficielle, la viscosité et la densité de I'eau (Thorpe et al. 1992; Callaghan et al. 2012 ; Lewis et
Schwartz 2004).

Cheng et al. (2005 a et b) a montré que la taille des aérosols marins suit une distribution biphasique
dont le premier pic, représentant les fines particules, se situe a 0,1-0,2 ym et le deuxiéme pic,
représentant les plus grosses particules, est compris entre 2 et 30 um.

Lewandowska et al. (2017) a confirmé que les toxines du phytoplancton présent a la surface de la
mer peuvent s’aérosoliser aprés la lyse des cellules. Les aérosols marins sont donc composés de
sels, de fragments de cellules et des toxines. (Pierce et al. 1988). lls peuvent étre inhalées et avoir
un impact sur la santé humaine (Landsberg 2002 ; Ferrante et al. 2013).
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Figure 50 : Différentes voies possibles de formation des aérosols marins le long de I'interface
air-mer due a l'interaction entre le vent et les vagues. (adaptée de Varlas et al. 2021)
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Annexe 5 : Analyse des données concernant I’étude du potentiel mutagéne
et génotoxique des brévétoxines (par Fabrice Nesslany)

Préambule
Un total de 9 publications abordant la mutagenése et la génotoxicité des BTX a été retrouvé lors de
la recherche bibliographique :

1. Gonzalez-Romero et al. 2017
Sayer et al. 2005
Sayer et al. 2006
Murrell 2008 (PhD Thesis)
Radwan & Ramsdell 2008
Phillips 2009 (PhD thesis)
Murrell et Gibson 2011
. Leighfield et al. 2009
9. Murrell et Gibson 2009

L’'objectif du présent rapport est d’analyser et de discuter des résultats obtenus dans ces
publications, puis de conclure sur la mutagenése et la génotoxicité des brévétoxines (BTX) intégrant
la nécessité d’études complémentaires, le cas échéant.

©® N ok wd

Ainsi, ce rapport est découpé en 3 parties principales :
- Analyses des données de génotoxicité et de mutagenése
Il- Discussion sur 'ensemble des données de génotoxicité et de mutagenése
- Conclusion

. Analyses des données de génotoxicité et de mutagenése
1) ALTERATIONS PRIMAIRES DE L’ADN
a. Adduits a ’ADN

Dans un systéme acellulaire, aprés 18 h d'incubation a 37°C de BTX-6 a 200 uM avec 2 nucléosides
isolés, I'analyse radio-immunologique (RIA, « radioimmunoassay ») a mis en évidence la possible
formation d'adduits avec la cytidine et dans une moindre mesure avec la guanosine, adduits qui ne
sont pas observés dans le groupe controle (Radwan et Ramsdell 2008).

Les auteurs ont ensuite montré qu’aprés une exposition de 18 h a 37°C d’'une suspension de
cellules. pulmonaires de rat (lignée RFL-6), la quantité d'adduits en présence de BTX-243 (35 uM)
était environ 4 fois supérieure a celle retrouvée en présence de BTX-6 (115 vs 34 pg équiv. BTX6/ug
d'ADN). La LC-MS a permis d'identifier des adduits BTX2-cytidine mais pas d'adduits formés avec
la BTX-6.

Dans cette méme étude, des rats méales [Crl:CD(SD)IGS BR VAF/Plus] ont regu de la BTX-2 (groupe
1) ou de la BTX-6 (groupe 2) a 45 ug/kg de poids corporel par instillation intratrachéale (bolus). La
dose maximale étudiée a été fixée d’aprés les résultats d’'une étude préliminaire qui a permis de
déterminer la dose maximale tolérable pour BTX-2. Les rats du groupe contréle (groupe 3) ont regu
le méme volume de véhicule. Les rats ont été sacrifiés 24 h aprés le traitement, et les poumons ont

43 La BTX-2 est métabolisée au niveau hépatique et forme I'époxyde du cycle H (i.e., BTX-6)
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été prélevés immédiatement et maintenus congelés a -80°C jusqu'a I'extraction de I’ADN, puis aprés
hydrolyse, les adduits ont été purifiés, concentrés avant analyse par RIA ou par chromatographie
liquide LC-MS. En termes de résultats, 24 h aprés l'exposition, une moyenne de 136,3 ng
d'équivalents BTX-3/g de tissu pulmonaire a été mesurée pour le BTX-2, alors que prées de 2 fois
plus a été mesuré chez les rats exposés au BTX-6. Les analyses RIA de I'hydrolysat d'ADN ont
montré une formation d'adduits environ 4 fois plus importante induite par I'exposition au BTX-2 (24
vs 6 pg équiv. BTX3/ug d'ADN). Par LC/MS, des adduits BTX2-guanosine, BTX2-adénine et BTX2-
adénosine ont été mis en évidence a partir de 'ADN des cellules pulmonaires alors qu'aucun adduit
de BTX6 n'a été identifié.

Les auteurs ont conclu que, in vitro, la BTX-2 forme des adduits d'ADN avec la cytidine aprés
traitement de cellules pulmonaires isolées, et forme des adduits a 'ADN avec I'adénosine et la
guanosine aprés exposition intratrachéale

Commentaires

De fagon générale, les cancérogénes génotoxiques modifient la structure de 'ADN, principalement
par des liaisons covalentes aux sites nucléophiles. Ces lIésions sont appelées « adduits » a 'ADN.
La réplication de 'ADN contenant des adduits non réparés peut soit engendrer des modifications de
séquences (mutations) dans les molécules d'ADN filles nouvellement synthétisées, soit des
réarrangements de ’ADN qui se manifestent par des aberrations chromosomiques. L’interprétation
des taux d’adduits doit tenir compte de leur persistance, elle-méme dépendante de la stabilité du
produit, des systémes de réparation et de la fréquence de renouvellement des macromolécules et
de la cellule cible.

Les résultats de cette étude sont exprimés de fagon qualitative, en comparant le « rapport
d’induction » suite a un traitement avec la BTX-2 vs la BTX-6. Il n'y a pas d’'information quantitative
précise des adduits de I'ADN (par exemple, x adduits pour 107 ou 108 nucléotides) et aucune
comparaison a des groupes non traités n’a été effectuée. On peut considérer qu'’il s’agit d’'une
identification d’adduits (spécifiques) qui pourrait étre utilisé comme marqueur d’exposition par
exemple. En effet, il est admis que les adduits a 'ADN peuvent étre utilisés comme des indicateurs
de "exposition biologique réelle.

Enfin, dans une approche de type « poids des preuves », les adduits in vitro et in vivo ont un poids
faible (tableau 1).

44
Tableau 1 : Poids des résultats de génotoxicité selon le systéme d’essai (selon Brusick et al, 2016)

Endpoint Negligible
Weight

Moderate High Weight
Weight

DNA bindina (adduct formation) in vitro

DNA bindina (adduct formation) in vivo

SSB/DSB in vitro (includina comet)

SSB/DSB in vivo (includina comet)

SCEs in vitro

SCEs in vivo

Oxidative DNA Damaae in vitro

44
Brusick D, Aardema M, Kier L, Kirkland D, Williams G Genotoxicity Expert Panel review: weight of evidence

evaluation of the genotoxicity of glyphosate, glyphosate-based formulations, and aminomethylphosphonic
acid. Crit Rev Toxicol. 2016 Sep; 46(sup1):56-74.
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Oxidative DNA Damaae in vivo (detection

DNA repair effects in vitro

DNA repair effects in vivo

Micronuclei in vitro

Micronuclei in vivo (includina human

Chromosomal aberrations in vitro

Chromosomal aberrations in vivo

Gene mutation in bacteria (Ames Test)

Gene mutation mammalian in vitro

Gene mutation in vivo

Evidence Weighting: We therefore assigned weights according to the following 4 categories:

Negligible weight — the endpoint is not linked to any adverse effect relevant to genetic or arcinogenic
hazard/risk and as such is not given weight as evidence of genotoxicity.

