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AVIS

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

relatif a la proposition de VTR aigué par voie orale pour la saxitoxine
(CAS n °35523-89-8)

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 a évaluer les risques sanitaires qu'’ils peuvent comporter.

Elle contribue également & 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 l'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que l'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 19 juillet 2016 par la Direction générale de la santé (DGS) afin d’actualiser
ses travaux relatifs a I'évaluation des risques liés a la présence de cyanobactéries et de leurs toxines
dans les eaux destinées a la consommation humaine (EDCH), a la baignade et autres activités
récréatives.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Dans le cadre de l'instruction de la saisine portant sur I'évaluation des risques liés a la présence de
cyanobactéries et de leurs toxines dans les EDCH, a la baignade et autres activités récréatives il est
apparu nécessaire d’actualiser le corpus documentaire relatif a la toxicité des cyanotoxines.

Trois toxines ont été identifiées par les experts comme nécessitant un travail spécifique. Compte
tenu de sa mission pérenne en matiére d’élaboration de valeurs toxicologiques de référence (VTR),
et afin de répondre aux termes de cette saisine, 'Anses a décidé de procéder a I'élaboration d’une
VTR pour ces trois toxines : la saxitoxine (CAS n°35523-89-8) [désignée STX dans la suite de cet
avis], la microcystine-LR (CAS n°101043-37-2) et la cylindrospermopsine (CAS n°143545-90-8). Le
résultat de ce travail est publié dans trois avis distincts de ’Agence, un pour chaque toxine.
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Le présent avis a donc pour objet de proposer une VTR aigué par voie orale pour la STX. La VTR
sera notamment utilisée au cours de I'expertise de I'’Agence portant plus globalement sur les risques
sanitaires liés a la présence de cyanobactéries (saisine 2016-SA-0165).

Une VTR est un indice toxicologique qui permet de qualifier ou de quantifier un risque pour la santé
humaine. Elle établit le lien entre une exposition a une substance toxique et 'occurrence d’un effet
sanitaire indésirable. Les VTR sont spécifiques d’une durée d’exposition (aigué, subchronique ou
chronique) et d’'une voie d’exposition (orale ou respiratoire). La construction des VTR différe en
fonction des connaissances ou des hypothéses formulées sur les mécanismes d’action des
substances. Actuellement, I’hypothése par défaut est de considérer une relation monotone entre
I'exposition, ou la dose, et I'effet, ou la réponse. En I'état actuel des connaissances et par défaut, on
considére généralement que, pour les effets non cancérogénes, la toxicité ne s’exprime qu’au-dela
d’un seuil de dose (Anses, 2017).

En pratique, la construction de la VTR comprend les étapes suivantes :

- recenser et analyser les données de toxicité disponibles, sur la base d’études
épidémiologiques et/ou expérimentales,

- identifier le ou les organes cibles et 'effet critique ;

- identifier 'hypothése de construction, a seuil ou sans seuil de dose, en fonction du mode
d’action de la substance,

- choisir une étude clé de bonne qualité scientifique permettant généralement d’établir une
relation dose — réponse ;

- définir une dose critique chez 'Homme ou I'animal a partir de cette étude, éventuellement
dans le cas d’une dose critique obtenue chez I'animal, ajuster cette dose a 'lHomme ;

- pour une VTR a seuil, appliquer des facteurs d’incertitude a cette dose critique de maniéere a
dériver une VTR applicable a 'ensemble de la population concernée ;

- pour une VTR sans seulil, réaliser une extrapolation linéaire a I'origine afin de déterminer un
exces de risque unitaire.

L’élaboration des VTR suit une approche structurée et exigeante qui implique des évaluations
collectives par des groupes de spécialistes.

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’expertise collective a été réalisée par le comité d’experts spécialisé (CES) « Valeurs sanitaires de
référence » (VSR). Les travaux ont été présentés au CES tant sur les aspects méthodologiques que
scientifiques. Deux rapporteurs ont été nommés pour évaluer les études toxicologiques éligibles a
la construction d’'une VTR aigué par voie orale pour la STX. Les travaux ont été adoptés par le CES
VSR réuni le 17 octobre 2019.

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 de I'Anses (www.anses.fr).
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3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU CES

m  Synthése des données toxicologiques

La synthése des données toxicologiques a été rédigée sur la base du rapport de I'Agence
européenne de sécurité des aliments (« European Food Safety Authority » ou EFSA) publié en 2009
(EFSA, 2009), complétée par une recherche bibliographique réalisée entre le 26 novembre et le 17
décembre 2018 dont les critéres des requétes bibliographiques figurent en annexe 2 du rapport
associé au présent avis.

e Toxicocinétique

Aprés injection intraveineuse (i.v) unique chez le rat, la STX se distribue rapidement dans la
circulation sanguine puis dans le reste de I'organisme (Garcia et al., 2004 ; Andrinolo et al., 1999).
Lors d’'une administration par voie orale, la STX traverse la barriére intestinale et accéde a la
circulation sanguine générale malgré I'effet de premier passage hépatique, ce qui lui donne accés
au systéme nerveux périphérique (SNP), lequel est sa cible principale (Andrinolo et al., 2002 ; Torres
et al., 2007).

Chez 'Homme, la STX et ses variants, comme par exemple la néosaxitoxine (néoSTX) et les
gonyautoxines (GTX), sont également distribués dans de nombreux organes, tissus et fluides
biologiques : cerveau, bile, liquide céphalo-rachidien, foie, rate, cceur, thyroide, glandes surrénales,
reins, pancréas et poumons et ce quelle que soit la voie d’exposition considérée.

En outre, des résultats d’études montrent que la STX et ses variants initialement présents dans le
contenu gastrique subissent des transformations métaboliques pendant les 3 a 4 heures qui suivent
une intoxication humaine (Garcia et al., 2004 ; Llewellyn et al., 2002).

Les glucuronides qui résultent des réactions d’oxydation (phase |) et de glucuronidation (phase II),
sont souvent le produit final de cette métabolisation. lls sont éliminés majoritairement via les urines
ou minoritairement par la bile (Garcia et al., 2010 ; Testai et al., 2016). L’efficacité de I'excrétion des
STX dépend également de leur affinité pour les différents sous-types de canaux sodium (Na¥)
voltage-dépendants, appelés Na..

D’autres études corroborent ces résultats, notamment celles qui montrent que les variants
gonyautoxines 2 et 3 (GTX-2 et -3) sont principalement excrétés par filtration glomérulaire chez
'Homme et 'animal (Andrinolo et al., 1999 ; Andrinolo et al., 2002). Récemment, un cas de «
paralytic shellfish poisoning » (PSP) en Alaska a attesté de I'élimination par voie rénale de la STX
ainsi que d’autres « paralytic shellfish toxins » (PST) lors d’'une analyse de I'urine de la patiente par
chromatographie liquide haute performance (HPLC) (Coleman et al., 2018).

Selon les études, les espéces considérées et la matrice biologique retenue, la demi-vie d'élimination
de la STX est comprise entre 1h30 et 10h, ce qui est en accord avec la courte durée des symptdémes
observés lors d’intoxication (Kao, 1993 ; Andrinolo et al., 1999 ; Gessner et al., 1997).

S’agissant d’'une potentielle élimination fécale, les études expérimentales montrent que cette voie
semble étre largement minoritaire voire inexistante (Hines et al., 1993 ; Stafford et Hines, 1995 ;
Andrinolo et al., 1999).

e Toxicité aigué et subaigué

Les cas d’intoxications humaines se traduisent majoritairement par des signes neurologiques et
musculaires. Plus précisément, les signes précoces d’intoxication tels que des paresthésies de type
picotements, fourmillements ou engourdissement péribuccal et des extrémités, qui apparaissent
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rapidement, peuvent étre suivis de parésies et de paralysies musculaires, engageant le pronostic
vital en cas d’atteinte des muscles respiratoires (Arnich et Thébault, 2018).

D’autres symptomes tels que des céphalées, une hypersalivation, une soif intense, des sueurs, des
vomissements, une diarrhée et des douleurs digestives peuvent également avoir lieu lors d’'une
intoxication (Rapala et al., 2005). Au-dela de 12 heures, quand les troubles respiratoires n’ont pas
entrainé le déces de la personne intoxiquée, I'évolution est favorable en quelques heures a quelques
jours. Il n'existe a ce jour aucun traitement spécifique : la prise en charge est donc symptomatique,
pour les troubles qui le nécessitent.

La méta-analyse la plus récente réalisée a partir de cas d’intoxications humaines, établit une dose
minimale critique de 0,37 ug é9-STX.kg™" p.c correspondant a une probabilité supérieure a 10% de
présenter les symptémes (Arnich et Thébault, 2018). Cette dose critique retenue par les auteures
de la méta-analyse représente une dose environ quatre fois inférieure au LOAEL de 1,5 ug ég-
STX.kg™" p.c. établi par 'EFSA, basé sur un ensemble de symptémes qualifiés de « Iégers » (EFSA,
2009).

Les études expérimentales disponibles sont majoritairement réalisées en exposant les animaux via
plusieurs voies d’exposition différentes : eau de boisson, gavage, voie i.v ou intrapéritonéale (i.p).
Ces études de toxicité aigué décrivent essentiellement des doses létales 50% (DLso) sans que les
auteurs n’aient tenté de caractériser une relation dose-effet, car le mécanisme de toxicité de la STX
et de ses dérivés rend I'établissement d’une relation dose-effet extrémement difficile.

Le CES aretenu trois études expérimentales réalisées chez des souris, comme les plus informatives
sur la toxicité de la STX et de ses variants chez 'animal : Munday et al. (2013) ; Selwood et al.
(2017) et Finch et al. (2018), possédant le méme protocole d’étude et ayant été réalisées par les
mémes équipes de chercheurs. Les résultats de ces trois études se confortent car sont sensiblement
similaires.

L’étude de Munday et al. (2013) met en évidence que les toxicités aigués de tous les variants de la
STX par gavage sont significativement plus faibles que celles par injection i.p, et que les toxicités
aigués par l'alimentation sont plus faibles que celles par gavage. D’autre part, la néoSTX est
rapportée comme significativement plus toxique que la STX par gavage et par I'alimentation. Le CES
souligne que les facteurs d’équivalence de toxicité, communément appelés TEF (« Toxicity
Equivalence Factors ») en anglais, relatifs aux variants de la STX, présentent une grande disparité
de valeurs dans la littérature scientifique. L’étude de Selwood et al. (2017) suggére d’ailleurs de
réviser les valeurs définies par 'EFSA en 20009.

Les indicateurs les plus sensibles des effets sublétaux mentionnés dans I'étude de Munday et al.
(2013) sont une respiration abdominale, la I1éthargie et une diminution du comportement exploratoire
des souris. L’étude signale qu’une diminution de la force de préhension n’est observée qu'a des
doses légérement inférieures a la DLso.

Les études expérimentales confirment donc les symptdmes observés lors d’intoxications humaines
aigués. Cette cohérence est liée au mécanisme d’action de la STX et de ses variants, identique
quelle que soit 'espéce exposée a la toxine.

e [rritation

Plusieurs cas d’intoxication d’enfants agés de 2 a 10 ans, lors de la contamination de lacs finlandais
par des efflorescences de diverses espéces de cyanobactéries productrices de STX, se sont traduits
par une irritation cutanée et oculaire. Ces effets toxiques, associés a des signes systémiques tels
que des douleurs abdominales et de la fiévre, sont imputés par les auteurs a la STX et ses variants
(Rapala et al., 2005).
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La toxicité cutanée engendrée par la contamination d’eaux récréatives par des cyanobactéries est
attribuée aux lipopolysaccharides (LPS), constituants de la paroi cellulaire de I'ensemble des
cyanobactéries. Les LPS, retrouvés en effet chez toutes les bactéries Gram négatives, peuvent
provoquer des réactions d'’irritation et allergiques dans les tissus humains et animaux (Pilotto et al.,
2004). D’autres espéces de cyanobactéries, non productrices de STX, peuvent donc également
mener a une irritation cutanée.

e Sensibilisation

D’une maniéere générale, la sensibilité des individus aux cyanobactéries dans les eaux de baignade
est trés variable, car il peut s'agir aussi bien de réactions allergiques aux cyanobactéries que de
réactions directement induites par les toxines. Les pigments cyanobactériens peuvent par exemple
étre a l'origine de réactions allergiques (Cohen et Reif ,1953).

Les cyanobactéries ont en effet des caractéristiques communes avec les pneumallergénes courants
en suspension dans l'air et des études ont montré des réponses allergiques aux cyanobactéries
chez des patients souffrant de rhinite et/ou d’asthme allergique. Un cas détaillé récent rapporte une
réaction allergique se manifestant par un cedéme facial grave avec cedéme périorbitaire et une
éruption cutanée prurigineuse érythémateuse sur les bras et les mains aprés une baignage dans un
lac. L'analyse d'un échantillon du sérum de la patiente a montré une augmentation des
immunoglobulines E (IgE) spécifiques a l'extrait de cyanobactéries, en excluant d’autres causes
sous-jacentes (Geh et al., 2016).

e Toxicité subchronique et chronique

Les études expérimentales de toxicité subchronique/chronique mettent majoritairement en évidence
la neurotoxicité induite par la STX et ses variants. Cette derniére se manifeste par :

- des altérations de l'activité antioxydante totale (« Total Antioxidant Capacity » ou ACAP) et
la production d’espéces réactives de 'oxygéne (ERO, soit « Reactive Oxygen Species » ou
ROS en anglais) dans le cerveau, notamment I'hippocampe, et dans le foie, associée a une
diminution des défenses antioxydantes (Ramos et al., 2014) ;

- une diminution de l'activité de la glutamate cystéine ligase (GCL) ainsi qu’'une augmentation
de la concentration de glutathion et de la glutathion-S-transférase (GST) dans le cerveau
(lanora et al., 2011) ;

- une diminution des performances des mémoires aversives et spatiales, mise en évidence
par les tests de I'évitement intérieur (« Inhibitory Avoidance » ou |A) et du labyrinthe
aquatique de Morris (« Morris water maze » ou MWM) ;

- une augmentation des niveaux d’acides aminés neurotransmetteurs (aspartate, glutamate,
GABA) dans le cerveau (Cianca et al., 2009) ;

- une altération aigué de la production de dopamine (DA) et de son métabolite, I'acide 3,4-
dihydroxyphénylacétique (DOPAC) (Cianca et al., 2011) ;

La STX perturbe donc I'homéostasie de certaines voies de neurotransmission centrales. D’autre
part, étant donné que I'excitabilité neuronale joue un réle important dans le développement normal
du SNC, une exposition prolongée aux PST peut affecter la neurogenése (Brackenbury et al., 2010).