Low weight — the end point is indicative of primary DNA damage, is not unequivocally linked to
mechanisms of tumorigenicity, and the test system has low specificity

Moderate weight — the endpoint is potentially relevant to tumorigenicity or may be subject to
secondary, threshold-dependent mechanisms of induction (e.g. cytotoxic clastogens. aneugens) or
the test system exhibits a high rate of misleading positives with respect to carcinogen prediction or
mode of action

High weight — the endpoint is one that has been demonstrated with a high level of confidence to play
a critical role in the process of tumorigenicity.

La présence d’adduits a I’ADN a été démontrée de fagon qualitative in vitro et in vivo. Ces
études ne permettent pas de rendre compte de la significativité biologique La présence
d’adduits a I’ADN. De plus, dans une approche de type WoE, les adduits in vitro et in vivo ont
un poids faible, a ce titre, ils pourraient tout au plus constituer une alerte qu’il serait
nécessaire de confirmer dans des expérimentations consolidées.

Si Pinterprétation des taux d’adduits doit tenir compte de leur persistance, elle-méme
dépendante de la stabilité du produit, des systémes de réparation et de la fréquence de
renouvellement des macromolécules et de la cellule cible, l'identification d’adduits
(spécifiques) pourrait étre utilisée comme marqueur d’exposition biologique réelle.

b. Fragmentation de 'ADN
i. Test des Cometes in vitro
Trois tests des Cométes in vitro (fragmentation de ’ADN) ont été réalisés et sont décrits ci-dessous.

Des lymphocytes humains ont été exposés aux BTX2, BTX3 et BTX9 a 2 niveaux de concentrations
(1 pM et 10 nM) pendant 1 h (avec ou sans pré-traitement avec 1 ug/ml de brevenal at 4°C pendant
1 h) en triplicate. Le test des cométes a ensuite été réalisé et la fragmentation de 'ADN, a été
quantifiée a l'aide d'un systéeme d’analyse d’images pour au moins 150 cellules/groupe (50
cellules/lame, au moins 3 lames pour les groupes traités) puis le paramétre de fragmentation « Tail
moment » a été calculé (Sayer A et al, 2005). Les résultats sont présentés dans le Tableau 2 ci-
dessous.

page 191 /210 Novembre 2021



Anses « Rapport d’expertise collective Saisine n°2020-SA-0020 « Brévétoxines »

Tableau 2 : « Tail moment » des lymphocytes humains exposés a différentes BTX (d’aprés Sayer
et al, 2005).

1 h de traitement 2 h de traitement

Treatment N Tail moment Treatment N Tail moment
Mean+ SE Mean+ SE

Negative control 30 292409 Negative control 30 29.2+09

H,04 (2.75%) 30 721+ 1.5 H-0, (2.75%) 30 721+ 15

Solvent (EtOH) 3 242+2.1, 2 h. PhTx-2 107" M (Sigma) 3 50.1+2.0°

PbTx-2 107" M (Sigma) 6 413+3.6 2 h. PbTx-2 10~ M (UNCW) 3 51.0+24°

PbTx-2 107" M (Sigma) 3 4685+ 1.5 2 h. PbTx-3 10~% M (UNCW) 3 49.1+ 08"

PbTx-2 107" M (UNCW) 3 49.4+9.9° 2 h. PbTx-9 10~% M (Sigma) 3 50.1+ 18

PhTx-2 107 M (UNCW) 3 418+8.17

PbTx-3 107" M (UNCW) 6 540+ 6.4 "Significantly different from the negative control, p<0.05.

PbTx-3 1072 M (UNCW) 3 414+52

PbTx-9 107" M (Sigma) 3 57.0+5.3

PbTx-9 107" M (Sigma) 3 410+29°

“Significantly different from the negative control, p< 0.03.

D’aprés les auteurs, les BTX testées a des concentrations de 1 pM et 10 nM induisent de la
fragmentation de I'ADN dans les lymphocytes humains. Le niveau de fragmentation de I'ADN des
lymphocytes humains exposés pendant 2 h a la concentration de 10 nM étaient d'une ampleur
similaire & une exposition de 1 h.

Un second test des cométes a été réalisé sur des cellules de Jurkat E6-145 (Murrell et Gibson, 2009).
Pour cette étude, un essai préliminaire de toxicité a été effectué afin de déterminer la concentration
inhibant la prolifération cellulaire de 50 % (ICso). Pour cela, les cellules ont été exposées aux
concentrations allant de 10 (BTX3 et BTX6) ou 10° (BTX2) a 10"'2M en triplicate pendant 48 h a
37°C. Le milieu seul a été utilisé comme groupe contréle négatif.

Ensuite, le test des cométes a été réalisé exclusivement a I'lCso et la fragmentation de 'ADN a été
quantifiée a l'aide d'un systéeme d’analyse d’images pour au moins 150 cellules/groupe (50
cellules/lame, au moins 3 lames pour les groupes traités). Le paramétre « Tail moment » a été
calculé. Les résultats sont présentés ci-dessous. Le potentiel apoptotique a été évalué a I'aide de la
méthode YO-PRO/iodure de propidium#® ainsi que par la mesure des caspases 3/7 et 8.

45 Lignée de lymphocytes T CD4, classiquement utilisée en remplacement des lymphocytes T circulants

46 | 'apoptose a été mesurée sur la base des changements qui se produisent dans la perméabilité des
membranes cellulaires : la coloration YO-PRO-1 passe sélectivement a travers les membranes plasmiques
des cellules apoptotiques et les marque avec une fluorescence verte modérée alors que les cellules
nécrotiques sont colorées en rouge-fluorescence avec l'iodure de propidium.
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Tableau 3 : « Tail moment » des cellules Jurkat E6-1 exposés a différentes BTX a I'lCso (d’apres
Murrell & Gibson, 2009).

Brevetoxine 2 Brevetoxines 3 et 6

Treatment N Tail Moment Treatment N Tail moment
Mean 4 SE Mean + SE

_ - 3 5 Negative control 3 26.3+05
Negative control : 139+ 1.1 H,0, (1.756) 3 85.4 4224
TTor a1 Y E# TS - i

H,0, (1.75%) 3 BEE£26 PHTx3 1045 M 3 419£1.9*
PbTx2 1075 M 3 27.1 & 1.5% PhTx6 107> M 3 440+23°

* Significantly different from the negative control. P < 0.05 * Significantly different from the negative control, P < 0.05

D’aprés les auteurs, la BTX2 a 5,6 uM, la BTX3 a 32 uM et la BTX6 a 10 yM ont induit des cassures
de brins de I'ADN vis-a-vis des cellules Jurkat E6-1. Il faut également noter qu’en utilisant la méthode
utilisant le YO-PRO/iodure de propidium et la mesure des caspases 3/7 et 8, les BTX2, BTX3 et
BTX6 ont induit une augmentation de I'apoptose des cellules Jurkat E6-1 a des concentrations
inférieures a celles qui ont amené un test des comeétes positif. Un traitement de ces cellules par la
BTX2 (10 uM) pendant 4 h a aussi induit I'expression de génes d’enzymes de réparation de 'ADN
et de facteurs pro-apoptotiques.

Un 3°me test des cométes in vitro a été réalisé sur des cellules épithéliales pulmonaires humaines
normales (BEAS-2B) et néoplasiques (H460)4” exposées pendant 1 h a 37°C a la BTX3 aux 3
concentrations de 10, 100 et 500 nM (Philips, 2009). Le test des comeétes a été réalisé de fagon
standard et optimisée (en présence de Fpg)?*8 afin de cibler les dommages oxydatifs de I'ADN.

La fragmentation de I’ADN a été quantifiée a I'aide d’'un systéme d’analyse d’'images pour environ
150 cellules/concentration (cellules prises dans un minimum de 3 champs microscopiques choisis
au hasard / échantillon et pour 3 cultures). Le paramétre « Tail moment » a été calculé. Les résultats
sont présentés dans les Figures 1 et 2 ci-dessous.

47 Lignée isolée du liquide pleural d'un homme caucasien en 1982. Selon la caractérisation de I'ATCC, cette
lignée cellulaire exprime 'ARNm p53 a des niveaux proches de ceux des tissus sains et exprime 'EGFR de
type sauvage.

48 La Fpg (Formamidopyrimidine glycosylase) reconnait les dommages induits par I'oxydation de bases et
catalyse l'excision de la base endommagée par hydrolyse des liaisons N-glycosyliques, convertissant les sites
de dommages des bases en sites de pertes de bases (sites apuriniques/apyrimidiniques (AP). Il faut préciser
que la Fpg n’est pas spécifique des Iésions oxydées de 'ADN (outre les bases oxydées et modifiées, i.e. 8-
0x0-dG, 8-oxo-dA, Tg..., elle reconnait également les formamido-pyrimidines (fapy-dG, fapy-dA), les sites
abasiques...).
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Figure 1 : « Tail moments » des cellules épithéliales bronchiques humaines aprés exposition de 1
h a la BTX-3 (d’apres Philips, 2009)
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Figure 2 : « Tail moments » des cellules épithéliales bronchiques humaines aprés exposition de 1
h a la BTX-3 en présence de Fpg (d’apres Philips, 2009)
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* indique un résultat significativement différent du contréle négatif

Sur les cellules BEAS-2B, le test des cométes standard s’est révélé statistiquement significatif
uniquement pour la concentration intermédiaire de 111 nM. En présence de Fpg, aucun effet
statistiquement significatif n’a été noté, quelle que soit la concentration. Sur les cellules H460, le test
des cométes standard s’est révélé statistiquement significatif uniquement pour la concentration
faible de 11 nM. En présence de Fpg, une augmentation statistiquement significative de la
fragmentation de 'ADN a été observée a la concentration maximale testée de 500 nM.

Par ailleurs, un marqueur associé aux cassures double-brins (test « y-H2A.X ») a été utilisé
parallelement au test des comeétes. Les résultats des pourcentages moyens de cellules présentant
une phosphorylation de I'histone H2A.X aprés exposition a BTX-3 sont présentés ci-dessous.
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Tableau 4 : Pourcentage moyen de cellules épithéliales bronchiques humaines présentant une
phosphorylation de I'histone H2A.X aprés exposition a BTX-3 (d’apres Philips, 2009)

Concentration BTX-3 BEAS-2B (Moyenne + SE) H-460 (Moyenne + SE)
Controle négatif (HBSS) 0.35+0.07 0.15+0.03
Contrdle positif (1 uM staurosporine) 882+231~* 3349+362*

10 ng/ml PbTx-3 0.15+0.02 0.12+0.03

100 ng/ml PbTx-3 0.14 £ 0.05 0.15+0.02

500 ng/ml PbTx-3 0.10 £ 0.02 0.39+0.25

* Significativement différent du contréle négatif. p < 0,05 (t de Student)

Au cours du test y-H2AX, aucune augmentation statistiquement significative n’a été notée, quelle
que soit la concentration de BTX-3 et la lignée cellulaire utilisée.

Commentaires sur les études de fragmentation de I’ADN in vitro

Actuellement, il n’existe pas de ligne directrice concernant le test des cométes in vitro néanmoins,
des recommandations ont été proposées (Tice et al, 2000; Hartmann et al, 2004)”. Si 'on se
référe a ces recommandations, de nombreuses déviations et limites importantes ont été notées :

- Selon ces recommandations, la diminution de la viabilité ne devrait pas étre supérieure a
30% par rapport au groupe témoin négatif (Tice et al, 2000). En effet, la viabilité des cellules
isolées < 70 % par rapport au témoin négatif doit étre considérée comme excessive car elle
pourrait interférer avec le systéme d’essai (en d’autres termes, la fragmentation mesurée
pourrait ne pas étre liée a des phénomeénes génotoxiques mais cytotoxiques). Or, les niveaux
de cytotoxicité ne sont pas renseignés dans 2 études (Sayer et al, 2005 ; Philips, 2009). En
outre, dans l'étude de Murrell et Gibson (2009), le test des cométes a été réalisé
exclusivement a I'lCso ce qui rend les résultats inutilisables.

- Il est théoriguement nécessaire d’étudier au moins 3 niveaux de concentrations et d’utiliser
des cultures en triplicate, avec lecture de 100 cellules/culture soit un total de 600
cellules/concentration (Singh et al, 1988)%1. Or, dans les tests des comeétes cités, il n'y a
parfois qu'une (Murrell et Gibson, 2009) ou 2 doses testées (Sayer et al, 2005), et 2 cultures
(soit analyse de 100 cellules/groupe).

- Les auteurs n’évoquent pas le dénombrement des cellules « fantdbmes »52 qui sont des
indicateurs morphologiques de cellules trés endommageées. Il a été suggéré d'utiliser les
cellules fantbmes comme indicateur de cytotoxicité, méme si leur étiologie est incertaine car
elles peuvent étre associées a une génotoxicité, une nécrose ou une apoptose. Dans tous
les cas, il convient de les exclure du comptage principal et de les évaluer séparément. En
outre, il est intéressant de noter que dans I'étude de Murrell et Gibson (2009), les BTX2.
BTX3 et BTX6 ont induit une augmentation de I'apoptose vis-a-vis des cellules Jurkat E6-1

49 Tice R.R., Agurell E., Anderson D., Burlinson B., Hartmann A., Kobayashi H., Miyamae Y., Rojas E., Ryu
J.C., Sasaki Y.F. Single cell gel/comet assay: guidelines for in vitro and in vivo genetic toxicology testing,
Environ. ML. Mutagen. 35 (2000) 206-221.

50 Hartmann A, Schumacher M, Plappert-Helbig U, Lowe P, Suter W, Mueller L. Use of the alkaline in vivo
Comet assay for mechanistic genotoxicity investigations. Mutagenesis. 2004 Jan;19(1):51-9.

51 Singh NP, McCoy MT, Tice RR, Schneider EL. A simple technique for quantitation of low levels of DNA
damage in individual cells. Exp Cell Res. 1988 Mar;175(1):184-91.

52 Couramment désignées comme « highly damaged cells », « ghost cells » ou encore « hedgehogs »
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a des concentrations inférieures a celles qui ont amené un test des cometes positif. Ainsi, la
probabilité d’'une interférence entre le paramétre biologique mesuré (fragmentation de 'ADN)
et 'apparition d’apoptose ne peut donc pas étre exclue.

- Concernant le paramétre de quantification de la fragmentation, le « Tail Moment » n’est plus
considéré comme le paramétre de choix pour mesurer la fragmentation de 'ADN. En effet,
celui-ci correspond au pourcentage d'ADN dans la queue de la cométe multiplié par la
longueur mesurée entre le centre de la téte et le centre de la queue. Lors de ''WGT de 2005,
le pourcentage d'ADN dans la queue (Tail DNA ou Tail Intensity) a été reconnu comme le
paramétre principal le mieux approprié pour quantifier la fragmentation de 'ADN. En outre,
ce paramétre est linéairement lié aux dommages induits a I'ADN pour un large éventail de
dommages et est lié au taux de fragmentation de I'ADN (Hartmann et al, 2003)%3. Il présente
également l'avantage de pouvoir étre "normalisé" (comparaison possible entre différentes
études), et il est indépendant des seuils de réglage des systemes d'analyse d'images
(Collins, 2004)54.

- Dans ces études, les niveaux de fragmentation du groupe témoin négatif apparaissent
comme trés élevés (ca 30 % dans I'étude de Sayer et al, 2005). A titre d’exemple, la ligne
directrice de 'OCDE N°489 indique que « le pourcentage moyen d’ADN de queue du groupe
(d’aprés la moyenne des médianes dans le foie de rat devrait, de préférence, ne pas
dépasser 6 % ». Cela tend a démontrer que la méthode utilisée pour isoler les cellules n’est
pas adaptée et a un impact direct sur la nature des résultats.

- Concernant I'interprétation des résultats :

* Pour qu'un produit soit considéré comme ayant des propriétés génotoxiques, une
augmentation statistiquement significative de la médiane des pourcentages d’ADN
dans la queue par rapport au témoin solvant doit étre démontrée et I'effet génotoxique
mis en évidence doit étre accompagné d’'une relation dose-effet. Toutefois, une
augmentation statistiquement significative avec des valeurs qui se situent a l'intérieur
des limites des témoins historiques peut étre considérée comme non pertinente
biologiquement. Malheureusement, aucune étude ne réféere a des niveaux
« spontanés » attendus (témoins historiques) ce qui empéche toute appréciation d’un
éventuel effet biologiquement significatif.