En outre, une diminution transitoire du poids corporel et de la consommation de nourriture aprés
administration répétée (12 semaines), ainsi qu'une cholestase transitoire en fin de période de
traitement ont été observées chez le rat Sprague-Dawley lors d’'une exposition par voie sous-
cutanée de 6 ug.kg' de néoSTX (Zepeda et al., 2014).
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¢ Reprotoxicité et effets sur le développement

Aucune étude sur la toxicité potentielle sur la reproduction et le développement chez 'Homme ou
I'animal n’est disponible a ce jour pour la SXT et ses variants. Cependant, deux études ont évalué
limpact de la STX sur le développement du poisson-zébre : I'exposition de larves de poissons-
zébres a la STX (229 ug é9-STX.L") pendant 7 jours a induit une diminution des fonctions sensori-
motrices dés 48 heures et une paralysie aprés 4 jours. A une dose 2 fois supérieure (481 ug éqg-
STX.L™"), la toxine a entrainé un cedéme au niveau de plusieurs organes (ceil, péricarde, sac vitellin).
Enfin une paralysie des larves, dont I'intensité dépend du stade de développement, a été constatée.
L’étude note que ces effets morphologiques et sensorimoteurs sublétaux étaient réversibles si ces
larves étaient ensuite placées dans une eau exempte de toute toxine. Les poissons-zébres exposés
transitoirement a la STX au cours du développement larvaire (2 a 4 jours aprés fertilisation) avaient
une croissance et une survie réduites (Lefebvre et al., 2004). Cependant, les concentrations utilisées
dans ces études sont plus élevées que celles auxquelles une personne est susceptible d'étre
exposée sur une longue période (Oberemm et al., 1999 ; Lefebvre et al, 2004). Il est en
conséquence difficile d’extrapoler ces données expérimentales a 'lHomme.

e Génotoxicité

Il N’existe que trés peu d’études sur la génotoxicité potentielle de la STX et de ses variants. Une
étude récente, celle de Melegari et al. (2015), n'a démontré aucun changement significatif dans la
fréquence des cellules binucléées présentant des micronoyaux (MN) dans les cellules N2A et Vero
exposeées a la STX, indiquant I'absence de génotoxicité dans ces conditions d'essai.

A Tinverse, des effets génotoxiques ont été mis en évidence sur le poisson dulcicole Hoplias
malabaricus (Da Silva et al., 2011). L'étude de Da Silva et al. (2014), a confirmé ces résultats en
exposant des cellules neuronales de H. malabaricus a une concentration de 3 ug.L™" d’éq-STX. Lors
de cette exposition, le test des cométes a montré une augmentation du nombre de dommages a
'ADN (Da Silva et al., 2014).

o Cancérogénicité

La STX n’a pas été étudiée quant a son caractere cancérogéne par le Centre International de
recherche sur le cancer (CIRC). Ceci est d(, selon le CES, a un profond manque de données dans
la littérature scientifique, qui ne permet pas de déterminer le potentiel cancérogéne de la STX.

e Populations a risque

D’aprés une étude de cas relative a une épidémie d’intoxication par des mollusques (Amphichaena
kindermani) entre juillet et ao0t 1987, sur la céte pacifique du Guatemala, les enfants semblent étre
la population la plus sensible. Sur les 187 personnes intoxiquées dans cette étude et présentant des
symptdémes, les enfants de moins de 6 ans avaient un taux de mortalité plus élevé (50%) que les
personnes de plus de 18 ans (7%) (Rodrigue et al., 1990).
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= VTR aigué

¢ Choix de I'effet critique

Comme vu précédemment, les premiers effets les premiers effets qui apparaissent aux plus faibles
doses chez 'lHomme apres une intoxication par la STX ou ses variants aux plus faibles doses sont
des paresthésies péri-buccales, étourdissements, céphalées, nausées, vomissements ainsi que des
vertiges. Ces symptémes sont suivis d’asthénie, de faiblesse musculaire et de discours incohérents.
Lors d’'une intoxication, ces symptdémes évoluent rapidement vers des paralysies musculaires, des
difficultés respiratoires sévéres, qui peuvent conduire jusqu’au décés (Arnich et Thébault, 2018).

La liaison aux canaux Nay et le blocage de leur conductance sont considérés comme le principal
mécanisme moléculaire de la neurotoxicité de la STX et de ses variants (EFSA, 2009).

Dans les études expérimentales, les intoxications des animaux sont également caractérisées par
des symptdémes de gravité croissante. L’évaluation quantitative a des doses sublétales de la
diminution de la force de préhension (« grip strength ») dans I'étude de Munday et al. (2013), a
permis de compléter les observations qualitatives des symptébmes chez les animaux aprés
I'exposition a la STX. Toutefois, le choix d’un effet critique est délicat car les signes de dysfonctions
neurologiques bénins peuvent évoluer de maniére rapide vers des troubles graves pouvant mener
au décés.

Du fait des incertitudes relevées dans les études épidémiologiques relatives aux estimations
des expositions des personnes intoxiquées, le CES propose de ne pas retenir les
paresthésies observées chez ’Homme dans certains cas d’intoxications non bénignes,
comme effet critique.

Le CES propose de retenir comme effet critique la dysfonction des muscles squelettiques
engendrée par le blocage des canaux Na,, observée dans les études expérimentales. Il attire
en outre I'attention sur la difficulté d’établir une relation dose-effet quant a la toxicité de la
STX et de ses variants, du fait de leur mécanisme de toxicité.

e Analyse des VTR aigués existantes

Compte tenu des limites des études épidémiologiques, liées notamment a la difficulté de caractériser
précisément les expositions des individus intoxiqués, il est décidé par le CES de ne pas retenir les
études épidémiologiques disponibles pour I'élaboration d’'une VTR ni I'« acute reference dose » de
0,5 ug é9-STX.kg p.c.j" établie par TEFSA en 2009.

Ainsi, le CES propose de construire une nouvelle VTR aigué par voie orale basée sur une
étude expérimentale.

e Construction d’'une VTR aigué

o Choix de I'étude-clé

Les études épidémiologiques présentant divers biais, le CES a proposé de déterminer la VTR sur la
base de l'une des études expérimentales disponibles. Trois études expérimentales ont été
sélectionnées par le CES car ces derniéres constituent les études les plus récentes et adaptées a
I'élaboration d’'une VTR. Ce sont les études de Munday et al. (2013), Selwood et al. (2017) et Finch
et al. (2018), mentionnées précédemment.
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Peu de différences existent entre ces études, réalisées par la méme équipe de chercheurs.
Néanmoins, I’étude de Munday et al. (2013) a été choisie comme étude-clé car elle est la seule
a compléter I'étude des effets toxiques de la STX par le test de préhension, qui permet d’objectiver
les résultats de I'observation visuelle de 14 jours effectuée dans les trois études.

En outre, I'étude de Selwood et al. (2017), ayant pour objectif de déterminer la toxicité aigué des
variants de la STX en vue de les comparer avec celle de la STX, reprend le NOAEL de I'étude de
Munday et al. (2013) de 544 nmol.kg™" par gavage dans son tableau de résultats. Ceci incite a utiliser
directement I'étude source ayant déterminé ce NOAEL.

o Choix de la dose critique

Le CES souligne la difficulté de déterminer une dose critique du fait de I'absence de relation dose-
effet claire dans I'étude-clé retenue, et de ce fait la difficulté de modéliser une « Benchmark Dose »
(BMD). Malgré I'absence de relation dose-effet observable dans cette étude et le faible niveau de
détails des symptémes survenant avant la mort, le NOAEL de 544 nmol.kg™" peut étre considéré
comme un point de départ pour I'élaboration d’'une VTR. Toutefois, le CES insiste sur l'intervalle de
dose tres étroit entre le NOAEL observé et les DLso décrites dans I'étude. Cet intervalle étroit, ameéne
le CES a mettre en garde sur la gravité des intoxications possibles si la VTR élaborée est dépassée.

Le CES souligne que pour pallier 'absence d’information sur I'intervalle entre le NOAEL et le LOAEL
dans I'étude-clé retenue, il serait judicieux de réaliser une étude en multipliant les doses d’exposition
sur un intervalle de doses rapprochées, afin de pouvoir mieux caractériser une relation effet-dose.
Une étude robuste, réalisée via une voie d’administration représentative telle que I'exposition par
eau de boisson, pourrait permettre de modéliser la pente correspondant a la relation dose-effet et
d’en apprécier I'intensité. Au vu de la difficulté a quantifier les effets observés, ladite étude devrait
prévoir de réaliser les tests de neurotoxicité les plus appropriés.

Le CES a donc considéré le NOAEL décrit dans I'étude Munday et al. (2013) comme le seuil en
deca duquel il n’est pas attendu de blocage suffisant des canaux Na, a méme d’induire une paralysie
musculaire observable chez les animaux exposés.

NOAEL = 544 nmol.kg™"' = 163 ug.kg™

o Ajustement allométrique

Pour réduire la valeur de I'incertitude sur la variabilité inter-espéce, un ajustement allométrique a été
réalisé. Une dose équivalente humaine (« Human Equivalent Dose » soit HED) est calculée a I'aide
de I'équation suivante? :

Poids animal jm

Dose équivalente Homme = Dose animal x -
Poids homme

Un poids des souris de 22 g a été utilisé pour le calcul, basé sur l'intervalle des poids de souris
renseigné dans I'étude (18 — 229) et afin de davantage concorder avec la préconisation de 'US EPA
(US EPA, 2006) de 25g. Pour ’'Homme, le poids utilisé pour le calcul est de 70 kg.

NOAEL uep = 163 x (0,022 / 70)"4 = 22 ug.kg™ p.c

1 Cette équation est issue des recommandations de 'US EPA (US EPA, 2006).
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o Choix des facteurs d’incertitude

Le calcul de la VTR a partir de I'étude de Munday et al. (2013) a été effectué a 'aide des facteurs
d’incertitude suivants (Anses, 2017) :

- Variabilité inter-espéces (UF,) : 2,5. L’ajustement allométrique réalisé a permis de calculer
une dose équivalente humaine, a 'aide de I'équation précédente. Pour tenir compte de la
variabilité toxicodynamique et dincertitudes résiduelles, un facteur d’incertitude
supplémentaire a été fixé a 2,5 selon les recommandations de I'lPCS (IPCS, 2005) et sur la
base des pratiques de I'Anses.

- Variabilité inter-individuelle (UFy) : 10. Les données humaines observées sont en faveur de
I'existence de populations sensibles : les enfants, selon I'étude de Rodrigue et al. (1990), ce
qui a conduit a choisir une valeur par défaut de 10 pour la variabilité inter-individuelle.

- Insuffisance des données (UFp): 10. Les études épidémiologiques et expérimentales
souffrent de divers biais. A ces derniers s’ajoutent d’autres lacunes telles que les
informations disponibles sur la toxicité de chacun des variants de la STX. En outre, du fait
de la sévérité de I'effet critique retenu et pour pallier les risques potentiels d’autres variants
tels que la néoSTX, le CES choisit d’appliquer un UFp de 10.

Un facteur d’incertitude global de 250 est donc utilisé pour la construction de la VTR.
o Proposition de VTR aigué par voie orale

VTR = NOAELwep / UF =22/ 250 = 0,088 pg.kg™ p.c .j'= 0,1 ug.kg™ p.c .j"!
o Niveau de confiance

Un niveau de confiance global faible a été attribué a cette VTR en se basant sur les 4 critéres
suivants : la nature et la qualité du corpus de données (faible), le choix de I'effet critique et le mode
d’action (fort), le choix de I'étude clé (moyen-faible) et le choix de la dose critique (faible). Ce niveau
de confiance pourra étre réévalué sous réserve de nouvelles études alimentant le corpus de
données relatif a la toxicité de la STX.

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail endosse
les conclusions et recommandations du CES « Valeurs sanitaires de référence » qui portent sur la
proposition d’'une VTR aigué par voie orale pour la STX.

Pour rappel, dans le cadre des scénarios généralement pris en compte en évaluation des risques
sanitaires chez 'Homme, lorsqu’il est fait usage de VTR, I'Anses distingue trois types de durée
d’exposition :

- les expositions aigués, de 1 a 14 jours ;

- les expositions subchroniques, de 15 a 364 jours ;

- les expositions chroniques, a partir de 365 jours.

Une VTR aigué par voie orale est proposée pour la STX, basée sur la dysfonction des muscles
squelettiques. Un niveau de confiance faible a été attribué a cette VTR.
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Tableau 5 : VTR aigué par voie orale pour la STX

Effet critique

(étude clé) Concentration critique UF VTR
NOAEL = 163 pg.kg™' p.c .j" 250
Dysfonction des VTR = 0,1 ug.kg™ p.c .j"
muscles Ajustement allométrique UFa:2,5
squelettiques UFp: 10
Munday et al. 2013 | NOAELwep = 22 pg.kg™ p.c . UUF; '_110 Niveau de confiance
L.
: Faible
UFs: 1

L’Agence rappelle lintervalle étroit entre les doses conduisant aux premiers effets néfastes
observables et la mort des individus. Elle souscrit pleinement a la recommandation du CES visant a
pallier le manque de connaissance sur cet intervalle via la réalisation d’'une étude multipliant les
doses d’exposition sur un intervalle de doses restreint.

Cette étude, réalisée par voie orale et utilisant la méthode HPLC, devra permettre de modéliser la
pente correspondant a la relation dose-effet et d’en apprécier I'intensité. Au vu de la difficulté a
quantifier les effets observés, I'étude devra prévoir de réaliser les tests de neurotoxicité les plus
appropriés. Elle devra également caractériser la toxicité des variants de la STX, retrouvés en
quantités non négligeables lors de cas d’intoxications humaines.

L’Agence souligne que la présente VTR est susceptible d’étre réévaluée si une telle étude est
publiée et permet d’alimenter les connaissances sur la toxicité relative a l'ingestion de la STX et de
ses variants. Malgré le niveau de confiance faible défini pour cette VTR, ’Agence rappelle qu’étant
donné la toxicité importante de la STX et I'enjeu de santé publique que représente les cyanotoxines
pour les agences régionales de santé, il a été décidé par le CES de proposer une VTR pour la STX,
ce qui représente un premier pas dans la protection des expositions potentielles de la population
francaise a la STX. Enfin, 'Agence insiste sur la gravité des intoxications possibles si la VTR
proposée est dépassée.

Dr Roger Genet
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Sigles et abréviations

ACAP
ACh
ADME
Anses
AOAC
ARfD
BMD
BMDL
Canaux Ca,
Canaux Ky
Canaux Na,
CAS
CBMN
CES
dcSTX
DJA
DLso%

DA
DOPAC
ECHA
EDCH
EFSA
Eg-STX
ERO
FAO
GCL
Gluc-STX
GST
GTX
HABS
HED
hERG
HPLC

IA

i.m

i.p
IUPAC
i.v

Kow
LOAEL

Antioxydant Capacity

Acétylcholine

Absorption, Distribution, Métabolisme et Excrétion
Agence nationale de sécurité sanitaire alimentation environnement travail
Association of Official Analytical Chemists

Acute Reference Dose

Benchmark Dose

Benchmark Dose Modelling

Canaux calcium sensibles au potentiel de membrane
Canaux potassium sensibles au potentiel de membrane
Canaux sodium sensibles au potentiel de membrane
Chemical Abstract Service

Cytokinesis-block micronucleus test

Comité d’Experts Spécialisé

Décarbamoyle Saxitoxine

Dose Journaliere Admissible

Dose Létale 50%

Dopamine

acide 3,4-Dihydroxyphenylacétique

European Chemical Agency (Agence européenne des substances chimiques)
Eaux Destinées a la Consommation Humaine
European Food Safety Authority (Agence européenne de Sécurité des aliments)
Equivalent saxitoxine

Espéeces Réactives de 'Oxygeéne

Food and Agriculture Organization

Glutamate Cystéine Ligase

Glucuronic Saxitoxin

Glutathion S-Transférase

Gonyautoxine

Harmful Algae Bloom Surveillance

Human Equivalent Dose

human Ether-a-go-go-Related Gene

High Performance Liquid Chromatography

Inhibitory Avoidance

Intramusculaire

Intrapéritonéale

International Union of Pure and Applied Chemistry
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1 Contexte, objet et modalités de traitement de la
saisine

1.1 Contexte

Une valeur toxicologique de référence, ou VTR, est un indice toxicologique qui permet de qualifier
ou de quantifier un risque pour la santé humaine. Elle établit le lien entre une exposition a une
substance toxique et 'occurrence d’un effet sanitaire indésirable. Les VTR sont spécifiques d’'une
durée d’exposition (aigué, subchronique ou chronique) et d’'une voie d’exposition (orale, cutanéo-
muqueuse ou respiratoire). La construction des VTR differe en fonction des connaissances ou des
hypothéses formulées sur les mécanismes d’action des substances. Actuellement, 'hypothése par
défaut est de considérer une relation monotone entre I'exposition, ou la dose, et I'effet, ou la réponse.
En I'état actuel des connaissances et par défaut, on considére généralement que, pour les effets
non cancérogénes, la toxicité ne s’exprime qu’au-dela d’un seuil de dose (Anses, 2017).

En pratique, la construction de la VTR a seuil comprend les quatre étapes suivantes :

= choix de l'effet critique ;

= choix d'une étude de bonne qualité scientifique permettant généralement d’établir une
relation dose — réponse ;

= choix ou construction d'une dose critique a partir des doses expérimentales et/ou des
données épidémiologiques ;

= application de facteurs d'incertitude a la dose critique pour tenir compte des incertitudes.

L’élaboration des VTR suit une approche structurée et exigeante qui implique des évaluations
collectives par des groupes de spécialistes.

1.2 Objet de la saisine

Le Directeur général de la santé a saisi 'Anses le 19 juillet 2016 d’'une demande d’actualisation de
I'évaluation des risques liés a la présence de cyanobactéries et de leurs toxines dans les eaux
destinées a la consommation humaine (EDCH), a la baignade et autres activités récréatives (annexe

1).

L’'un des objectifs de ce travail est d’actualiser le corpus documentaire relatif a la toxicité des
cyanobactéries et le cas échéant, sélectionner ou construire de nouvelles valeurs toxicologiques de
référence représentatives de scénarios d’exposition liés a I'ingestion d’EDCH ou d’eau pendant les
activités aquatiques récréatives telle que la baignade. Dans le cadre de cette saisine, une VTR aigué
par voie orale liée a I'ingestion de saxitoxine (STX) est proposée.

1.1 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre et organisation

L’Anses a confié au comité d’experts spécialisé (CES) « Eaux » linstruction de cette saisine. Le
CES « Valeurs sanitaires de référence » (VSR) a été mandaté pour évaluer les VTR existantes et
valider la présente VTR.

Les travaux d’expertise ont été soumis régulierement aux deux CES tant sur les aspects
méthodologiques que scientifiques et tiennent compte des observations et éléments
complémentaires transmis par les membres des CES. Les travaux ont été adoptés par le CES VSR
réuni le 17 octobre 2019.

Ces travaux sont ainsi issus de 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) ».
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1.2 Prévention des risques de conflit d’intérét

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 de 'agence (www.anses.fr).
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2 Informations générales

2.1 Cyanobactéries

Anciennement appelées « algues bleues » ou « algues bleu-vert », les cyanobactéries sont des
micro-organismes procaryotes a Gram négatif dont la pigmentation peut varier du bleu-vert au rouge
(De Reviers, 2002, 2003). On les trouve aujourd’hui dans la plupart des écosystémes.

Les cyanobactéries sont des procaryotes photosynthétiques, classées du point de vue systématique
dans le régne des Eubactéries. A linstar des autres bactéries, leur structure cellulaire est
caractérisée par I'absence de noyau et d’organites intracellulaires. Ces micro-organismes ont
longtemps été associés au regne végétal car ils présentent également des caractéristiques propres
aux algues vivant dans les eaux continentales et les milieux marins. Comme les végétaux, les
cyanobactéries possédent de la chlorophylle-a, et non de la bactériochlorophylle comme certaines
bactéries. Elles renferment généralement, comme autres pigments photosynthétiques, des
phycobiliprotéines et réalisent une photosynthése productrice d’oxygéne en utilisant 'eau comme
donneur d’électrons.

La multiplication des cyanobactéries est végétative, c’est-a-dire asexuée, et s’effectue par division
binaire d’'une cellule mére en deux cellules filles, par bourgeonnement ou par divisions multiples.
Selon les espéces et les conditions environnementales, les temps de doublement des populations
varient de quelques heures a plusieurs jours.

Dans des conditions qui leur sont favorables, ces cyanobactéries connaissent des phases de
prolifération massive aussi nommées d’efflorescences (« bloom » en anglais). Durant ces phases
de prolifération massive, se développe une biomasse importante et une ou deux espéces deviennent
alors trés largement dominante(s) (lanora et al., 2011). Les effets indésirables pour I'environnement
et la santé humaine peuvent étre alors nombreux.

En effet, ces micro-organismes peuvent produire et libérer des toxines appelées cyanotoxines, ou
d’autres composés bioactifs, capables d’agir sur différents organes-cibles telles que le foie et le
systeme nerveux. L'Homme est exposé aux cyanotoxines principalement par ingestion ’EDCH ou
accidentellement lors d’activités récréatives aquatiques. La présence de cyanobactéries, signalée
sur tous les continents, est source de préoccupation croissante vis-a-vis des risques sanitaires
associés pour 'Homme et 'animal (Testai et al., 2016).

La saxitoxine (STX) est une neurotoxine produite naturellement par certaines espéces de
dinoflagellés marins : Alexandrium sp., Gymnodinium sp., Pyrodinium sp. (Hackett et al., 2013) et
des cyanobactéries principalement dulcicoles, dont certaines espéces des genres : Anabaena,
Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Lyngbya et Planktothrix. L’ingestion de STX est responsable
de la maladie humaine connue sous le nom d'intoxication paralysante par les mollusques (en anglais
paralytic shellfish poisoning ou PSP)!. Ces intoxications surviennent habituellement lors de la
consommation de mollusques (huitres, palourdes) contaminés majoritairement par des proliférations
de dinoflagellés toxiques, étant donné leur prévalence importante en milieu marin par rapport aux
cyanobactéries productrices de toxines.

2.2 Saxitoxine : caractéristiques et propriétés physico-chimiques

La STX et ses variants, communément appelés famille des STX (Tableau 1), sont des toxines
guanidiques (Figure 1) qui doivent leur nom a la palourde d’Alaska, Saxidomus giganteus, a partir
de laquelle la STX été purifiée en 1957 (Schantz et al., 1957 ; Llewellyn, 2006). Outre la
consommation de mollusques, les intoxications paralysantes peuvent survenir aprés consommation
de crustacés et de poissons. Depuis sa découverte dans des mollusques, 57 variants structuraux
de la STX ont été décrits (Wiese et al., 2010).

1 Source : (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Saxitoxin#section=Human-Metabolite-Information)
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Tableau 1 : Identification de la substance et propriétés physico-chimiques?

Nom Saxitoxine

Numéro CAS 35523-89-8

Abréviation STX
[(3aS,4R,10aS)-2,6-diamino-10,10-dihydroxy-

Nom IUPAC 3a,4,8,9-tetrahydro-1H-pyrrolo[1,2-c]purine-4-
yllméthyl carbamate

Formule C10H17N704

Poids moléculaire 299,29 g/mol

2 Source : https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Saxitoxin
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NH,
Division Acronym Name Rl R2 R3 R4
(Synonym)
Carbamate 5TX sangonin H H H DCONH;
NeoSTX neosaxioxin OH H H
GTXI Gonyautoxm | OH H | 080
GTX2 H H | 080;
GTX3 H |080;]| H
GTX4 OH [0S0, | H
Decarbamoy] deSTX Decarbamoyl H H H OH
saxgoxin
deGTX2 H H | 080,
deGTX3 H 050, H
N-sulfocarbamoyl | BI(GTXS) Carbamoyl-N- H H H OCONHSOy
sulfosaxitoxm :
BAGTX6) OH H H
ClEpGTXE) OH H Q80
C2AGTXS) H |osoy| H
Ci Carbamoyl-N- H H | 080;
sulfogonyautoxin-1
C4 Carbamoyl-N- OH | 080y H
sulfogonyantoxin-4

Figure 1- Structure de la saxitoxine et de ses variants

page 15/ 51 Mars 2020



Anses o rapport d’expertise collective Saisine « 2016-SA-0299 » - VTR Saxitoxine

3 Synthese des données toxicologiques

La synthése des données toxicologiques a été redigée sur la base du rapport de I'Agence
européenne de sécurité des aliments (« European Food Safety Authority » ou EFSA) publiée en
2009 (EFSA, 2009) complétée par une recherche bibliographique réalisée entre le 26 novembre et
le 17 décembre 2018. Le détail de cette recherche bibliographique est présenté en annexe 2.

3.1 Toxicocinétique

3.1.1 Absorption

Lors d’'une exposition par voie orale, la STX et ses variants franchissent la barriére intestinale par
des voies para- et transcellulaires, comme le prouvent des observations in vitro (cellules Caco-2 et
IEC-6) et ex vivo (biopsies d’intestin humain) (Andrinolo et al., 2002 ; Andrinolo, et al., 2002 ; Torres
et al., 2007). Aprés le passage de la barriére intestinale, la STX accede a la circulation sanguine
générale malgré l'effet de premier passage hépatique, ce qui lui donne accés au systéme nerveux
périphérique (SNP), lequel est sa cible principale. Cependant, les études expérimentales in vivo
montrent que I'absorption intestinale limite la toxicité de la STX et de ses variants, par rapport aux
autres voies qui s’affranchissent du passage intestinal (Andrinolo et al., 2002 ; Torres et al., 2007).
En effet, les diverses études détaillées dans la suite de ce rapport montrent que lors d’'une injection
intrapéritonéale (i.p) ou intraveineuse (i.v) chez des souris, les doses létales 50% (DLso) sont plus
faibles que par administration par voie orale.

Enfin, selon I'étude de Selwood et al. (2017), la toxicité de la STX et de ses variants est plus élevée
par gavage que par voie alimentaire chez les souris. Selon les auteurs, lors d’'une exposition par
gavage le contenu gastrique semi-solide des rongeurs ne permettrait pas le mélange des toxines
administrées, qui circuleraient donc autour du contenu gastrique et pénétreraient ainsi rapidement
dans le duodénum afin d'y &tre absorbées. A 'inverse, lors d’'une administration par voie alimentaire,
la quantité de toxines a tester se mélangerait avec le contenu gastrique des rongeurs de la méme
maniére que les toxines se répartissent dans le contenu liquide de l'estomac humain. Ceci
entrainerait une libération relativement lente dans les zones d’absorption du tractus gastro-intestinal
et entrainerait de fait une moindre toxicité.

Lors d’une exposition par voie cutanée, les résultats d’'une étude suggérent que les toxines - dont le
logarithme du coefficient de partage octanol-eau3 (Log Kow) sont de I'ordre de -2 & -3, ce qui en fait
donc de mauvais candidats pour une pénétration transcutanée - peuvent également pénétrer
I'épiderme via des plaies éventuelles ou les pores de glandes sudorales (Rapala et al., 2005).

3.1.2 Distribution

Lors d’une administration par voie i.p chez le rat a des doses de 5 et 10 ug.kg™, une partie de la
STX traverse la barriére hémato-encéphalique et est retrouvée dans différentes régions du cerveau
(Cianca et al., 2007).Apres injection intraveineuse unique chez le rat, la STX se distribue rapidement
dans la circulation sanguine puis dans le reste de I'organisme (Garcia et al., 2004 ; Andrinolo et al.,
1999).

Chez 'Homme, la STX et ses variants sont également distribués dans de nombreux organes,
tissus et fluides biologiques : cerveau, bile, liquide céphalo-rachidien, foie, rate, cceur, thyroide,
glandes surrénales, reins, pancréas et poumons et ce quelle que soit la voie considérée.

3 Log Kow : Il correspond au ratio entre la concentration de substance dans I'octanol et celle dans I'eau &
I'équilibre. Il est corrélé a la solubilité dans I'eau et reflete indirectement les potentiels de bioaccumulation et
de bioconcentration d’'une substance.
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3.1.3 Métabolisme

La conversion métabolique de la STX et ses variants chez les mammiferes reste imparfaitement
caractérisée (Llewellyn, 2006). Toutefois, un cas d’intoxication humaine a rapporté de maniére
précise que la STX était majoritaire dans le tractus digestif a hauteur de 82%, alors que I'urine ne
contenait que 48,7% de STX, les formes néosaxitoxine (néoSTX) et décarbamoylsaxitoxine (dcSTX)
étant les plus importantes des autres variants identifiées (Llewellyn et al., 2002). Cette différence de
variants met en évidence que la STX est métabolisée en divers variants tels que la néoSTX et la
dcSTX dans le corps humain. Des analyses de fluides biologiques, sang et urine, prélevés sur des
personnes intoxiquées, ont montré la prédominance de certains variants (STX, N-sulfocarbamoyle
gonyautoxine 1 dit C1) par rapport a d’autres qui leur sont structurellement proches (GTX2).

D’autre part, I'étude de Garcia et al. (2004), relative a des cas d’intoxication humaine par la STX et
ses variants en Patagonie, a montré que les toxines présentent dans le contenu gastrique étaient la
STX et les gonyautoxines (GTX1, GTX2, GTX3, GTX4 et GTX5). La quantité de chacune de ces
toxines présente dans le contenu gastrique s’est avérée, d’aprés les échantillons biologiques des
personnes intoxiquées, étre la quantité observée la plus élevée de tout 'organisme. Les analyses
d’échantillons d’urine et de bile ont montré dans cette étude que les variants néoSTX et GTX4 /
GTX1, deux variants de STX avec un groupe hydroxyle (-OH) dans le N1 du noyau tétrahydropurine,
constituaient les toxines majoritairement présentes dans ces échantillons.

Néanmoins, la néoSTX n'était pas présente dans les échantillons de contenu gastrique, ce qui
indique que I'oxydation de N1 dans le noyau de la tétrahydropurine STX entrainait la formation de
néoSTX, de la méme maniére que les variants GTX3 / GTX2 ont été transformés en variants GTX4
/ GTX1. Outre cette transformation métabolique, I'hydrolyse du groupe carbamoyle de STX pour
former son variant décarbamoyl, la dcSTX, a également été détectée dans le foie, les reins et les
poumons (Garcia et al., 2004).

Ces deux résultats montrent que la STX et ses variants initialement présents dans le contenu
gastrique subissent des transformations métaboliques pendant les 3 a 4 heures qui suivent une
intoxication humaine. La transformation majoritaire de la STX et des variants GTX3 / GTX2 est
I'oxydation enzymatique de N1 dans le noyau de la tétrahydropurine, produisant respectivement des
variants néoSTX et GTX4 / GTX1.

L’étude de Garcia et al. (2010), résume les réactions d'oxydation et de glucuronidation séquentielles
a partir de la STX (Figure 2).
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Figure 2 - Voie métabolique proposée pour les réactions d'oxydation et de glucuronidation des
toxines des coquillages paralytiques (PST) (Garcia et al., 2010)

La STX et ses variants sont donc bien métabolisés avant d’étre éliminés. Cependant, la
métabolisation de la STX et de ses variants chez ’'Homme devrait étre davantage caractérisé, en
particulier pour déterminer s’il résulte d’'une métabolisation par les enzymes du métabolisme des
xénobiotiques de l'organisme et/ou est le résultat d’'une modification par les bactéries du tractus
digestif avant son passage dans la circulation. En effet, chez des bactéries (des genres Vibrio et
Pseudoalteromonas) présentes dans les organismes invertébrés marins, la métabolisation des STX
montre une conversion des GTX en STX et néoSTX. Chez certains organismes marins vecteurs
d’intoxication humaine, la STX et ses variants sont susceptibles d’étre métabolisés et peuvent ainsi
conduire a la formation d’autres variants de la STX. La connaissance de I'ensemble des voies de

=S
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métabolisation/détoxication pourrait permettre d’améliorer la prise en charge et le traitement des
personnes intoxiquées (Wiese et al., 2010).