* Dans I'étude de Sayer et al (2005), les niveaux de fragmentation obtenu pour les 2
concentrations testées qui sont pourtant trés espacées (10 et 0,01 nM) sont
comparables pour la quasi-totalité des BTX (cf Tableau 1), ce qui particulierement
surprenant pour des doses séparées d’un facteur 1000.

* Dans les essais de Philips (2009), les résultats vis-a-vis des cellules H460 semblent
incohérents. En effet, une réponse « positive » est notée uniquement a la dose
minimale de 10 ng/ml dans I'essai sans Fpg ce qui pourrait s’expliquer par une
probable trop forte cytotoxicité aux doses supérieures entrainant une perte
d’'information. Or, une réponse significative est observée uniquement a la dose
maximale en présence de Fpg (cf Figures 1 et 2).

53 Hartmann A, Agurell E, Beevers C, Brendler-Schwaab S, Burlinson B, Clay P, Collins A, Smith A, Speit G,
Thybaud V, Tice RR. Recommendations for conducting the in vivo alkaline Comet assay. 4™ International
Comet Assay Workshop. Mutagenesis. 2003 Jan;18(1):45-51.

54 Collins AR. The comet assay for DNA damage and repair: principles, applications, and limitations. Mol
Biotechnol. 2004 Mar;26(3):249-61.
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- Enfin, comme indiqué dans le paragraphe précédent concernant les adduits a I’ADN, dans
une approche de type WOoE, les tests d’altération primaire de 'ADN ont un poids faible
(Brusick et al, 2016)'2 C’est le cas du test des cométes in vitro.

En conclusion, I'’ensemble des déviations majeures notées pour ces tests des comeétes in
vitro ne permet ni de valider les résultats ni de cautionner leur interprétation. La
fragmentation de I’ADN telle qu’évaluée au travers le test des cométes réalisé sous sa version
alcaline (pH>13) pourrait néanmoins étre un des paramétres biologiques sensibles qu’il
pourrait étre opportun d’étudier pour les BTX le cas échéant.

ii. Test des Cometes in vivo

Des groupes de rats males Fischer F344 ont été exposés par voie intratrachéale a la brévétoxine B
(45 pg/kg). Différentes paires d’animaux ont été traités (véhicule ou BTX-2) sur 3 jours consécutifs.
Les foies (et les poumons) ont été prélevés 24 heures aprés l'exposition pour analyse de la
fragmentation de I'ADN a l'aide d'un test des cométes (Leighfield, Muha et Ramsdell 2009).

Les rats traités a la brévétoxine B (PbTx2) ont montré une augmentation de la quantité d'ADN dans
la queue de deux a trois fois celle du groupe témoin excipient respectif. Les %Tail DNA dans les
groupes traités ont été significativement différents (Mann-Whitney, p < 0,05) de ceux des témoins,
pour chaque paire d'animaux (Figure 3).
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Figure 3 : Résultats du test des cométes (% moyen d'ADN dans la queue) au niveau du foie de rats
males traités avec BTX-2. Différentes paires d’animaux ont été traités (véhicule ou PbTx2) sur 3
jours consécutifs (d’apres Leighfield, Muha et Ramsdell, 2009).

D’aprés les auteurs, cela indique que la PbTx2 a une activité clastogéne in vivo.

Commentaires sur le test des comeétes in vivo

En réalité, seul le foie a fait 'objet d’'une évaluation de la fragmentation de 'ADN (les cellules
pulmonaires n’ont pas été analysées car, selon les auteurs, la préparation des cellules du foie était
plus homogéne par rapport aux cellules du poumon !).

Le protocole utilisé differe en de trés nombreux points de la méthode standardisée du test des
cometes in vivo et est entaché de déviations dont les majeures sont citées ci-apres. En effet, selon
la ligne directrice de 'TOCDE (2016) :

- Concernant le design de I'étude :

= |l est nécessaire d’avoir a minima 3 groupes traités et des groupes concurrents de
témoins négatifs et de témoins positifs (au final, il faut au moins cinq animaux
analysables d'un méme sexe pour chaque groupe, témoin et traités) et les
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échantillons doivent étre collectés une fois entre 2-6 h aprées le dernier traitement. Or,
dans I'étude de Leighfield, Muha et Ramsdell (2009), il est indiqué que différentes
paires d’animaux ont été traités (véhicule ou PbTx2) sur 3 jours consécutifs. Ce
design expérimental reste confus, méme si on peut comprendre que 3 lots de 2
animaux ont été traités, un avec I'excipient et le 2" avec PbTx2 a 45 ug/kg ce qui
donne au total 3 animaux traités a une seule dose.

- Concernant I'analyse :

* Un minimum de 150 cellules par animal chez au moins 5 animaux par dose doit étre
analysé (600 cellules / groupe) ce qui permet d’assurer une puissance statistique
satisfaisante. Or, dans cette étude, I'analyse a été réalisée sur une trentaine de
cellules hépatiques.

- Concernant I'interprétation des résultats :

* Pour qu'un produit soit considéré comme ayant des propriétés génotoxiques, une
substance est considérée comme clairement positif si :

a. au moins une des doses d’essai présente une augmentation statistiquement
significative par rapport au témoin négatif concomitant,

b. un test de tendance approprié montre que 'augmentation est liée a la dose,

c. des résultats se situent a I'extérieur de la distribution des données des témoins
négatifs historiques pour une espéce, un véhicule, une voie, un tissu et un nombre
d’administrations donnés.

Comme déja mentionné, une augmentation statistiquement significative avec des valeurs qui se
situent a I'intérieur des limites des témoins historiques peut étre considérée comme non pertinente
biologiquement. Malheureusement, aucune étude ne référe a des niveaux « spontanés » attendus
(témoins historiques) ce qui empéche toute appréciation de la significativité biologique. De plus, une
seule dose a été testée ce qui empéche toute évaluation d’'une éventuelle relation dose-effet.

* Les résultats obtenus dans les groupes témoin négatif sont considérables (jusqu’a
prés de 40% de Tail DNA) ce qui indique que la méthode de préparation des
échantillons était inappropriée et/ou que les échantillons ont été mal « conservés ».
Il est connue que les suspensions cellulaires doivent étre conservés a trés basse
température jusqu’a ce qu’elles soient prétes a étre utilisées, afin de pouvoir mettre
en évidence une variation inter-échantillons minimale et des réponses appropriées
chez les témoins positifs et négatifs (Guerard et al, 2014)55.

- Les auteurs n’évoquent pas le dénombrement des cellules « fantdmes » qui sont des
indicateurs morphologiques de cellules trés endommagées qui doivent théoriquement étre
exclues du comptage principal et de les évaluer séparément.

En conclusion, ’ensemble de ces déviations majeures ne permet en aucun cas de valider les
résultats de ce test des cométes in vivo et d’endosser son interprétation. La fragmentation
de I’ADN telle qu’évaluée au travers le test des cométes réalisé sous sa version alcaline
(pH>13) pourrait néanmoins étre un des paramétres biologiques sensibles qu’il pourrait étre
opportun d’étudier pour les BTX, en seconde intention le cas échéant.

Note : Contrairement a ce qu’affirment les auteurs, une augmentation de la fragmentation de '’ ADN
dans le test des comeétes ne signifie pas que la substance est clastogene. En effet, en conditions
alcalines (pH > 13), le test des cométes peut détecter les cassures simple- et double-brin résultant,

55 Guerard, M., C. Marchand, U. Plappert-Helbig (2014), Influence of Experimental Conditions on Data
Variability in the Liver Comet Assay, Environmental and Molecular Mutagenesis, Vol. 55/2, pp. 114-21.
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par exemple, d'interactions directes avec I'ADN, de sites alcali-labiles ou de cassures transitoires
liées a des mécanismes de réparation par excision. Ces cassures peuvent étre réparées, leur effet
étant alors non persistant, elles peuvent étre létales pour la cellule, ou elles peuvent se fixer sous
forme de mutation stable se traduisant par une altération viable permanente ou entrainer des
dommages chromosomiques. Il s’agit ici d’'un abus de langage et d’une probable méconnaissance
du test.