3.1.4 Excrétion

Les réactions d’oxydation (phase 1) et de glucuronidation (phase Il) sont le point de départ de la
métabolisation et de I'excrétion de ces toxines. Les glucuronides qui en résultent, qui sont souvent
le produit final du métabolisme, sont éliminés majoritairement via les urines ou minoritairement par
la bile (Garcia et al., 2010 ; Testai et al., 2016). L’efficacité de I'excrétion des STX dépend également
de leur affinité pour les différents sous-types de canaux sodium (Na*) voltage-dépendants, appelés
Na..

D’autres études corroborent ces résultats, notamment celles qui montrent que les variants GTX-2 et
-3 sont principalement excrétés par filtration glomérulaire chez 'lHomme et I'animal (Andrinolo et al.,
1999 ; Andrinolo et al., 2002). Récemment, un cas de PSP en Alaska a attesté de I'élimination par
voie rénale de la STX ainsi que d’autres PST lors d’une analyse de l'urine de la patiente par
chromatographie liquide haute performance (HPLC) (Coleman et al., 2018).

Selon les études, les espéces considérées et la matrice biologique retenue, la demi-vie d'élimination
est comprise entre 1h30 et 10h, ce qui est en accord avec la courte durée des symptédmes observés
lors d’intoxication (Kao, 1993 ; Andrinolo et al., 1999 ; Gessner et al., 1997).

S’agissant d’une potentielle élimination fécale, les études expérimentales montrent que cette voie
semble étre largement minoritaire voire inexistante. En effet, une étude réalisée avec du saxitoxinol
triti€ a mis en évidence que 60% des molécules radiomarquées étaient excrétées dans les urines
tandis qu’aucune radioactivité n’était mise en évidence dans les fécés (Hines et al., 1993). Une
seconde étude centrée sur la toxicocinétique de la STX a quant a elle montré que 68% de la STX
injectée était éliminée par les urines, sans investiguer les autres voies possibles d’élimination. Cette
étude suppose néanmoins que la rétention de STX dans le corps, le métabolisme et I'excrétion dans
les matiéres fécales sont des explications potentielles a la non excrétion dans les urines (Stafford et
Hines, 1995). Toutefois, I'élimination fécale semble peu probable car une autre étude expérimentale
postérieure ayant contrélé spécifiquement cette voie d’élimination a écarté cette possibilité,
démontrant que I'élimination urinaire était la seule voie d'élimination (Andrinolo et al., 1999).

Par analogie avec le métabolisme de la STX, une étude expérimentale récente réalisée chez des
rats, focalisée sur le métabolisme de la tétrodotoxine (TTX), de structure, mode d’action et toxicité
proches de la STX, a mis en évidence que I'excrétion biliaire de la toxine représentait 0,43% de
I'élimination totale (Hong et al., 2017).

3.2 Toxicité aigué

Les études expérimentales disponibles ont majoritairement été réalisées en exposant les animaux
via plusieurs voies d’exposition différentes : eau de boisson, gavage, voie i.v ou i.p. Ces études de
toxicité aigué décrivent essentiellement des DLso sans que les auteurs n’aient tenté de caractériser
une relation dose-effet, car le mécanisme de toxicité de la STX et de ses variants rend
I'établissement d’une relation dose-effet extrémement difficile.

Les cas d’intoxications humaines aigués disponibles confirment néanmoins le mécanisme d’action
de la STX et de ses variants observés dans les études expérimentales, qui est identique quelle que
soit 'espéce exposée a la toxine.

3.2.1 Effets aigus et subaigus

3.2.1.1 Données chez 'lHomme

Le nombre annuel de cas de PSP dans le monde est estimé a 1600, dont environ 300 seront mortels.
Au cours de certains de ces épisodes d’intoxications humaines, les taux de mortalité ont atteint 40%
(FAO, 2003). De ce fait, de nombreuses études relatent des épisodes d’intoxication par la STX ou
ses variants chez 'Homme.
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Ces études présentent I'inconvénient majeur d’estimer la quantité de toxines a laquelle les individus
sont exposés via le bioessai sur souris appelé « Mouse Bio Assay » (MBA) qui était jusqu’au 1¢
janvier 2019 la méthode de référence pour la détection des PST en Europe. Le MBA pour les toxines
paralysantes constitue une méthode biologique validée par 'AOAC (« Association of Official
Analytical Chemist ») pour la recherche de toxines lipophiles. Il permet de détecter et quantifier la
toxicité globale des coquillages, basée sur la réponse biologique de I'animal. Le test est déclaré
positif si au moins 2 souris sur 3 meurent dans les 24h suivant l'injection (Afssa 2008, Anses 2019).
Malheureusement le MBA, en plus de ses inconvénients éthiques, présente divers biais et ne permet
pas d’estimer avec certitude les quantités de toxines auxquelles les individus intoxiqués sont
exposeés. En effet, le MBA permet seulement d’établir une corrélation approximative entre les doses
de toxines testées et le délai avant apparition des symptémes, et l'unité du résultat obtenu : le
« mouse unit » dépend notamment de la souche de souris utilisée. D’autre part, le MBA prend en
compte I'ensemble des PST pouvant étre a 'origine d’'un PSP, et n’est donc pas spécifique de la
STX. Enfin, le MBA a l'inconvénient d’'étre réalisé par voie i.p, peu représentative des scénarios
d’exposition humaine (Testai et al, 2016). Ce test a donc été remplacé par la méthode de
chromatographie liquide couplée a un détecteur a fluorescence, dite méthode de « Lawrence », qui
est désormais la méthode officielle de TAOACH4.

Les PSP incluent majoritairement des signes neurologiques et musculaires. Elles sont bien
caractérisées pour I'ingestion de nourriture d’origine marine. Les symptédmes chez 'Homme aprés
la consommation d’aliments contaminés vont d’effets neurologiques et gastro-intestinaux légers a
une paralysie respiratoire fatale (Arnich et Thébault, 2018). Plus précisément, des symptdmes tels
que des paresthésies de type picotements, fourmillements ou engourdissement péribuccal et des
extrémités, apparaissent rapidement. Ces signes précoces peuvent étre suivis de parésies et de
paralysies musculaires, engageant le pronostic vital en cas d’atteinte des muscles respiratoires.

D’autres symptomes tels que des céphalées, une hypersalivation, une soif intense, des sueurs, des
vomissements, une diarrhée et des douleurs digestives peuvent également avoir lieu lors d’'une
intoxication (Rapala et al., 2005). Au-dela de 12 heures, quand les troubles respiratoires n’ont pas
entrainé le décés de la personne intoxiquée, I'évolution est favorable en quelques heures a quelques
jours. Il n'existe a ce jour aucun traitement spécifique : la prise en charge est donc symptomatique,
pour les troubles qui le nécessitent.

La méta-analyse la plus récente réalisée a partir de cas d’intoxications humaines, a cherché a établir
une relation significative entre I'exposition a la STX et ses variants et la gravité des symptomes
(Arnich et Thébault, 2018). Cette méta-analyse, fondée sur un panel de 16 études dont 12 avaient
été utilisées par les experts du « Panel on Contaminants in the Food Chain » de 'EFSA, établit une
dose minimale critique de 0,37 ug éq-STX.kg™" p.c correspondant a une probabilité supérieure a
10% de présenter les symptémes. Ceci signifie que 10% des personnes exposées a cette dose de
0,37 ug ég-STX.kg™' p.c. auraient des symptdmes (sans tenir compte de leur gravité). Cette dose
minimale critique a été élaborée sur la base d’'un modéle logit ou probit, explorant la relation entre
la dose et la gravité des symptomes. Les probabilités de survenue des symptdmes, divisés en cinqg
classes par les auteures en fonction de la consommation de toxines ingérées, ont ensuite été
prédites via un modéle ordinal permettant d’aboutir a cette dose de 0,37 ug éq-STX.kg™' p.c. Ce
résultat correspond dans la méta-analyse a la limite inférieure de l'intervalle de confiance a 95%, et
est décrit comme comparable a l'approche BMDL (« lower bound of the benchmarck dose
confidence interval ») ou limite inférieure de l'intervalle de confiance de la dose repére. La relation
dose-effet permettant d’établir cette dose minimale critique a nécessité d’écarter 2 études sans
raison évidente, parmi les 16 retenues par les auteures, dont une (Gessner et Middaugh, 1995)
également utilisée par 'EFSA.

4 Réglement (UE) 2017/1980 de la Commission du 31 octobre 2017 modifiant I'annexe Ill du réglement (CE)
n°® 2074/2005 en ce qui concerne la méthode de détection des toxines paralysantes (« paralytic shellfish
poison » - PSP)
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La dose critique retenue par les auteures, de la méta-analyse est comparée au LOAEL de 1,5 ug
€g-STX.kg™" p.c. défini par 'EFSA, celle-ci représente une dose environ quatre fois inférieure au
LOAEL établi par I'EFSA (Arnich et Thébault, 2018).

3.2.1.2 Données chez 'animal

Lors des études expérimentales, les animaux sont généralement exposés a la STX ou ses variants
par prise de nourriture, gavage, voie i.v ou i.p. Les valeurs des DLsp sur vertébrés sont de I'ordre de
quelques microgrammes par kilogramme (ug.kg™") a plusieurs centaines de ug.kg™, en fonction de
la voie d’administration (Tableau 2).

Le CES VSR a retenu trois études expérimentales réalisées chez des souris, comme les plus
informatives sur la toxicité de la STX et de ses variants chez 'animal : Munday et al. (2013) ;
Selwood et al. (2017) et Finch et al., (2018) possédant le méme protocole d’étude et ayant été
réalisées par les mémes équipes de chercheurs.

Les toxines utilisées dans ces trois études ont toutes été purifiées dans le méme laboratoire, le
« National Research Council of Canada » (NRC). Les animaux utilisés, des souris femelles de
souche « Swiss albino », ont toutes été élevées au centre « AgResearch » basé a Ruakura en
Nouvelle-Zélande. Ces animaux avaient le méme accés (non limité) a la méme nourriture et la méme
eau potable issue des robinets du centre d’expérimentation.

En outre, ces trois études ont calculé des doses létales médianes via le test du MBA, suivant la ligne
directrice 425 de 'OCDE. Selon cette ligne directrice, un premier animal regoit une dose du matériel
d’essai a un niveau inférieur au niveau de la meilleure estimation de la DLso. Si cet animal survit, la
dose pour I'animal suivant est augmentée d'un facteur 10. Si 'animal meurt, le méme facteur diminue
la dose pour 'animal suivant. La posologie est maintenue jusqu'a ce que 4 renversements soient
atteints, un renversement étant une situation dans laquelle la mort est observée a une dose
particuliere mais pas a la dose immédiatement inférieure, ou une situation dans laquelle un animal
survit a une dose donnée mais meurt a la prochaine dose plus élevée selon la méthode de calcul.

Apreés 'exposition aigué a la STX ou a ses variants, les animaux étaient surveillés selon les mémes
modalités pendant 14 jours, dans les trois études.

L’étude de Munday et al. (2013) met en évidence que les toxicités aigués de tous les variants STX
par gavage sont significativement plus faibles que celles par injection i.p, et que les toxicités aigués
par I'alimentation sont plus faibles que celles par gavage. D’autre part, la néoSTX est rapportée
comme significativement plus toxique que la STX par gavage et par I'alimentation. Les GTX-1 & 4
sont selon les résultats de I'étude significativement moins toxiques que la STX par gavage, mais de
toxicité similaire par I'alimentation. La dcSTX et les GTX-2 & 3 sont significativement moins toxiques
que la STX, a la fois par gavage et par alimentation. Il est important de souligner que les facteurs
d’équivalence de toxicité, communément appelés TEF (« Toxicity Equivalence Factors ») en anglais,
relatifs aux variants de la STX, présentent une grande disparité de valeurs dans la littérature
scientifique. L’étude de Selwood et al. (2017) suggéere d’ailleurs de réviser les valeurs définies par
'EFSA en 2009.

Les indicateurs les plus sensibles des effets sublétaux mentionnés dans I'étude de Munday et al.
(2013) sont une respiration abdominale, la Iéthargie et une diminution du comportement exploratoire
des souris. L’étude signale qu’'une diminution de la force de préhension n’est observée qu’a des
doses légérement inférieures a la DLso. Par ailleurs, bien que les premiers symptémes soient
identiques quelle que soit la voie d’administration, leur apparition est retardée de 20 a 40 minutes
lors d’'une administration orale. Les délais de décés, et de récupération aux doses sublétales, sont
également plus longs par voie orale que ceux enregistrés aprés administration par injection i.p.
L’étude de Munday et al. (2013) rapporte que par gavage, les décés surviennent 5 a 7 heures apres
I'administration de doses létales et la récupération aprés I'administration de doses sublétales n'est
pas compléte avant 4 a 8 heures aprés I'administration. Via I'alimentation, les animaux décédent
dans les 7 heures suivant I'administration et, & des doses sublétales, restent Iéthargiques jusqu'a 10
heures.
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L’étude de Selwood et al. (2017) ne présente pas de résultats pour la STX en elle-méme, mais
développe les résultats de variants de la STX, a savoir : GTX5, GTX6, dcGTX-2 & 3, dcnéoSTX, C1
& 2 ainsi que C3 & 4. Cette étude relate également que quelques minutes aprés I'administration
d’'une dose létale de PST, les souris sont prostrées et présentent une respiration abdominale rapide.
Au cours de l'intoxication, la fréquence respiratoire diminue jusqu’a 'arrét respiratoire. Celui-ci est
précédé d’une exophtalmie et d’'une cyanose 20 minutes apreés I'administration de PST, a I'exception
des toxines C3 et C4 (Selwood et al., 2017). A des doses sublétales, les souris présentent un état
léthargique, avec respiration abdominale et a des doses proches de la DLsg, une diminution de la
fréquence respiratoire a également été observée. Suite a 'administration d’'une dose sublétale, la
période de récupération des souris s’étend de 1 a 5 heures post-injection, a la suite de laquelle les
souris ne présentent pas de séquelles. Par voie orale, les symptémes d'intoxication sont identiques
a ceux qui sont observés par voie i.p, mais tout comme pour I'étude de Munday et al. (2013), le délai
d'apparition est plus important (jusqu'a une heure aprés l'administration per o0s). Le temps de
récupération apres administration d’'une dose sublétale de toxines est également étendu (Selwood
et al., 2017).

Afin de déterminer les NOAEL des variants de la STX, I'étude suit également la ligne directrice
OCDE n°425 mais les auteurs prennent comme parameétre principal un "effet toxique" plutét que la
mort des animaux. A la différence de I'étude Munday et al. (2013), 'étude de Selwood et al. (2017)
mentionne que le comportement exploratoire des souris est évalué en transférant les souris dans
une nouvelle cage et en observant leurs mouvements. La respiration abdominale et la Iéthargie sont
quant a elles évaluées visuellement.

L’étude de Selwood et al. (2017) étant fondée sur la caractérisation de la toxicité des variants
susmentionnés de la STX, la conclusion principale de I'étude est que les TEF actuellement utilisés
et définis par TEFSA (EFSA, 2009) pour certains de ces variants devraient étre révisés sur la base
des données de toxicité par voie orale disponibles. Cette conclusion mentionne en outre qu’un
rapport d’un groupe d'experts de la FAO est arrivé en 2016 a une recommandation similaire
(FAO/WHO, 2016).