2) MUTATION GENIQUE IN VITRO

Au cours d’un test de mutagenése sur un systeme d’essai bactérien (test d’Ames MPF®) réalisé vis-
a-vis des souches de Salmonella typhimurium TA98 et TA100, la brevetoxine BTX-2 a des
concentrations de 0,064 a 200 ug/mL n'a pas induit d’augmentation significative du nombre de
révertants que ce soit en absence ou en présence d’'un systéme exogéne d’activation métabolique
(microsomes de foie de rat induits par Aroclor 1254). De méme, I'époxyde de la brevetoxine B
(BTX6) testé uniguement sans activation métabolique s’est révélé non mutagéne dans ce test a des
concentrations allant de 0,064 a 200 ug/mL (Leighfield, Muha, et Ramsdell, 2009).

Commentaires :

Le test effectué par Leighfield, Muha et Ramsdell (2009) est le test d’Ames MPF® (Microplate Format
Mutagenicity Assay). Il s’agit d’'une version miniaturisée du test d'/Ames réalisé en fluctuation dans
des plaques 384 puits avec une lecture basée sur le changement colorimétrique lié a la croissance
de colonies révertantes (ajout de violet de bromocrésol utilisé comme indicateur qui devient jaune
lorsque le pH baisse en raison de I'activité catabolique des bactéries mutantes)36.

Au-dela du fait que ce type de test ne dispose pas de ligne directrice, il comporte des différences et
limites trés importantes par rapport a un test d’Ames standard consolidé. En effet, la concentration
maximale testée est de 200 ug/mL alors que la ligne directrice de TOCDE N°471 recommande 5000
Mg/boite (méme s'il est trés difficile de comparer des concentrations volumiques a des doses
massiques). Il est communément admis que le seuil de sensibilité du test d’Ames (std) est de 250
ug/boite.

Par ailleurs, si Ames MPF® est réalisable vis-a-vis de toutes les souches classiquement utilisées
dans un test d’Ames std, les auteurs ont limité I'étude a 2 souches au lieu de 5 recommandés. Ainsi,
aucune souche proficiente en systémes de réparation (exemple souche TA102) n’a été utilisée ce
qui ne permet pas de mettre en évidence certains événements génétiques de type pontage par
exemple.

En conclusion, si aucune augmentation significative du nombre de colonies révertantes n’a
été observée au cours d’une étude d’Ames MPF® réalisé vis-a-vis des souches de Salmonella
typhimurium TA98 et TA100, les conditions expérimentales de cet essai de screening
comportent trop de limites importantes et ne permettent pas de conclure quant au potentiel
mutagéne de BTX et de son métabolite oxydé BTX-6 sur un systéme d’essai bactérien. En
outre, les résultats « négatifs » ne peuvent pas étre considérés comme pertinents.

Dans ces conditions, une étude d’Ames compléte utilisant au moins 5 souches bactériennes
(e.g., Salmonella typhimurium TA 1535, TA1537, TA 98, TA 100 et TA102 ou Escherichia coli
WP2 Pkm101) devrait étre réalisée avec et sans activation métabolique, selon les
recommandations de la ligne directrice OCDE 471. Néanmoins, une attention particuliére

56 S Fliickiger-Isler, M Kamber. The Ames MPF™ 98/100 assay: novel mutagenicity testing in liquid microplate
format using S. typhimurium TA98 and TA100 - Prague: EEMS, 2006 - tigret.eu
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devra étre portée en cas d’un test négatif avec une dose maximale analysable < 250ug/boite.
En effet, comme l'indiquent Miiller et al (2006)57, la plupart des effets mutagénes sont
normalement détectables a des niveaux de 250 pg/boite. Selon Kenyon et al (2007)38, la limite
de sensibilité estimée pour la plupart des mutagénes pertinents dans le test d'Ames est la
concentration minimale de 250ug/boite. Dans ce cas, le test d’Ames devra étre considéré
comme insuffisamment pertinent, et le potentiel d’induction de mutation génique devra étre
évalué sur des cellules de mammiféres (par exemple, a I'aide du test MLA/TK, OCDE 490).

3) ABERRATIONS CHROMOSOMIQUES IN VITRO

L’induction d’aberrations chromosomiques (AC) par la BTX-2 a été évaluée in vitro vis-a-vis de
cellules ovariennes de hamster chinois (cellules CHO-K1-BH4) traitées en ftriplicate pendant 48
heures exclusivement a I'lCso, i.e. 107 M (Sayer et al, 2006). Un total de 150 métaphases a été
analysé (50 /culture pour chaque réplicat).

Tableau 5 : Aberrations chromosomiques analysées dans les cellules CHO-K1-BH4 dans le groupe
témoin et le groupe traité avec la BTX-2 a 107 M (d'aprés Sayer et al, 2006).

Treatment Number of chromosome pairs Gaps Breaks Other®
day counted (in 50 cells)

Controls

1 1054 1

2 1039 1

3 1090 1

Totals 3183 1 1 1
Total number of damaged chromosome pairs: 3 Percentage of chromosomes damaged: 0,09%
BTX-2107" M

1 1031 5 4 12

2 1050 5 2 12

3 1050 5 1 8
Totals 3131 15 7 32

Total number of damaged chromosome pairs: 542  Percentage of chromosomes damaged: 1,7%

? Indicates significance compared to control and MMC treated groups.

b Autres anomalies intégrent les fragments terminaux alignés et déplacés ; échanges dicentriques
et centraux ; non-appariement proximaux distaux et sceurs ; échanges symeétriques et asymeétriques
, infra-échanges symétriques et asymeétriques ; cassures triradiales monocentriques et dicentriques

NB : Un témoin positif de référence a été réalisé mais n'est pas présenté ici

Selon les auteurs, le groupe traité a la BTX-2 a présenté de nombreuses anomalies
chromosomiques avec une augmentation statistiquement significative par rapport au groupe témoin
(1,7 % vs 0,09%).

57 Miiller L, Mauthe RJ, Riley CM, Andino MM, Antonis DD, Beels C, DeGeorge J, De Knaep AG, Ellison D,
Fagerland JA, Frank R, Fritschel B, Galloway S, Harpur E, Humfrey CD, Jacks AS, Jagota N, Mackinnon J,
Mohan G, Ness DK, O'Donovan MR, Smith MD, Vudathala G, Yotti L. A rationale for determining, testing, and
controlling specific impurities in pharmaceuticals that possess potential for genotoxicity. Regul Toxicol
Pharmacol. 2006 Apr;44(3):198-211.

58 Kenyon MO, Cheung JR, Dobo KL, Ku WW. An evaluation of the sensitivity of the Ames assay to
discern low-level mutagenic impurities. Regul Toxicol Pharmacol. 2007 Jun;48(1):75-86.
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Commentaires :

Le protocole utilisé differe en de nombreux points de la méthode standardisée du test d’aberrations
chromosomiques in vitro et est entaché de déviations citées ci-aprés. En effet, selon laligne
directrice de 'OCDE (2016) :

- Concernant le design de I'étude :

Un seul type d’essai utilisant un temps long de 48 h de traitement sans activation
métabolique a été réalisé. En outre, avec un temps de doublement des cellules CHO
compris entre 12 et 28 h pour les cellules CHO (Eibl et al., 2009)%9, cette durée de
traitement est trés supérieure a 1.5 fois la durée normale du cycle cellulaire
recommandé par la ligne directrice de 'OCDE 473. De plus, pour une évaluation
compléte, trois conditions expérimentales doivent étre respectées avec un traitement
de courte durée (3-6 h) avec et sans activation métabolique, et un traitement de
longue durée sans activation métabolique (environ 1,5 fois la durée normale du cycle
cellulaire).

Une seule concentration a été investiguée alors qu’un minimum de 3 concentrations
est requis.

- Concernant I'analyse :

Aucune évaluation de la cytotoxicité n’a été effectuée.

Environ 150 métaphases (environ 3000 chromosomes analysés sur des cellules CHO
qui ont un nombre de chromosomes 2n = 22) ont été examinées alors qu’il y a lieu
d'examiner au moins 300 cellules en métaphase par groupe.

- Concernant I'interprétation des résultats :

Remarques :

La catégorie « Other » inclut des événements mineurs (fragments terminaux alignés
et déplacés — non-appariement), des anomalies qu’il semble impossible a affirmer
sans des techniques spécifiques qui ne sont pas mentionnées dans la publication
(ex., intra-échanges symétriques) et des anomalies majeures (échanges, cassures
triradiales). La sous-catégorie « échanges » aurait d0 étre distincte. Sans distinction,
il N’est pas possible d’apprécier s’il y a réellement présence ou non d’aberrations de
type « échange » qui sont considérés comme correspondant a de la clastogenése
vraie (double événement génétique) et biologiquement significative.

Il n’est pas possible d’évaluer les résultats selon les critéres définis dans la ligne
directrice de 'OCDE 473 qui comporte les 3 points suivants :

a) au moins une concentration présente une augmentation statistiquement
significative par rapport au témoin négatif concomitant,

b) un test de tendance montre que 'augmentation est liée a la dose

c) des résultats se situent a I'extérieur de la plage de distribution des témoins
négatifs historiques

La souche cellulaire utilisée correspond a une lignée murine, déficiente p53 et ayant une forte
instabilité caryotypique. On ne peut donc pas exclure que l'effet observé soit exclusivement lié a

59 Eibl, D., Eibl, R., & Pértner, R. (2009). Mammalian cell culture technology: an emerging field Cell and Tissue
Reaction Engineering (pp. 3-11): Springer
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linstabilité génétique de cette lignée cellulaire donc qu’un réel effet clastogéne intrinseque a la BTX-
2 existe.

Le total du nombre d’anomalies chromosomiques tel que calculé ne reflete pas exclusivement un
éventuel effet clastogene ; en effet, les “gaps” ne doivent pas étre calculés dans cette catégorie
puisqu’ils correspondent a des phénomenes cytotoxiques et non génotoxiques (le total est donc de
39).

En conclusion, dans ces conditions expérimentales, il apparait impossible de conclure quant
au potentiel d’induction d’aberrations chromosomiques in vitro de la BTX-2. Une étude
d’aberrations chromosomiques compléte (préférentiellement le test in vitro du micronoyau
OCDE TG 487, tel que recommandé par I'Efsa, 2011) devrait étre réalisée en utilisant
préférentiellement des cellules humaines, stables sur le plan génomique, par exemple des
lymphocytes humains. Cette nouvelle étude devrait étre réalisée avec et sans activation
métabolique et en utilisant des temps de traitement courts et longs sans activation
métabolique, selon les recommandations de la ligne directrice.

Il Discussion sur I’ensemble des données de génotoxicité et de mutagenése

Dans les 9 publications qui ont visé a évaluer la mutagenése et la génotoxicité de brévétoxines, on
dispose d’études portant sur le potentiel d’induction d’altérations primaires de I'ADN jn vitro
(recherche d’adduits a ’ADN, 3 tests des cometes et un test y-H2AX) et in vivo (recherche d’adduits
a I’ADN, un test des cométes pour la BTX-2), sur le potentiel d'induction de mutation génique sur
un systeme d’essai bactérien (test dAmes MPF®) pour la BTX-2, d’induction d’aberrations
chromosomiques (AC) in vitro pour la BTX-2.

Concernant l'induction d’altérations primaires de ’ADN :

- Les adduits a 'ADN recherchés suite a une exposition a la BTX-2 et la BTX-6 sont exprimés
de fagon qualitative, en comparant le « rapport d’induction » de la BTX-2 vs la BTX-6. Aucune
information quantitative précise (par ex. nombre d’adduits pour 107 /108 nucléotides) et
aucune comparaison a des groupes non fraités n’a été effectuée. Ainsi, les adduits
(spécifiques) identifiés constituent une forme d’alerte sur un potentiel génotoxique, et
pourraient éventuellement étre utilisés comme marqueur d’exposition biologique réelle.

- Les 3 tests des Cometes in vitro ont été réalisés sur différentes lignées cellulaires
(lymphocytes humains, Jurkat E6-1 et cellules épithéliales pulmonaires humaines) et sur
différentes BTX testées a différents niveaux de concentration. Ces essais sont entachés de
déviations majeures ce qui ne permet de valider ni les résultats ni leur interprétation.
Néanmoins, I'étude de I'induction de fragmentation de 'ADN telle qu’évaluée au travers le
test des cométes réalisé sous sa version alcaline (pH>13) pourrait étre un des paramétres
biologiques sensibles qu'’il pourrait étre opportun d’étudier pour les BTX, le cas échéant.

De plus, dans une approche de type « poids des preuves » la fragmentation de ’'ADN in vitro et les
adduits a 'ADN in vitro et in vivo ont un poids faible. Enfin, aucune induction significative de la
phosphorylation de I'histone H2AX n’a été démontrée in vitro quelle que soit la concentration de
BTX-3.

Concernant le potentiel d'induction de mutations géniques, aucune augmentation significative du
nombre de colonies révertantes n'a été observée au cours d’une étude d’Ames MPF®. Cependant,
les conditions expérimentales de cet essai de screening comportent trop de limites importantes et
ne permettent pas de conclure quant au potentiel mutagéne de BTX et de son métabolite oxydé
BTX-6 sur un systéme d’essai bactérien. En outre, les résultats « négatifs » ne peuvent pas étre
considérés comme pertinents.

Dans ces conditions, une étude d’Ames compléte utilisant au moins 5 souches bactériennes (e.g.,
Salmonella typhimurium TA 1535, TA1537, TA98, TA100 et TA102 ou Escherichia coli WP2
pKm101) devrait étre réalisée avec et sans activation métabolique, selon les recommandations de
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la ligne directrice OCDE 471. Une attention particuliere devra étre portée en cas d’un test dAmes
négatif avec une dose maximale analysable <250ug/boite. En effet, comme l'indiquent Miller et al
(2006)%9, la plupart des effets mutagénes sont normalement détectables a des niveaux de 250
ug/boite. Selon Kenyon et al (2007)%1, la limite de sensibilité estimée pour la plupart des mutagénes
pertinents dans le test d'Ames est la dose minimale de 250 ug/boite. Dans ce cas, le test dAmes
devra étre considéré comme insuffisamment pertinent, et le potentiel d’'induction de mutation
génique devra étre évalué sur des cellules de mammiféres (par exemple, a l'aide du test MLA/TK,
OCDE 490).

Concernant le potentiel d'induction d’aberrations chromosomiques, une augmentation significative
du nombre d’anomalies chromosomiques a été observée vis-a-vis de cellules CHO-K1-BH4 traitées
pendant 48 heures exclusivement a I'lCso. Néanmoins, étant données les conditions expérimentales
mises en ceuvre dans cette étude, il n'apparait pas possible de conclure définitivement quant au
potentiel d’induction d’aberrations chromosomiques in vitro de la BTX-2. De plus, on ne peut pas
exclure que l'effet observé soit exclusivement lié a I'instabilité génétique de la lignée cellulaire donc
qu’'un réel effet clastogene intrinséque a la BTX-2 existe. Dans ces conditions, une étude
d’aberrations chromosomiques compléte (préférentiellement le test in vitro du micronoyau OCDE
TG 487 tel que recommandé par I'Efsa, 2011) devrait étre réalisée en utilisant préférentiellement
des cellules humaines, stables sur le plan génomique, par exemple des lymphocytes humains. Cette
nouvelle étude devrait étre réalisée avec et sans activation métabolique et en utilisant des temps de
traitement courts et longs sans activation métabolique, selon les recommandations de la ligne
directrice.

Il faut également noter que dans I'étude de Murrell et Gibson (2009), les BTX2. BTX3 et BTX6 ont
induit une augmentation de l'apoptose vis-a-vis des cellules Jurkat E6-1 & des concentrations
inférieures a celles qui ont amené un test des cometes positif. Or, 'apoptose peut étre un facteur
interférant dans les tests de génotoxicité in vitro utilisant des cellules de mammiféres (aberrations
chromosomiques, micronoyaux et test MLA/TK), et qui peut conduire a des résultats « faussement
positifs » (Meintiéres et al, 2001 ; Nesslany, 2016)62”. Dans ces conditions, en cas de positivité
dans le test in vitro du micronoyau, il pourrait étre pertinent de mesurer I'activité apoptogéne et
évaluer si celle-ci peut étre tout ou partie a l'origine de la réponse significative.