L’étude de Finch et al. (2018) conforte les résultats des DLso de la STX obtenues dans I'étude de
Munday et al. (2013) car les résultats sont sensiblement similaires (Tableau 2).

Cependant le but initial de I'étude étant de caractériser la toxicité de mélanges de STX et de TTX,
les résultats de cette étude sont discutés au regard de cet objectif. L'étude met en évidence que les
signes cliniques de toxicité induits par la STX et la TTX administrées par voie orale ne sont pas
différenciables. Pour les deux toxines administrées individuellement ainsi que pour les mélanges,
les premiers effets toxiques observables chez les souris sont une posture voitée et une léthargie.
Ce symptdbme est généralement retrouvé a toutes les doses toxiques testées. Aux doses les plus
fortes, les mouvements des souris les plus gravement affectées sont caractérisés par un évasement
des pattes postérieures, des paralysies, ainsi que des tremblements de I'ensemble du corps.
Comme dans les autres études expérimentales, les temps d'apparition des signes cliniques, le délai
avant le décés et le délai de récupération observés lors de I'administration par gavage et par
alimentation, sont prolongés par rapport a I'administration par voie i.p.

A la dose de 1 270 nmol.kg™ de STX dans I'étude de Finch et al. (2018), une seule souris sur trois
du groupe exposé a la STX via la nourriture, a présenté au moins l'un des effets toxiques
(changement dans la posture, fréquence respiratoire ou mouvements des animaux) investigués. Ces
derniers ont été recensés par les auteurs lors de la surveillance des souris de maniére continue
pendant un intervalle de 3 heures, au cours duquel tout effet toxique est noté. Les auteurs rapportent
qu’'a la dose de 1 140 nmol.kg™' aucune souris ne présentait d’effets toxiques tandis qu’a la dose de
1 470 nmol.kg™ les deux souris testées présentaient 'ensemble des effets toxiques mentionnés ci-
dessus. Le NOAEL retenu par les auteurs pour cette voie d’administration, seule voie pour laquelle
un NOAEL est défini dans I'étude, est la valeur 1 270 nmol.kg™.

La toxicité par voie orale, qui reproduit le mode principal d‘exposition humaine (Tableau 2), est moins
élevée que par injection i.v (Tableau 3). Les administrations de la STX par voie i.v, i.p et
intramusculaire (i.m) s’avérent en effet étre les plus toxiques (Tableau 3), puisqu’elles
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s’affranchissent du passage de la barriére intestinale. Cependant, elles ne sont pas représentatives
d’'une exposition naturelle chez 'Homme ou I'animal.

Tableau 2 : Résultats d’études expérimentales de toxicologie aigué de la STX et de ses variants par
différentes types de voies orales chez différentes espéces de vertébrés

Voie

Valeur repére

d'administration Espéce (en pmol.kg™) Toxine Source
DLso =1190
STX
NOAEL = 0,544
DLso = 0,700
NéoSTX
NOAEL= 0,276
DLso = 2 600 dcSTX Munday et al., 2013
NOAEL = 0,890
DL50 = 1,61
GTX-1&4
NOAEL = 0,820
DLso =2 230
GTX-2& 3
NOAEL =1 230
DLso =1 890
GTX5
Gavage NOAEL =5,12
DL50 =31 ,1 GTX6
Souris NOAEL = 7,9
DL50 = 7,13
dcGTX-2 & 3
NOAEL = 2,53
Selwood et al., 2017
DLsg = 5,5 ;
dcnéoSTX
NOAEL =2,13
DLso = 35
% C18&2
NOAEL =15
DLso = 42,7
* C38&4
NOAEL = 25,5
DLso =1 237 STX Finch et al., 2018
DLso = 3,20 STX
Nourriture DLso = 1,26 NeosTx | Munday etal, 2013
DLso = 8,68 dcSTX
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Voie Espéce Valeur repére Toxine Source
d'administration (en pmol.kg™)
DLso = 3,42 GTX-1&4
DLso = 5,59 GTX-2&3
DL50 =50
GTX5
NOAEL =171
DLso > 188
GTX6
NOAEL = ND>%
DLso 29,6
dcGTX-2& 3
NOAEL =10
Selwood et al., 2017
DL50 = 14,3
dcnéoSTX
NOAEL = 4,36
DLso = 74,0
C1&2
NOAEL = 17,4
DLso =ND
C3&4
NOAEL = ND
DLso = 2,85
STX Finch et al., 2018
NOAEL = 1,27 STX
Wiberg et
. _ Stephenson, 1960 ;
ND Souris DLso =0, 011 -0,028 STX Cheymol et Toan,
1969
. _ Wiberg et
ND Souris DLso = 0,88 STX Stephenson, 1960
ND Rat DLso = 0,64 STX
ND Lapin DLso = 0,60 STX Cheymol et Toan,
Coch 1969
ochon B
ND dInde DLso = 0,45 STX
ND Chien DLso = 0,60 STX
ND Chat DLso = 0,84 STX
Cheymol et al., 1968
ND Pigeon DLso =0,30 STX

5 ND : Non déterminé
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Tableau 3 : Résultats d’études expérimentales de toxicologie aigué de la STX et de ses variants par
différentes voies intraveineuse, intrapéritonéale, sous-cutanée et intramusculaire chez différentes
espéces de vertébrés

Voie Espéce DLso Toxine Source
d'administration (en pmol.kg™)
0,0278 STX
0,0089 NéoSTX
0,0354 dcSTX Munday et al., 2013
0,0146 GTX-1&4
0,0367 GTX-2&3
0,125 GTX5
Souris
Intrapéritonéale 0,227 GTX6
0,04 dcGTX-2 & 3
Selwood et al., 2017
0,478 dcnéoSTX
0,4 C1&2
0,48 C3&4
0,024 STX Finch et al., 2018
Rat 0,035 STX Cheymol et Toan, 1969
Souris 0,0278 STX Munday et al., 2013
Intraveineuse Lapin 0,013 STX
Cheymol et Toan, 1969
Poulet 0,010 STX
Sous-cutanée Souris 0,043 STX Davio, 1985
Intramusculaire Rat 0,023 STX Kohane et al., 2000

Le mécanisme de toxicité de la STX et de ses variants, désormais bien documenté et détaillé en
partie 3.7, correspond aux symptémes présentés par les diverses espéces animales exposées aux
toxines.

3.2.2 Irritation

3.2.2.1 Données chez 'Homme

Lors de la contamination de lacs finlandais par des effloresences de diverses espéeces de
cyanobactéries productrices de STX — majoritairement Anabaena lemmermannii - plusieurs cas
d’intoxication d’enfants agés de 2 a 10 ans se sont traduits par une irritation cutanée et oculaire.
Ces effets toxiques, associés a des signes systémiques tels que des douleurs abdominales et de la
fievre, sont imputés par les auteurs a la STX et ses variants, seules toxines présentes dans les
échantillons des lacs concernés (Rapala et al., 2005).

La toxicité cutanée engendrée par la contamination d’eaux récréatives par des cyanobactéries est
attribuée aux lipopolysaccharides (LPS), constituants de la paroi cellulaire de I'ensemble des
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cyanobactéries. Les LPS, retrouvés en effet chez toutes les bactéries Gram négatives, peuvent
provoquer des réactions d’irritation et allergiques dans les tissus humains et animaux (Pilotto et al.,
2004). D’autres espéces de cyanobactéries, non productrices de STX, peuvent donc également
entrainer une irritation cutanée.

Il existe cependant un manque de connaissances sur l'occurrence et la toxicité des LPS
cyanobactériens, combiné a la diversité des structures des LPS dans les cyanobactéries.

Du fait de I'exposition concomitante par voie orale et par voie cutanée lors d’'une baignade, les
risques liés a cette multi-exposition ne sont pas négligeables.

3.2.2.2 Données chez 'animal
Aucune donnée n’est disponible a ce jour pour la STX et ses variants.

3.2.3 Sensibilisation

3.2.3.1 Données chez 'Homme

Aucune donnée spécifique de la STX et ses variants n’est disponible a ce jour. Toutefois, d’'une
maniere générale, la sensibilité des individus aux cyanobactéries dans les eaux de baignade est
trés variable, parce qu'il peut s'agir aussi bien de réactions allergiques que de réactions directement
induites par les toxines. Les pigments cyanobactériens peuvent par exemple étre a l'origine de
réactions allergiques (Cohen et Reif ,1953). Les cyanobactéries ont des caractéristiques communes
avec les pneumallergénes courants en suspension dans l'air et des études ont montré des réponses
allergiques aux cyanobactéries chez des patients souffrant de rhinite et/ou d’asthme allergique. Un
cas détaillé récent rapporte l'intoxication d’une jeune fille de 11 ans, hospitalisée pour une réaction
allergique se manifestant par un cedéme facial grave avec cedéme périorbitaire et une éruption
cutanée prurigineuse érythémateuse sur les bras et les mains aprés avoir joué et nagé dans le lac
Ontario au parc de « Presque Isle State » (Geh et al., 2016). L’analyse d’un échantillon du sérum
de la patiente a montré une augmentation des immunoglobulines E (IgE) spécifiques a Il'extrait de
cyanobactéries, en excluant d’autres causes sous-jacentes. Cependant, l'identité des espéces de
cyanobactéries et des toxines produites demeure incertaine dans I'étude.

3.2.3.2 Données chez 'animal
Aucune donnée n’est disponible a ce jour pour la STX et ses variants.

3.3 Toxicité subchronique et chronique

3.3.1 Données chez ’'Homme

Aucune donnée n’est disponible sur la toxicité subchronique/chronique de la STX et ses variants,
bien que I'hypothése d’une exposition humaine a de faibles doses sur des périodes de temps
longues soit tout a fait plausible.

3.3.2 Données chez I’animal

S’agissant des données de toxicologie subchronique/chronique, les effets mis en évidence dans les
études expérimentales concernent majoritairement la neurotoxicité induite par la STX et ses
variants.

3.3.2.1 Neurotoxicité

La consommation répétée par des rats femelles Wistar pendant 30 jours d’eau contaminée par
Cylindrospermopsis raciborskii, cyanobactérie productrice de STX et de néoSTX, a des
concentrations de 3 et 9 pg.L"' de STX, a montré que l'activité antioxydante totale (« Total
Antioxidant Capacity » ou ACAP) est perturbée et est caractérisée par la production d’espéces
réactives de 'oxygene (ERO, soit « Reactive Oxygen Species » ou ROS en anglais) associée a une
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diminution des défenses antioxydantes (Ramos et al, 2014). En effet, les rattes dont I'eau de
boisson a été supplémentée en STX (3 et 9 ug.L") pendant 30 jours ont présenté des modifications
de 'ACAP, due a un phénoméne adaptatif consécutif a la production ’ERO dans le cerveau,
notamment I'hippocampe, et dans le foie (Ramos et al., 2014).

A la concentration de 3 ug.L™", les rattes testées dans I'étude présentaient une diminution de I'activité
de la glutamate cystéine ligase (GCL) dans le cortex ainsi qu’une augmentation de la concentration
de glutathion dans le cerveau et le foie. A la concentration la plus élevée testée dans I'étude de
Ramos et al. (9 ug.L™"), les rats présentaient une augmentation de 'ACAP dans I'hippocampe ainsi
que de l'activité de la GCL et de la glutathion-S-transférase (GST) dans le cortex et I'hippocampe
(lanora et al., 2011).

Aux deux concentrations, une peroxydation lipidique était enregistrée dans le foie malgré un
mécanisme adaptatif anti-oxydant. Par conséquent, I'étude conclut que l'ingestion chronique de STX
peut altérer les défenses anti-oxydantes dans le foie, sans nécessairement s’accompagner d’un
phénomeéne de stress oxydant a proprement parlé dans le cerveau (Ramos et al., 2014).

A une concentration de 9 pg d’ég-STX.L" via la consommation d'eau potable contaminée & C.
raciborskii pendant 30 jours également, I'étude de Diehl et al. (2016) a montré que les rats
présentaient une diminution des performances de la mémoire, mise en évidence par les tests de
I'évitement intérieur (« Inhibitory Avoidance » ou IA) et du labyrinthe aquatique de Morris (« Morris
water maze » ou MWM). En effet, les résultats suggérent un effet amnésiant de la STX sur les
mémoires aversives et spatiales des rats. En revanche, le test du MWM n’a pas montré de variation
de la vitesse de nage des animaux, n’indiquant pas de dysfonction des muscles squelettiques dans
I'étude.

Enfin, I'effet de la STX sur les niveaux d’acides aminés neurotransmetteurs (aspartate, glutamate,
GABA) dans le cerveau a été étudié. Une injection i.p de SXT (5 et 10 ug.kg™ p.c) sur de jeunes rats
males pendant 30 a 120 minutes a produit une augmentation des niveaux d’aspartate et de
glutamate dans le cerveau, méme si localement, des diminutions des concentrations d'aspartate,
glutamate, taurine (tous trois excitateurs) et de GABA (inhibiteur) (Cianca et al., 2009) ont été
observées. En outre, 'administration aigué intrapéritonéale de STX a dose sublétale chez le rat
Sprague-Dawley a également montré une altération aigué de la production de dopamine (DA) et de
son métabolite, I'acide 3,4-dihydroxyphénylacétique (DOPAC) (Cianca et al., 2011).

La STX perturbe donc 'homéostasie de certaines voies de neurotransmission centrales. D’autre
part, étant donné que I'excitabilité neuronale joue un réle important dans le développement normal
du SNC, une exposition prolongée aux PST peut affecter la neurogenése (Brackenbury et al., 2010).

3.3.2.2 Autres effets toxiques

Une diminution transitoire du poids corporel et de la consommation de nourriture aprés
administration répétée (12 semaines) par voie sous-cutanée de 6 ug.kg™' de néoSTX est observée
chez le rat Sprague Dawley (Zepeda et al., 2014). A cette dose, 'étude met également en évidence
une cholestase a la fin de la période de traitement, suivie d’un retour a la normale aprés cette
période. A des doses plus faibles de 1 & 3 pyg.kg™, aucun n’effet significatif n’est rapporté dans I'étude
par rapport au groupe contréle.

3.4 Effets sur la reproduction et le développement

3.4.1 Données chez ’Homme

Aucune étude sur la toxicité potentielle sur la reproduction et le développement chez ’lHomme n’est
disponible a ce jour pour la SXT et ses variants.

3.4.2 Données chez I’animal

Aucune étude sur la toxicité potentielle sur la reproduction et le développement chez I'animal n’est
disponible a ce jour pour la SXT et ses variants. Cependant, deux études ont évalué I'impact de la
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STX sur le développement du poisson-zeébre : dans chacune, la STX a été ajoutée au milieu, a des
concentrations plus élevées que celles auxquelles une personne est susceptible d'étre exposée sur
une longue période (Oberemm et al., 1999 ; Lefebvre et al., 2004). En conséquence, il est toutefois
difficile d’extrapoler a ’'Homme ces données expérimentales. L’exposition de larves de poissons-
zébres a la STX (229 ug é9-STX.L") pendant 7 jours a induit une diminution des fonctions sensori-
motrices dés 48 heures et une paralysie aprés 4 jours. A une dose 2 fois supérieure (481 ug ég-
STX.L"), la toxine a entrainé un cedéme au niveau de plusieurs organes (ceil, péricarde, sac vitellin).
Enfin une paralysie des larves, dont I'intensité dépend du stade de développement, a été constatée.
L’étude note que ces effets morphologiques et sensorimoteurs sublétaux étaient réversibles si ces
larves étaient ensuite placées dans une eau exempte de toute toxine. Les poissons-zébres exposés
transitoirement a la STX au cours du développement larvaire (2 a 4 jours apres fertilisation) avaient
une croissance et une survie réduites (Lefebvre et al., 2004). Des résultats comparables avaient été
générés sur le méme modeéle, a des concentrations de 10 a 500 ug.L™' de STX (Oberemm et al.,
1999).