1l. Conclusion

La revue de la littérature a permis de cibler 9 publications portant sur la mutagenése et la
génotoxicité de brévétoxines. Différents paramétres y ont été évalués : altérations primaires de
'ADN in vitro (recherche d’adduits a 'ADN, 3 tests des cométes et un test y-H2AX) et in vivo
(recherche d’adduits a 'ADN et un test des cometes pour la BTX-2), mutation génique sur un
systeme d’essai bactérien pour la BTX-2, et aberrations chromosomiques in vitro pour la BTX-2.

Tels que synthétisés ci-aprés, des effets significatifs ont été mis en évidence avec différentes BTX,
dans la majorité des systémes d’essai mis en ceuvre :

60 Miiller L, Mauthe RJ, Riley CM, Andino MM, Antonis DD, Beels C, DeGeorge J, De Knaep AG, Ellison D,
Fagerland JA, Frank R, Fritschel B, Galloway S, Harpur E, Humfrey CD, Jacks AS, Jagota N, Mackinnon J,
Mohan G, Ness DK, O'Donovan MR, Smith MD, Vudathala G, Yotti L. A rationale for determining, testing, and
controlling specific impurities in pharmaceuticals that possess potential for genotoxicity. Regul Toxicol
Pharmacol. 2006 Apr;44(3):198-211.

61 Kenyon MO, Cheung JR, Dobo KL, Ku WW. An evaluation of the sensitivity of the Ames assay to discern
low-level mutagenic impurities. Regul Toxicol Pharmacol. 2007 Jun;48(1):75-86.

62 Meintiéres, S., Biola, A., Pallardy, M., Marzin, D., 2001 May. Apoptosis can be a confusing factor in in vitro
clastogenic assays. Mutagenesis 16 (3), 243e250.

63 Nesslany F. The current limitations of in vitro genotoxicity testing and their relevance to the in vivo situation.
Food Chem Toxicol. 2017 Aug;106(Pt B):609-615.
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- BTX-2 et BTX-6 : formation d’adduits a I'ADN avec la cytidine in vitro sur cellules pulmonaires
de rat (BTX-2 > BTX-6),

- BTX-2 et BTX-6 : formation d’adduits a 'ADN avec I'adénosine et la guanosine in vivo dans
le tissu pulmonaire de rats males exposés par voie intratrachéale (BTX-2 > BTX-6),

- induction de la fragmentation de I'ADN in vitro vis-a-vis de lymphocytes humains (BTX2,
BTX3 et BTX9), de cellules Jurkat E6-1 (BTX2, BTX3 et BTX6) et de cellules épithéliales
pulmonaires humaines (BTX3),

- BTX-2 induction de la fragmentation de I'ADN in vivo vis-a-vis du foie de rats males exposés
par voie intratrachéale,

- BTX-2 et BTX-6 : absence d’augmentation du nombre de révertants vis-a-vis des souches
de Salmonella typhimurium TA98 et TA100,

- BTX-2: induction d’aberrations chromosomiques in vitro vis-a-vis de CHO-K1-BH4.

Cependant, globalement, les conditions expérimentales de ces essais comportent de nombreuses
limites méthodologiques importantes et/ou sont entachées de déviations majeures ce qui ne permet
pas de valider les résultats ou d’endosser leur interprétation et ne permettent donc pas de conclure
quant au potentiel mutagéne et génotoxique des BTX. Les effets cités ci-dessus représentent tout
au plus des « alertes » au sens intérét du (des) paramétres biologiques mesurés.

Ainsi, afin d’obtenir des résultats fiables et consolidés, la stratégie selon une approche par étapes
telle que recommandée par I'Efsa (2011) pour la production et I'évaluation des données sur le
potentiel génotoxique et mutagéne d’une substance doit étre mise en ceuvre, en commencgant par
la batterie de base de tests in vitro ci-dessous :

a) un essai de mutation reverse bactérienne (OCDE TG 471), et
b) un test in vitro du micronoyau (OCDE TG 487).

Avec un nombre minimum de tests, cette stratégie permet d’évaluer les événements génétiques
majeurs menant potentiellement a la génotoxicité, i.e. induction de la mutation génique, aberrations
chromosomiques structurelle (clastogenése) et numérique (aneuploidie). Ces tests devront étre
réalisés conformément aux normes internationales, de préférence selon les lignes directrices
actuelles de 'OCDE ou le réglement (CE) n°® 440/2008 de I'UE sur les méthodes d'essai (UE, 2008).

La (ou les) BTX considérées comme les plus pertinentes en tant que BTX de référence ou d’intérét
devant faire I'objet de cette évaluation restent a étre déterminées.

Si les résultats des essais de mutation reverse bactérienne et du micronoyau in vitro se révélent
pertinents et clairement négatifs, la conclusion globale sera une absence de potentiel génotoxique
et mutagéne de la (ou des) BTX investiguées. En outre, une attention particuliere devra étre portée
en cas d’un test d’Ames négatif avec une dose maximale analysable <250ug/boite correspondant a
la limite de détection estimée pour la plupart des mutagénes dans le test d'Ames. Dans ce cas, le
test d’Ames devra étre considéré comme insuffisamment pertinent, et le potentiel d’induction de
mutation génique devra étre évalué sur des cellules de mammiféres (par exemple, a l'aide du test
MLA/TK, OCDE 490). L'implication éventuelle des phénoménes d’apoptose devrait étre étudiée
dans le cas de résultats significatifs dans le test in vitro du micronoyau (ou MLA/TK).

En revanche, des résultats positifs dans I'un (ou dans les 2) essais mis en ceuvre, en I'absence de
données in vivo, la conclusion globale sera I'existence de potentiel génotoxique et mutagéne de la
BTX concernée. Afin d’'infirmer ces résultats, il sera nécessaire de réaliser une étude in vivo chez le
rongeur en combinant le test du micronucleus sur moelle osseuse et le test des cométes in vivo sur
les organes cibles définis (par ex., foie et organes du tractus gastro-intestinal).
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Tableau 6 : Tail moments des cellules épithéliales bronchiques humaines aprés exposition a BTX-
3 (d’apres Philips, 2009)

Traitement N Tail Moment (Mean% SE)
Contréle négatif (HBSS) 1564 6,05+ 1.14
BEAS-2B

Contréle positif (0,75% H202) 141 53,98 + 3,34 *
10 ng/mil PbTx-3 128 8,89+ 0,82
100 ng/ml PbTx-3 115 12,62+ 1,42 *
500 ng/ml PbTx-3 117 6,81 £ 0,93
H460

Negative control (HBSS) 238 0,30 £ 0,08
Positive control (3% H202) 14 62,56 + 1,14 *
10 ng/mil PbTx-3 177 11,16 £ 1,06 *
100 ng/ml PbTx-3 208 0,13+ 0,02
500 ng/ml PbTx-3 1563 0,21 £ 0,05

* Significativement différent du contréle négatif. p < 0,05 (Wilcoxon)
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Annexe 6 : Occurrences des microalgues dans le monde

m Chattonella
Lien vers les données :
https://www.gbif.org/occurrence/search?taxon key=3194434&occurrence status=present

m Fibrocapsa
Lien vers les données :
https://www.gbif.org/occurrence/search?q=fibrocapsa&occurrence status=present

m  Fibrocapsa japonica
Lien vers les données :
https://www.gbif.org/occurrence/search?taxon key=3194429&occurrence status=present

m Heterosigma
Lien vers les données :
https://www.gbif.org/occurrence/search?q=Heterosigma&occurrence status=present

m Heterosigma akashiwo
Lien vers les données :

https://www.gbif.org/occurrence/search?taxon key=3194420&advanced=1&occurrence status=pr
esent

m Karenia
Lien vers les données :

https://www.gbif.org/occurrence/search?q=karenia&taxon key=7662144&occurrence status=pres
ent

Tout ce qui est référencé comme des Karenia, inclut donc les données Quadrige renseignées
comme comme K. brevis + papilionacea

m Karenia brevis
Lien vers les données :

https://www.gbif.org/occurrence/search?offset=0&q=%22karenia%20brevis%22&taxon key=76621
44&advanced=1&verbatim scientific name=%22Karenia%20brevis%22&occurrence status=pres
ent

Karenia brevis n’est pas une espéce existante dans GBIF. Cette carte a donc été créé en faisant un
filtre « Karenia brevis » sur la propriété « verbatim scientific name » => 180 occurrences. La
représentativité est possiblement sous estimée

m Karenia brevisulcata
Lien vers les données :
https://www.gbif.org/occurrence/map?taxon key=5424504&occurrence status=present

m Karenia bicuneiformis
Lien vers les données :

https://www.gbif.org/occurrence/search?q=karenia%20bicuneiformis&advanced=1&verbatim scien
tific name=karenia%20bicuneiformis&occurrence status=present

Karenia bicuneiformis n’est pas une espéce existante dans GBIF. Cette carte a donc été créé en
faisant un filtre « Karenia bicuneiformis » sur la propriété « verbatim scientific name » => 70
occurrences. La représentativité est possiblement sous estimée, il manque par exemple des
données en Afrique du Sud

/ \ 5 occurrences renseignées sous K. bidigitata en Nouvelle Zelande
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https://www.gbif.org/occurrence/map?q=karenia%20bidigitata&advanced=1&verbatim scientific n
ame=Karenia%20bidigitata&occurrence status=present

m Karenia papilionacea

Attention données comme étant indiquées comme « formellement » des K. papilionacea

On ne retrouve donc pas les données de Quadridge (identifiées comme K. brevis ou papilionacea)
Lien vers les données :

https://www.gbif.org/occurrence/map?q=karenia%20brevis&taxon key=8232388&occurrence stat
us=present

m Karenia mikimotoi

Lien vers les données :
https://www.gbif.org/occurrence/map?q=karenia&taxon key=7454879&occurrence_status=present

m Karenia selliformis
Lien vers les données :

https://www.gbif.org/occurrence/map?q=karenia%20selliformis&advanced=1&verbatim scientific
name=karenia%20selliformis&occurrence status=present

m Karenia umbella
Lien vers les données :

https://www.gbif.org/occurrence/search?q=Karenia%20umbella&advanced=1&verbatim scientific
name=Karenia%20umbella

Occurrences enregistrées a Karenia umbella, pas d’occurrence a Karenia longicanalis
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Annexe 7 : Suivi des actualisations du rapport

Date Page Description de la modification
Février 2021 Premiére version du rapport
Décembre 1 Le titre du rapport a été complété pour y inclure la partie relative a
2021 I'exposition via les activités aquatiques et les aérosols.
2 § citation suggérée : la citation a été complétée pour ajouter les éléments

relatifs a I'exposition via les activités aquatiques et les eaux récréatives

§ mots clés : les mots clés relatifs aux eaux de baignades et aux aérosols
ont été aoutés

3-4 Les noms des rapporteurs qui ont participé a I'expertise de la question 564

5-7 Les noms des membres du CES « Eaux » et de la coordination de la
question 5 sont ajoutés aux rapports

11-12 Les acronymes cités dans la réponse a la question 5 sont ajoutés dans le
tableau des acronymes (FAO, HAEDAT, MOTE, OBIS)

17 Les éléments d’organisation de la réponse a la question 5 sont ajoutés au
paragraphe « modalités de traitement de la saisine ».

18-19 § 1.5.2 : Revue bibliographique pour la question 5. Ce paragraphe décrit
la méthodologie suivie pour réaliser la revue bibliographique de la
question 5.

19-20 § Voies d’exposition pour ’'Homme. Les éléments relatifs a la question 5
complétent le § 1.6

31 Tableau 3 : Synthése des informations identifiées par le GT
Désoxy-BTX-B2 et Sulfoxyde-BTX-B2 ont été supprimés du tableau.

38 Le paragraphe relatif a 'analyse des aérosols est complété

50 2.4 Recommandations du GT pour les méthodes analytiques
Désoxy-BTX-B2 et Sulfoxyde-BTX-B2 ont été supprimés de la liste.
BTX-B4(a et b) a été ajouté.

55 Le paragraphe « production de métabolites/toxines » est complété

56 Le paragraphe « répartition géographique » est complété

68 La légende de la Figure 28 a été corrigée

72 La légende de la Figure 32 a été corrigée

74 Le § 3.4 « élimination des efflorescences » est ajouté au rapport initial.

64 Dans I'ensemble du tableau, les termes « question 5 » se rapportent a I'expertise relative aux
risques liés a I'exposition aux brévétoxines via les eaux de baignade contaminées et les aérosols
contaminés
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83 § 4.4.1 données toxico-cinétiques. Le paragraphe est complété avec des
éléments d’information relatifs a I'exposition de mammiféres a des
brévétoxines par inhalation

88 § 4.4.4 «toxicité par voie respiratoire ». Ce paragraphe est ajouté au
rapport initial.

98 § 4.5.2 « exposition par inhalation ». Ce paragraphe est ajouté au rapport
initial.

101 Le § « impact économique » est ajouté au rapport initial.

102 Le § 4.5.3 « Exposition par ingestion d’eau ou contact cutané lors de la

baignade » est complété.

109 Au § 6.1 « Eau » des éléments complémentaires permettant de répondre
a la question 5, sont ajoutés au paragraphe initial.

110 Le § 6.2 « aérosols » est complété.

111 Le § 6.3 « eau de pluie et sable » est ajouté au rapport initial.

118 Le titre du § 7.1.2.3 « surveillance des aérosols » est modifié et devient
« surveillance des aérosols et des eaux ». Le paragraphe complété avec
des éléments permettant de répondre a la question 5.

121 Le § 7.2 « Afrique du Sud » est ajouté au rapport initial.

121 Le § 7.3 « Australie et Nouvelle Zélande » est complété avec des
éléments permettant de répondre a la question 5.

123 Le § 7.4 « Mexique » est complété avec des éléments permettant de
répondre a la question 5.

123 Le § 7.4.1.1 « Surveillance des microalgues en France métropolitaine »
est complété avec des éléments permettant de répondre a la question 5.

124 Modification des images et de la Iégende de la Figure 40

126 Modification des images, de la Iégende et des renvois dans le texte de la
Figure 42

134 Mise a jour des données du graphique, de la Iégende et des renvois dans
le texte de la Figure 49
Le § 7.6 « Autres pays européens » est complété avec des éléments
permettant de répondre a la question 5.

138 7.6.3 Recommandations sur la stratégie analytique dans les coquillages
Désoxy-BTX-B2 et Sulfoxyde-BTX-B2 ont été supprimés de la liste.
BTX-B4(a et b) a été ajouté.

138 Le § 7.7.5 « recommandations de surveillance épidémiologique » est
complété avec des éléments permettant de répondre a la question 5.

139 8 Conclusions du groupe de travail
Désoxy-BTX-B2 et Sulfoxyde-BTX-B2 ont été supprimés de la liste.
BTX-B4(a et b) a été ajouté.

142 Désoxy-BTX-B2 et Sulfoxyde-BTX-B2 ont été supprimés de la liste.
BTX-B4(a et b) a été ajouté.
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143 Les conclusions et recommandations de la question 5 sont ajoutées dans
le rapport initial

145 Le § 9 « besoins de recherche » est complété avec des éléments
permettant de répondre a la question 5.

148 Le § 10.1 « Bibliographie pour les questions 1 a 4 » ont été mises a jour.

172 Le § 10.2 « Bibliographie pour la question 5 » est ajouté au rapport initial.

187 L’annexe 4 « Formation des aérosols » est ajoutée au rapport initial.

208 L’annexe 7 « Suivi des actualisation du rapport » est ajoutée au rapport
initial.

page 210 /210 Novembre 2021



h 4
\ Y 4

adnses

AGENCE NATIONALE DE SECURITE SANITAIRE
de l'alimentation, de I'environnement et du travail

14 rue Pierre et Marie Curie 94701 Maisons-Alfort Cedex
Tél: 0142 76 40 40
www.anses.fr — @Anses_fr

ISBN 979-10-286-0423-3 - Dépot 1égal : janvier 2022 - © Anses Editions 2022 - Crédit photo : Karenia brevis algal bloom of f the coast of Texas, NOAA News Archive 120910