3.5 Génotoxicité

Il n’existe que trés peu d’études de la génotoxicité de la STX et de ses variants. L'étude de Melegari
et al. (2015) s’est intéressée au potentiel cytotoxique et génotoxique de la STX, en examinant ses
effets sur deux lignées cellulaires de mammiféres : la lignée Neuro 2A (N2A), une lignée cellulaire
de neuroblastome de souris et la lignée cellulaire Vero, dérivée de cellules rénales de singe vert
Vero. Ces deux lignées ont été exposées a plusieurs concentrations de STX allant de 0,5 a 64
nanomoles (nM) pour déterminer la viabilité cellulaire, I'induction de I'apoptose (test de fragmentation
d'ADN) et la formation de micronoyaux (MN) (« cytokinesis-block micronucleus test » ou CBMN)
aprés 24 heures d'incubation. Les résultats de cette étude n'ont démontré aucun changement
significatif dans la fréquence des cellules binucléées présentant des MN dans les cellules N2A et
Vero exposées a la STX, indiquant I'absence de génotoxicité dans ces conditions d'essai (Melegari
et al., 2015).

A Tinverse, des effets génotoxiques ont été mis en évidence sur le poisson dulcicole Hoplias
malabaricus (Da Silva et al., 2011). Ce travail a évalué les effets d’'une injection intrapéritonéale d’'un
extrait de C. raciborskii (0,08 ug/100 g) produisant de la STX, aprés 20 jours, sur le cerveau. Des
dosages d’activités enzymatiques caractéristiques ont été réalisés, montrant une augmentation
de l'activité de la superoxyde dismutase (SOD). Réciproquement, [lactivit¢ d’autres
enzymes (catalase (CAT), GST et glutathion peroxydase (GPx)) a diminué. Le test des cométes a
montré des effets génotoxiques des extraits contenant des cyanobactéries productrices de STX.
Ces résultats issus d’échantillons collectés de cerveau des poissons, traduisent des effets délétéres
sur I'ADN, les protéines et les lipides, via un mécanisme pro-apoptotique.

L’étude de Da Silva et al. (2014), a confirmé ces derniers résultats en exposant des cellules
neuronales de H. malabaricus a une concentration de 3 pug L™' d'éq-STX. En effet, lors de cette
exposition, le test des cométes a montré une augmentation du nombre de dommages a 'ADN (Da
Silva et al., 2014).

3.6 Cancérogénicité

La STX n’a pas encore été étudiée quant a son caractére cancérogene par le Centre International
de recherche sur le cancer (CIRC). Ceci est dQ, selon le CES, a un profond manque de données
dans la littérature scientifique, qui ne permet pas de déterminer le potentiel cancérogéne de la STX.

3.7 Mécanismes d’action

La STX et ses variants sont de puissantes neurotoxines inhibitrices des canaux Na, des cellules
neuronales et musculaires, ainsi que - a des concentrations supérieures - des canaux calcium
voltage-dépendants (Ca,) (Hackett et al., 2013) et potassium voltage-dépendants (K,) (Kvitek et
Bretz, 2004) des cellules excitables (neurones, myocytes cardiaques, fibres musculaires
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squelettiques et lisses) (Kao 1993). Le blocage des canaux Na, empéche la dépolarisation
membranaire et ainsi (i) la propagation de linflux nerveux dans les nerfs périphériques et (ii) la
contraction des muscles squelettiques (Su et al, 2004 ; Wang et al., 2003). La STX affecte
principalement le SNP mais peut, selon les doses d’exposition, avoir des conséquences sur la
chronotropie et la dromotropie cardiaque (Gad, 2014). Ce blocage de la communication neuronale
ainsi que des jonctions neuromusculaires aboutit a une paralysie musculaire et respiratoire chez les
mammiféres. Cette intoxication se manifeste par des signes neurologiques centraux typiques tels
que l'ataxie et des convulsions ainsi que des signes périphériques tels qu'une détresse respiratoire
et une paralysie musculaire entrainant la mort en quelques minutes (Testai et al., 2016), d’ou le
terme de « paralytic shellfish toxin » (PST) (Narahashi, 1972 ; Kao, 1993). Ce mécanisme de
toxicité, commun avec la TTX, est a lui seul capable de rendre compte de I'ensemble des symptémes
observés chez ’'Homme et expérimentalement chez les animaux de laboratoire.

3.7.1 Inhibition des canaux Nav

Les canaux Na, sont des protéines membranaires exprimées dans le systéme nerveux central (SNC)
et le SNP, la musculature squelettique et lisse et le systéeme cardiovasculaire. lls assurent les flux
transmembranaires passifs d’ions Na*, selon le gradient électrochimique, a savoir du milieu
extracellulaire vers le milieu intracellulaire. Dans les cellules excitables, ils sont responsables de la
phase ascendante du potentiel d’action, c’est-a-dire la phase de dépolarisation (Eijkelkamp et al.,
2012). lls sont également exprimés dans des cellules non excitables (cellules gliales, endothéliales,
tumorales) ou leur fonction est peu caractérisée. Il existe neuf sous-types de canaux Na,,
inégalement exprimés dans I'organisme : on les note Na,1.1a Na,1.9 (Eijkelkamp et al., 2012). Le
canal ionique est formé d’'une sous-unité alpha (a) contenant le pore membranaire, et d’'une (ou
deux) sous-unités beta (B).

La sous-unité a du canal est constituée de 4 domaines homologues, numérotés de | a IV, reliés
entre eux par trois boucles cytoplasmiques également appelées « linker » (L1, L2 et L3). Chaque
domaine est formé de 6 segments transmembranaires, S1 a S6, liés par de petites boucles
intracellulaires et extracellulaires. Les 4 boucles extra-cellulaires, appelées boucle « P » (pour
« permeation loops ») relient les segments S5 et S6 transmembranaires de chaque domaine et
forment la partie extracellulaire du canal ionique (Cervenka et al., 2010). Chacune de ces boucles P
contient deux acides aminés spécifiques, et se replient dans le pore du canal, formant ainsi le filtre
de sélectivité du canal Nay (Figure 3-A).

Le pore, qui conduit les ions Na*, représente 'ensemble des segments S5 et S6 et des boucles P
(Yu et al., 2005).
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Figure 3 : Relation structure-fonction du Na, (Bourdin 2013)

De nombreuses molécules toxiques ciblent le canal Na, (au niveau de la sous-unité a) et en
modifient les propriétés biophysiques, aboutissant a une activation ou une inhibition du canal (Ahern
et al., 2016 ; Duran-Riveroll et al., 2016). La STX, de poids moléculaire d’environ 300 Da (Shen et
al., 2018), fait partie de ces molécules. Elle posséde une forte affinité pour le site 1 du canal Na, et
inhibe sa perméabilité aux ions Na* en obturant le pore du canal (Ritchie et Rogart, 1977 ; Kao et
al., 1983). Cette affinité de la STX pour le filtre de sélectivité des canaux Na, est due a la polarité de
la toxine grace a ses résidus chargés.

La STX et ses variants interagissent en effet avec les acides aminés formant les bords du pore et
jouent le role de bouchon physique en obturant de maniére sélective et réversible (Thottumkara et
al., 2014 ; Zepeda et al., 2014) I'extérieur du canal ce qui empéche les ions Na* d’accéder au canal
et bloque donc les courants d’'ions Na* (Figure 3-B) (Shen et al., 2018). L’inhibition des canaux Nay
interrompt la communication neuronale et la contractilité musculaire par blocage du potentiel
d’action. La STX et la TTX ont des affinités différentes en fonction des sous-types de canaux Na, :
elles exercent leur activité inhibitrice pour des concentrations de I'ordre du nM vis-a-vis des sous-
types Na,1.1-1.4, 1.6, 1.7 (Clso de 4 a 25 nM), et pour des concentrations en uM pour les sous-types
Na,1.5, 1.8, 1.9 (Clso de 5,7 a 60 uM) (Rogart, 1981). Par suite, le blocage de ce potentiel d’action
inhibe la libération de I'acétylcholine (ACh) des motoneurones cholinergiques.

Cette affinité pour des sites moléculaires bien précis des canaux Na, a également été démontrée
par une étude de substitution d’acides aminés par mutagénése chez le rat (Noda et al., 1989). En
effet, la substitution d’'un résidu d’acide glutamique, situé dans la boucle P du domaine | des canaux
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Na,1.2 chez les rats mutés en un résidu glutamine (E386Q) empéche la STX et la TTX de se fixer
aux canaux. Ces canaux deviennent donc ainsi résistants a la STX et la TTX, méme a des
concentrations supérieures a 10 yM. Sans mutation de ces sites moléculaires, I'effet de la STX et
ses variants est létal lorsquils parviennent aux fibres musculaires squelettiques des voies
respiratoires.

En plus de cet effet sur les canaux Na,, la STX peut également cibler les canaux Ca, et K.. Elle peut
étre séquestrée par des protéines circulantes, notamment de type « transferin-like » (Llewellyn et
al., 1997 ; Yotsu-Yamashita et al., 2001).

3.7.2 Inhibition des canaux Cav

Les études s’intéressant a 'impact de la STX sur les canaux Ca, (Hackett et al., 2013) sont beaucoup
moins nombreuses que celles relatives a l'inhibition des canaux Na,. Ceci étant, la STX fut reconnue
dés les années 1980 comme potentiel inhibiteur des courants calciques des canaux Ca, (Jones et
Marks, 1989). Les canaux Cay sont structurellement organisés comme les canaux Na,. A 'instar des
canaux Na,, il existe différents sous-types de canaux Ca,, exprimés de maniére différentielle dans
les tissus biologiques : les canaux de types L (contraction musculaire), N, P et Q (libération de
neurotransmetteurs), R (excitabilité neuronale) et T (régulation de la fréquence des potentiels
d’action). Ces sous-types, outre les fonctions auxquelles ils sont associés, se différencient par leurs
propriétés biophysiques et leur sensibilité a différentes molécules toxiques (Heinemann et al., 1992).
La STX, a des concentrations de I'ordre du micromolaire (uM), bloque partiellement les canaux Cay,
myocardiques de type L, et agirait sur d’autres propriétés biophysiques du canal, perturbant ainsi le
flux d’ions Ca?* (Su et al., 2004).

3.7.3 Inhibition des canaux Kv

L'impact de la STX et de ses variants sur les canaux K, est comme pour les canaux Ca, trés peu
détaillée dans la littérature scientifique.

Les canaux K, sont une famille hétérogéne de protéines membranaires assurant les flux d’'ions
potassium (K*). A des concentrations de I'ordre du micromolaire, la STX cible le canal hERG
(« human Ether-a-go-go-Related Gene ») qui contribue a la phase de repolarisation des cellules
cardiaques et modifie ainsi I'activité du canal, plutét que de le bloquer comme un inhibiteur classique.
La toxine déstabilise I'état inactivé et stabilise I'état fermé. Les canaux hERG liés a la toxine
nécessitent une plus forte dépolarisation transmembranaire pour parvenir a 'ouverture du canal, ce
qui en réduit la conductance potassique globale (Wang et al., 2003).

3.8 Populations a risque

D’aprés une étude de cas relative a une épidémie d’intoxication par des mollusques (Amphichaena
kindermani) entre juillet et ao(t 1987, sur la cbéte pacifique du Guatemala, les enfants semblent étre
la population la plus sensible. Sur les 187 personnes intoxiquées dans cette étude et présentant des
symptomes, les enfants de moins de 6 ans avaient un taux de mortalité plus élevé (50%) que les
personnes de plus de 18 ans (7%).

La DL minimale pour un enfant de 25 kg est estimée a 3 493 mu soit 140 mu.kg™ p.c. ; alors que
dans cette étude quatre autres patients décédés n'ont mangé qu'un seul plat a base de palourdes
(30 a 85 g de chair). En utilisant I'estimation HPLC de 7 500 ug de STX / 100 g de chair, la DL
calculée pour ces patients est de : 11 000 a 35 000 mu soit 480 a 4 375 mu.kg™ p.c. Les enfants de
moins de 6 ans semblent donc étre plus sensibles aux PST que les adultes. Par ailleurs, I'étude
relate que le taux d’attaque® le plus élevé concerne en revanche la population des 13 — 17 ans
(33,3/1000) (Rodrigue et al., 1990).

6 Le taux d’attaque est un indicateur épidémiologique représentant l'incidence des nouveaux cas au cours
d’'une épidémie dans une population donnée au cours d’'une période définie.
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4 Elaboration de la valeur toxicologique de
référence

41 VTR

4.1.1 VTR aigués par voie orale

La diversité d’études a conduit les experts du « Panel on Contaminants in the Food Chain » de
'EFSA a évaluer la toxicité de la STX et de ses variants, ce qui leur a permis de déterminer en 2009
une « acute reference Dose » (ARfD) de 0,5 ug.kg™ p.c d’équivalent de STX (noté ug €g-STX.kg™’
p.c), sur la base de 14 études recensant plus de 500 cas d’intoxications humaines. Pour obtenir
cette valeur, les experts du comité de 'EFSA ont conclu a un LOAEL de 1,5 ug é9-STX kg™ p.c sur
la base d’'un ensemble de symptdbmes qualifiés de « bénins » dans le rapport de 'EFSA. Ces
symptdbmes sont les suivants : sensation de picotement ou d'engourdissement autour des lévres se
propageant progressivement jusqu'au visage et au cou, sensation de picotement au bout des doigts
et des orteils, maux de téte, vertiges et nausées. Les diverses études utilisées par TEFSA mettent
en évidence que les niveaux d’exposition sont hétérogénes car ces derniers sont compris entre 0,3
et 2 058 ug €g-STX.kg™ p.c pour les valeurs les plus extrémes (Gessner et Middaugh, 1995). Cet
ARfD a été calculée car 'EFSA estimait qu’il n’était pas possible de définir une « tolerable daily
intake » (TDI) ou « dose journaliere admissible » (DJA). S’agissant des facteurs d’incertitude
appliqués, 'EFSA s’est affranchie de la variabilité inter-espéces (UFa) et de la variabilité inter-
indivuelle (UFy) du fait de la nature des études et du nombre d’individus exposés et a donc retenu
un facteur d’incertitude global de 3 pour prendre en compte I'utilisation d’'un LOAEL (EFSA 2009).

En I'absence de critéres fédéraux sur les cyanotoxines dans les eaux de baignade, I'« Oregon Health
Authority » (Kohane et al., 2000) a défini des valeurs indicatives pour les cyanotoxines les plus
courantes dans les eaux douces de I'Oregon. S’agissant de la STX, 'OHA s’est basée sur 'ARfD de
I'EFSA publiée en 2009, estimant que cette ARfD représente un NOAEL. L'OHA a ensuite appliqué
un facteur de 10 a cause du nombre de données limité dans la base utilisée (UFp). Concernant les
autres facteurs d’incertitudes, 'OHA n'a pas non plus appliqué de facteur d'incertitude a la variabilité
individuelle, car la méta-analyse de I'EFSA couvrait la population générale comprenant des individus
sensibles.

Tableau 4 : Recensement des valeurs toxicologiques de références par voie orale pour la STX

SRS Effet critique Dose critique UF VTR
(année) Etude source
EFSA Ensemble des symptdmes qualifiés LOAEL = 1,5 pg ég- 3 ARfD = 0,5 ug
(2009) comme « bénins » selon 'EFSA, a STX.kg' p.c UFa= 1 ég-STX.kg' p.c
savoir : sensation de picotement ou
d'engourdissement autour des lévres se UFn=1
propageant progressivement jusqu'au UFeL=3
visage et au cou, sensation de UFs = 1
picotement au bout des doigts et des
orteils, maux de téte, vertiges et nausées UFpb =1

(Meyer, 1953 ; Tennant, Naubert et
Corbeil, 1955 ; Seven, 1958 ; McCollum
et al.,1968 ; Prakash, 1971 ; Popkiss,
Horstman et Harpur, 1979 ; Langeland et
al., 1984 ; Rodrigue et al., 1990 ; Kuiper-
Goodman et Todd, 1991 ; Sharifzadeh et
al., 1990 ; Gessner et Middaugh, 1995
; Gessner et al., 1997 ; Garcia et al.,
2004 ; Garcia et al., 2005)
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Etudes épidémiologiques, exposition par
consommation de mollusques

Oregon Ensemble des symptdmes qualifiés NOAEL = ARfD ersa 10 TDI provisoire =
Health comme « bénins » selon 'EFSA, a = 0,5 yg é9-STX.kg UFa= 1 0,05 ug éa-
Authority savoir : sensation de picotement ou "p.c STX.kg' p.c
(2019) d'engourdissement autour des lévres Se | o cidaree comme UFn=1
propageant progressivement jusqu'au un NOAEL par UFeL =1
visage et au cou, sensation de 'OHA UFs = 1
picotement au bout des doigts et des R
orteils, maux de téte, vertiges et nausées Mémes effets UFpb=10

critiques que 'EFSA

EFSA 2009

4.1.2 VTR subchroniques par voie orale
Aucune VTR subchronique par voie orale n’a été construite a ce jour pour la STX.

4.1.3 VTR chroniques par voie orale

4.1.3.1 VTR a seuil
Aucune VTR chronique par voie orale n’a été construite a ce jour pour la STX.

4.1.3.2 VTR sans seuil

Aucune VTR sans seuil pour les effets cancérogénes par voie orale n’a été construite a ce jour pour
la STX.

4.2 Valeurs guide dans I'eau

Plusieurs valeurs guides ont été établies au cours des derniéres années (Tableau 5). La majeure
partie de ces valeurs concernent des valeurs guides pour les EDCH, tandis que les autres
concernent les eaux récréatives. La plupart de ces valeurs guides est issue de la valeur de 'ARfD
de 0,5 ug é9-STX.kg™" p.c définie par TEFSA en 2009.

Pour I'Union européenne, la directive 91/492/EEC fixe la limite de contamination par les PSP dans
les parties comestibles des mollusques (corps entier ou toute partie consommable séparément), a
80 ug pour 100 g, d’aprés le test du MBA.

Certains pays proposent des limites spécifiques pour protéger les personnes contre les expositions
dangereuses aux STX via les EDCH, par exemple, une limite de 3 ug.L"" d’ég-STX a été fixée en
Australie, en Nouvelle-Zélande et au Brésil. En Oregon, les valeurs de 0,3 et 1,6 ug é9-STX.L" en
tant que limites de contamination des EDCH ont été déterminées en 2018.

Or, comme I'a montré I'étude de Ramos et al. (2014), une concentration dans les EDCH de 3 ug.L
' peut étre a I'origine chez le rat de I'altération des mécanismes de défenses antioxydants et induire
un phénomene adaptatif dans au moins deux organes étudiés dans I'étude : le cerveau et le foie,
via la production d’ERO. Ces altérations pouvant entrainer des effets déléteres sur les
macromolécules telles que les lipides et pouvant augmenter la vulnérabilité de I'hippocampe, la
valeur guide de 3 pg.L™" devrait étre révisée.

En 2019, 'OHA a fixé par le biais de I' « Oregon Harmful Algae Bloom Surveillance Program »
(HABS) une limite de contamination de 8 ug.L™" pour les eaux récréatives, venant modifier la valeur
de 4 ug.L" établie en 2018. Cette valeur est par ailleurs en opposition avec la valeur de 75 ug.L™" de
STX-€éq fixée par le « Washington State Department of Health » en 2011. La différence entre ces
deux valeurs s’explique par la différence de poids corporels, de quantités d’eau présumée étre
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ingérée lors de la baignade, et la différence entre le TDI de 0,05 ug €q9-STX. kg p.c .j' et TARD de
0,5 ug é9-STX.kg p.c .j! utilisés respectivement par TOHA et I'Etat de Washington dans les calculs.
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Tableau 5 : Recueil des valeurs de références disponibles.

Pays/Région Un|'0n N‘?”"e”e Australie Brésil Ohio Oregon Washington
européenne Zélande
. . . . Toute . Toute Enfants < a Toute .
Population cible | Toute population | Toute population population Toute population population Adultes 5 ans) population Toute population
Type de VTR Maximum
(aigué, . “ Recommended .y Cyanotoxin Advisory Values | Recreation Use (Provisional)

. Consommation | acceptable value Health Alert . Drinking water ;
subchronique, de crustacés (MAV) in drinkin level” Drinking Water videline value (Szentandrassy et al., 2011) | Values Values recreational
chronique water 9 Standard g for Drinking Water (RUVs) guidance value
seuil/sans seuil)

Durées Aigué Daily intake Daily intake Daily intake Aigué 10 jours 10 jours Aigué Aigué
d’exposition g y y y g J J 9 g
80 g €g- 40- 1 4q- - 4q- 1 0,2 g ég- 1,6 ug ég- 0,3 Hg ég- 40- -1 40— 1
Valeur VTR STX/100g 3 ug ég-STX.L' |3 ug ég-STX.L! | 3 ug ég-STX..L STX L1 STX L STXL-! 8 ug éq-STX.L"| 75 pg ég-STX.L
Ingestion
Type Consommation accidentelle g
d'exposition de crustaceés EDCH EDCH EDCH EDCH EDCH deau de Eaux récréatives
baignade
Voie
d'exposition Orale
P New Zealand Australian Brazilian . . Washington State
Directive (CE
Source Q;F/e“cglz\//eEl(E C7) Ministry of Health | Government | Ministry of Healh Og;)oéPA Oregon I;%i';h Authority /_8 rt?]%?i? l;%ﬁlgh Department of
2018 2011 2011 y Health 2011

7 Directive 91/492/CEE du Conseil, du 15 juillet 1991, fixant les régles sanitaires régissant la production et la mise sur le marché de mollusques bivalves vivants
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5 Proposition de VTR aigué par voie orale

5.1 Choix de I'effet critique

Comme vu précédemment, les premiers effets qui apparaissent aux plus faibles doses chez
'Homme aprés une intoxication par la STX ou ses variants sont des paresthésies buccales,
engourdissements autour des levres, étourdissements, céphalées, nausées, vomissements ainsi
que des vertiges. Ces symptdémes sont suivis d’asthénie, de faiblesse musculaire et de discours
incohérents. Lors d’une intoxication, ces symptédmes évoluent rapidement vers des paralysies
musculaires, des difficultés respiratoires sévéres, qui peuvent conduire jusqu’au décés (Arnich et
Thébault, 2018).

Selon 'EFSA, le principal effet toxique de la STX et de ses variants est la neurotoxicité. La liaison
aux canaux Nay et le blocage de leur conductance sont considérés comme le principal mécanisme
moléculaire de leur neurotoxicité. En outre, 'TEFSA rappelle également que cette neurotoxicité due
au blocage des canaux Na, se caractérise par des symptdmes de gravité croissante allant de légéres
paresthésies péri-buccales a un manque de coordination et a une faiblesse générale incohérente
de la parole, a une paralysie musculaire et a des difficultés respiratoires.

D’aprés les études expérimentales disponibles, les effets apparaissant aux doses testées les plus
faibles lors d’'une exposition aigué par voie orale a la STX chez le rongeur se manifestent par une
respiration abdominale, une léthargie, et la diminution du comportement exploratoire des animaux
(Munday et al., 2013).

L’évaluation quantitative a des doses sublétales de la diminution de la force de préhension (« grip
strength ») dans I'étude de Munday et al. (2013) a permis de compléter les observations qualitatives
des symptdbmes chez les animaux aprés I'exposition a la STX. Toutefois, le CES VSR regrette que
d’autres tests de neurotoxicité n’aient pas été utilisés.

Le mécanisme de toxicité de la STX et de ses variants est désormais bien connu, grace aux études
épidémiologiques et expérimentales. En se basant majoritairement sur des observations visuelles,
il peut étre conclu que la neurotoxicité engendrée par la STX et ses variants est caractérisée en
premier lieu par des signes tels que des paresthésies, évoluant rapidement vers des signes de
neurotoxicité plus marqués tels qu’une faiblesse musculaire généralisée.

Comme ces études le montrent, le délai entre I'exposition et I'apparition des premiers symptomes
peut survenir chez ’lHomme dés les premiéres minutes apres l'ingestion de mollusques contaminés
(Gessner et al., 1997) jusqu’a environ 8-9 heures aprés I'exposition (Knaack et al., 2016).

Du fait de ce mécanisme de toxicité décrit dans les études expérimentales, au cours duquel les
signes de dysfonctions neurologiques bénins apparaissent rapidement aprés ingestion et peuvent
évoluer de maniere rapide vers des troubles graves pouvant mener au déces, le choix d’un effet
critique est délicat. En effet, le blocage des canaux Na, inhibe I'excitabilité des muscles squelettiques
dans différentes parties du corps, et est susceptible de mener au décés d’un individu par arrét
respiratoire en quelques minutes.

Méme si le mécanisme de toxicité de la STX est bien documenté, il existe cependant un certain
nombre de facteurs non contrdlés dans les études épidémiologiques disponibles, utilisées entre
autres en 2009 par 'EFSA pour ses travaux. Ces facteurs influencent par exemple la valeur estimée
de l'exposition des personnes intoxiquées, impliquant une incertitude élevée pour I'exposition.
Premiérement, la majeure partie des études épidémiologiques utilise le MBA pour estimer la quantité
de toxine ingérée par les individus. Or, méme si ce test était jusqu’au 1°" janvier 2019 la méthode de
référence validée par 'AOAC, cette derniére comporte de nombreux biais. Les quantités de toxines
présentes dans les mollusques réellement ingérés par les individus exposés ne peuvent pas étre
connues, du fait de I'utilisation d’autres mollusques comme proxy pour I'estimation des expositions.
D’autre part, en plus de son inconvénient bioéthique, le test de MBA met en évidence des
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corrélations approximatives entre les doses et le temps avant le décés des animaux. En outre, les
résultats du MBA (exprimés en mu), dépendent de la souche de souris utilisée pour le test.
S’agissant de ce test, le CES VSR note que dans les années a venir, de nouvelles publications
utilisant les techniques chromatographiques et non le MBA, permettront d’utiliser la méthodologie
utilisée par Arnich et Thébaut sur des études ou lincertitude de I'exposition serait moins grande
(Turner et al., 2019).

Du fait de ces incertitudes relevées dans les études épidémiologiques, leur utilisation comme
point de départ pour I’élaboration d’'une VTR spécifique de la STX ne semble pas judicieuse.
Du fait des incertitudes liées aux données épidémiologiques, le CES VSR propose de ne pas
retenir les paresthésies observées chez ’'Homme dans certains cas d’intoxications non
bénignes, comme effet critique.

Le CES propose de retenir comme effet critique la dysfonction des muscles squelettiques
engendrée par le blocage des canaux Na,, observée dans les études expérimentales. Il attire
I’attention sur la difficulté d’établir une relation dose-effet quant a la toxicité de la STX et de
ses variants, du fait de leur mécanisme de toxicité.

5.2 Analyse des VTR existantes

Compte tenu des limites des études épidémiologiques, liées notamment a la difficulté de caractériser
précisément les expositions des individus intoxiqués, il est décidé par le CES de ne pas retenir les
études épidémiologiques disponibles pour I'élaboration d’'une VTR ni 'ARfD de 0,5 ug ég-STX.kg
p.c .j" établie par TEFSA en 2009.

Ainsi, le CES propose de construire une nouvelle VTR aigué par voie orale basée sur une
étude expérimentale.

5.3 Construction de VTR

5.3.1 Choix de I’étude-clé

Les études épidémiologiques présentant divers biais, le CES propose la détermination d’'une VTR
sur la base de l'une des études expérimentales disponibles. Trois études expérimentales ont été
sélectionnées par le CES VSR car ces derniéres constituent les études les plus récentes et adaptées
aI'élaboration d’'une VTR. Ce sont les études de Munday et al. (2013), Selwood et al. (2017) et Finch
et al. (2018), détaillées précédemment.

Peu de différences existent entre ces études, réalisées par la méme équipe de chercheurs.
Néanmoins, I’étude de Munday et al. (2013) a été choisie comme étude-clé car elle est la seule
a compléter I'étude des effets toxiques de la STX par le test de préhension, qui permet d’objectiver
les résultats de I'observation visuelle de 14 jours effectuée dans les trois études.

En outre, I'étude de Selwood et al. (2017), ayant pour objectif de déterminer la toxicité aigué des
variants de la STX en vue de les comparer avec celle de la STX, reprend le NOAEL de 'étude de
Munday et al. (2013) de 544 nmol.kg™" par gavage dans son tableau de résultats. Ceci incite a utiliser
directement I'étude source ayant déterminé ce NOAEL.

5.3.2 Choix de la dose critique

Le CES VSR souligne la difficulté de déterminer une dose critique du fait de I'absence de relation
dose-effet claire dans I'étude-clé retenue, et de ce fait la difficulté de modéliser une « Benchmark
Dose » (BMD). L’étude de Munday et al. (2013), retenue comme étude-clé est comme les études
autres expérimentales disponibles, davantage axée sur les DLsg que sur la détermination d’'un
NOAEL ou dun LOAEL. L’étude, réalisée sur des souris, ne détaille pas les troubles
comportementaux des animaux tels que les troubles de I'activité exploratoire. Les indicateurs les
plus sensibles des effets sublétaux de la STX, de la néoSTX, dcSTX, GTX-1&4 et GTX-2&3
rapportés dans l'étude sont la respiration abdominale, la Iéthargie, ainsi que la diminution du
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comportement exploratoire non détaillée. Une diminution de la force de préhension est observée
uniquement a des doses légérement inférieures a la DLspau cours du test de préhension, et constitue
le seul effet toxique objectivé. Le CES regrette que cet effet toxique ne soit pas davantage détaillé
dans l'étude.

Les doses par gavage pour lesquelles aucun effet n'a été observé se situaient entre 34 et 55% de
la DLso par cette voie.

Comme mentionné précédemment, dans cette étude un NOAEL de 544 nmol.kg™" est rapporté pour
la STX lors d’'une administration par gavage tandis qu’'un NOAEL de 276 nmol.kg™ est rapporté pour
la néoSTX. Or, il convient de noter que lors d’'une exposition a la STX et ses variants, la STX est
d’'une maniére générale retrouvée en quantité minoritaire dans les mélanges de PST (Soto-Liebe et
al., 2010). Ces derniers peuvent en effet contenir une part majoritaire de néoSTX.

Malgré I'absence de relation dose-effet observable dans cette étude et le faible niveau de détails
des symptémes survenant avant la mort, le NOAEL de 544 nmol.kg™" peut étre considéré comme un
point de départ pour I'élaboration d’'une VTR. Toutefois, le CES insiste sur l'intervalle de dose trés
étroit entre le NOAEL observé et les DLso décrites dans I'étude. Cet intervalle étroit, améne le CES
a mettre en garde sur la gravité des intoxications possibles si la VTR élaborée est dépassée. L’'étude
de Testai et al. (2016) met d’ailleurs en évidence que la pente des relations dose-effet pour les effets
aigus chez I'humain et chez I'animal est relativement abrupte, ce qui indique qu'il faut faire preuve
de prudence a des niveaux d'exposition proches du NOAEL.

Le CES souligne que pour pallier 'absence d’information sur l'intervalle entre le NOAEL et le LOAEL
dans I'étude-clé retenue, il serait judicieux de réaliser une étude en multipliant les doses d’exposition
sur un intervalle de doses rapprochées, afin de pouvoir mieux caractériser une relation effet-dose.
Une étude robuste, réalisée via une voie d’administration représentative telle que I'exposition par
eau de boisson, pourrait permettre de modéliser la pente correspondant a la relation dose-effet et
d’en apprécier l'intensité. Au vu de la difficulté a quantifier les effets observés, ladite étude devrait
prévoir de réaliser les tests de neurotoxicité les plus appropriés.

Il est également notable que du fait de 'administration i.p réalisée au cours du MBA dans certaines
études expérimentales, la toxicocinétique des PST ne peut pas étre mise en évidence car ce type
d’administration permet aux toxines administrées de s’affranchir des étapes d’absorption et de
distribution. Cette voie d’administration est par ailleurs peu représentative de I'exposition humaine
(Testai et al., 2016).

Les experts du CES proposent de considérer le NOAEL décrit dans I'étude Munday et al. (2013)
comme le seuil en dega duquel il n’est pas attendu de blocage suffisant des canaux Na, a méme
d’induire une paralysie musculaire observable chez les animaux exposés. Aussi, la dose critique
retenue correspond au NOAEL observé par gavage, de 544 nmol.kg™, soit 163 pug.kg™.

5.3.3 Ajustement allométrique

Pour spécifier la valeur de l'incertitude sur la variabilité inter-espéce, un ajustement allométrique a
été réalisé. Une dose équivalente humaine (« Human Equivalent Dose » soit HED) est calculée a
I'aide de I'équation suivante8 :

Poids animal jw

Dose équivalente Homme = Dose animal x -
Poids homme

Un poids des souris de 22 g a été utilisé pour le calcul, basé sur l'intervalle des poids de souris
renseigné dans I'étude (18 — 229) et afin de davantage concorder avec la préconisation de 'US EPA
(US EPA, 2006) de 25g. Pour ’'Homme, le poids utilisé pour le calcul est de 70 kg.

Soit une dose critique :
NOAEL wep = 163 x (0,022 / 70)"* = 22 pug.kg™ p.c

8 Cette équation est issue des recommandations de 'US EPA (US EPA, 2006).
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5.3.4 Choix des facteurs d’incertitude

Le calcul de la VTR a partir de 22 ug.kg™" p.c a été effectué a I'aide des facteurs d’'incertitude
suivants (Anses, 2015) :

- Variabilité inter-espéces (UFa) :
L’'ajustement allométrique réalisé a permis de calculer une dose équivalente humaine, a l'aide
de I'équation précédente. Pour tenir compte de la variabilité toxicodynamique et d’incertitudes

résiduelles, un facteur d’incertitude supplémentaire a été fixé a 2,5 selon les recommandations
de I''PCS (IPCS, 2005) et sur la base des pratiques de I'Anses.

- Variabilité interindividuelle (UFy) :

Les données humaines observées sont en faveur de I'existence de populations sensibles : les
enfants, selon I'étude de Rodrigue et al. (1990), ce qui a conduit a choisir une valeur par défaut
de 10 pour la variabilité inter-individuelle.

- Transposition subchronique a chronique (UFs) : 1

Aucune transposition de la durée de I'étude n’est nécessaire car I'étude retenue est une étude
de toxicité aigué€, donc un UFs d’'une valeur de 1 peut étre utilisé pour calculer la VTR aigué.

- Utilisation d’'un NOAEL/C (UFg) : 1

L’ECHA recommande d’utiliser un facteur UFg. de 1 lorsque I'étude-clé sélectionnée permet
d’utiliser un NOAEL.

- Insuffisance des données (UFp) : 10

Comme mentionnée précédemment, les études épidémiologiques et expérimentales souffrent
de divers biais. A ces derniers s’ajoutent d’autres lacunes telles que les informations disponibles
sur la toxicité de chacun des variants de la STX couramment retrouvés dans les produits de la
mer, qui sont souvent limitées. Plusieurs études (Selwood et al., 2017 ; Farrer et al., 2015)
concluant que les facteurs d’équivalences de toxicité établis par TEFSA en 2009 devraient étre
révisés, le CES rappelle le besoin d’informations sur les TEF spécifiques de chacun des variants
de la STX sous forme purifiée. Il est donc préférable d’appliquer un UFpde 10.

En outre, du fait de la sévérité de l'effet critique retenu et pour pallier les risques potentiels
d’autres variants tels que la néoSTX, pour laquelle I'étude de Munday et al. (2013) met en
évidence un NOAEL de 276 nmol.kg™, le CES choisit d’appliquer un UFp de 10.

Un facteur d’incertitude global de 250 est donc utilisé pour la construction de la VTR.

5.3.5 Proposition de VTR aigué par voie orale

VTR = 0,1 pg.kg’ p.c j

5.3.6 Niveau de confiance
Le niveau de confiance global a été attribué a cette VTR en se basant sur les critéres suivants :

- Niveau de confiance dans la nature et la qualité dans le corpus de données : faible.

Les données épidémiologiques souffrent de biais analytiques relatifs a lidentification et
I'estimation des quantités de toxines auxquelles les individus sont exposés. Les études
expérimentales in vivo, peu nombreuses, ne mettent pas nécessairement en évidence de
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NOAEL, mais davantage de DLso. D’autre part, les quelques études exposant des souris a
diverses PST via I'eau de boisson, quantifient les effets toxiques par observation visuelle
uniquement, ou s’appuie uniquement sur le test de préhension, pour I'étude de Munday et
al. (2013).

- Niveau de confiance dans le choix de I'effet critique et le mode d’action : fort.

Malgré les lacunes concernant les TEF des variants de la STX, le mécanisme de toxicité de
la STX est bien documenté dans la littérature scientifique. La STX étant 'une des toxines
marines les plus toxiques, les signes cliniques d’'une intoxication apparaissent rapidement et
peuvent évoluer vers la mort par paralysie respiratoire dans un délai trés court. Mémes si les
signes cliniques d’une intoxication a la STX ou ses dérivées sont bien connus, le choix d’'un
effet critique pour établir une valeur sanitaire est cependant difficile.

- Niveau de confiance de I'étude-clé : moyen-faible

L’étude-clé de Munday et al. (2013) choisie est de qualité moyenne. Le design de I'étude est
suffisant, mais des précisions font défaut notamment concernant les doses administrées aux
souris, ce qui empéche de calculer une BMD. Le CES rappelle toutefois que méme avec
davantage d’informations dans I'étude, le calcul d'une BMD serait délicat du fait du
mécanisme de toxicité qui rend difficile I'établissement d’'une relation effet-dose. En outre, la
quantification des effets toxiques dans I'étude est essentiellement fondée sur I'observation
visuelle des animaux, et objective la dysfonction des muscles squelettiques par un test de
préhension.

- Niveau de confiance dans le choix de la dose critique : faible

Le NOAEL de 544 nmol.kg™ est indiqué dans I'étude-clé, cependant I'étude ne détaille pas
les différentes doses administrées aux souris. Ceci ne permet pas de connaitre l'intervalle

avec la dose supérieure, et donc de vérifier avec certitude que le NOAEL décrit est le plus
fidéle possible. La quantification de la dose critique est donc approximative et est réalisée

par une méthode peu robuste.

- Le niveau de confiance global pour cette VTR est donc : faible

Il N’a pas pu étre retenu de BMD du fait de 'absence de relation effet-dose claire pouvant
étre retenue.

Le niveau de confiance global attribué par le CES pour cette VIR est donc faible. Ce niveau
de confiance pourra étre réévalué sous réserve de nouvelles études alimentant le corpus de
données relatif a la toxicité de la STX.
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6 Conclusions du CES

Une VTR aigué par voie orale est proposée pour la STX, basée sur la dysfonction des muscles
squelettiques. Un niveau de confiance faible a été attribué a cette VTR.

Tableau 5 : VTR aigué par voie orale pour la STX

SR G Concentration critique UF VTR
(étude-clé)
NOAEL = 163 ug.kg” p.c .j" 250
Dysfonction des VTR = 0,1 pg.kg™ p.c .j"
muscles Ajustement allométrique UFa: 2,5
squelettiques UFp:10
Munday et al., 2013 | NOAELwep = 22 pug.kg™ p.c .j” UUF; '_110 Niveau de confiance
L.
. Faible
UFs: 1

Le CES souligne que cette VTR est susceptible d’étre réévaluée si de nouvelles études de toxicité
aigué par voie orale utilisant la méthode HPLC sont publiées et permettent d’alimenter les
connaissances sur la toxicité relative a I'ingestion de la STX. Malgré le niveau de confiance faible
définit pour cette VTR, le CES rappelle qu’étant donné la toxicité importante de la STX et I'enjeu de
santé publique que représente les cyanotoxines pour les agences régionales de santé, il a été décidé
d’établir une VTR pour la STX, ce qui représente un premier pas dans la protection des expositions
potentielles de la population frangaise a la STX. Enfin, comme mentionné précédemment la toxicité
importante de la STX améne le CES a mettre en garde sur la gravité des intoxications possibles si
la VTR proposée est dépassée.

Date de validation du rapport d’expertise collective par le comité d’experts spécialisé : le
17/10/2019.

Signature : Maisons-Alfort, le
M F Michiels
Au nom des experts du CES

« Valeurs sanitaires de référence »,

M Fabrice MICHIELS
Président du CES
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Annexe 1 : Lettre de saisine

MINISTERE DES AFFAIRES SOCIALES ET DE LA SANTE

INRECTION GENERALE DE LA SANTE

Sous-direction de la prévention des risques Pans, [cl ﬂ ll.n m‘E
lidst i |"environmement ot & Ialimentation

Buresy Qualivé des caux _ :

DOS/EAL 53 " Le Directeur général de la santé

Béatrice JEDOR i
®01,40.5645.99

beesntrieas. iechor i s goa, fr
Monsieur le Directeur général

ﬁlﬁﬁﬁgus de I'ﬁ_gmcc n,lalicmalc de sll‘.‘un:ilé sanitaire
s, gammod sante. gouy. it de I"alimentation, de I environnement
et du travail
Direction de [I'Evaluation des Risgues
(D.E.R) - UERE

14 rue Pierre et Marie Cune
94701 MAISONS ALFORT CEDEX

OBJET : Demande d'actualisation de "évaluation des risques liés 4 la présence de cyanobaciéries
et leurs toxines dans les eaux destindes 4 I"alimentation, & 1a baignade et autres activités récréatives

REF :DGS EA4 N° 160008 (numéro de dossier & rappeler dans foute correspondance)

En janvier 2001, le ministére chargé de la santé a saisi I'Agence frangaise de sécurité sanitaire
des aliments (Afssa) afin d'effectuer une évaluation des risques liés 4 la présence de cyanobactéries
dans les eaux destinfes & la consommation humaine. En mars 2004, les ministéres chargés de
I'environnement et de la santé ont saisi I'Agence francaise de sécurité sanitaire de 1"environnement
el du travail (Afsset) afin de procéder a 1'évaluation des risques sanitaires encourus par les
baigneurs et les autres usagers des plans et cours d’eau et de proposer des valeurs limites de qualité
relatives & la concentration de cellules et/'ou toxines dans les eaux de baignade. En juillet 2006, les
deux agences ont publié¢ un rapport commun' en réponse & ces deux saisines.

S*agizzant de 'ean destinée i la comsnmmation humaine (ENDCH), les recommandations de
I"Afssa de juillet 2006 sont appliquées par les Agences régionales de santé (ARS) pour gérer les
risques sanitaires en cas d’efflorescence de cyanobactéries dans une retenue d'eau utilisée pour
produire de I'EDCH. Depuis 2004, les analyses de cyanobactéries et cyanotoxines dans les eaux
utilisées pour produire de I'eau potable et dans les EDCH se sont poursuivies en métropole et dans
les départements d'Outre-mer. Des cyanobactéries potentiellement toxinogénes ont récemment été
observées dans des retenues utilisées pour produire de I'EDCH, & Mayolle notamment :
Cylindrospermaopsis,  Planktolyngbya,  Aphanizomenon,  Aphanothece,  Dolichospermum,
Pseudanabacna, Oscillatoria. Ces cyanobactéries peuvent produire des cyanotoxines (anatoxine—a,
saxitoxine, eylindrospermopsine, debormalplysiatoxine, aplysiatoxine, lipopolysaccharides,...) pour
lesquelles aucune donnée sur une valeur sanitaire acceptable ne figure dans le rapport précité.

S'agissant des eaux de baignade, les recommandations de |"Afsset ont été mentionnées dans
différentes circulaires ¢laborées par mes services. En février 2015, un groupe de travail composé
d'agents d'Agences régionales de santé (ARS) concernées par cetle problématique a 1€ réuni par la

! Evaluation des risgues liés 4 ln présence de cyancbacténes et leurs toxines dans les eaux destindes & |alimentation, &
la baignade et auires activités récréatives ; Afssa - Afsset ; Juillet 2006

14 avenee Duguesna — THIE0 PARIS OF 5P - TaL : 01 40 58 60 00 — Tésscopie : 01 40 55 60 58 — wew sanle gouy i — s sanielr

page 49/ 51 Mars 2020



Anses ¢ rapport d’expertise collective Saisine « 2016-SA-0299 » - VTR Saxitoxine

DGS afin de dresser un état des lieux concemant la gestion des risques sanitaires liés a la présence
de cyanobactéries dans les eaux de baignade. Bien qu'il était fait état & cette occasion d'un nombre
trés limité d'effets sanitaires liés aux cyanobactéries, il apparait des difficultés de gestion
importantes liées notamment aux seuils de cyanobactéries entrainant une interdiction de la
baignade. Le constat a également été fait que les ARS disposent désormais de nombreuses données
relatives aux cyanobactéries et cyanotoxines dans les eaux de baignade susceptibles d'apporter un
éclairape sur les niveaux de contamination en cyanobactéries. Ces données n'étaient pas disponibles
lorsque 1" Afsset avait réalisé son évaluation des risques en 2006,

Aussi, il apparait opportun de solliciter I"Agence nationale de sdeuritd sanitaire de
I"alimentation, de |"environnement et du travail afin d’actualiser |'expertise de 2006 a la lumiére des
nouvelles connaissances scientifiques et des nombreuses données d'exposition accumulées par les
ARS depuis une dizaine d*années. Le contexte ultra-marin devra étre pris en considération.

En regard de ces nouvelles données, je vous demande done :

- eu éganrd au niveau de risque sanitaire et des moyens de gestion existants, d'actualiser
les valeurs limites de qualité relatives 4 la concentration de cyanobactéries
{dénombrement cellulaire, biovolume ou tout autre indicateur pertinent) et'ou de
toxines dans les eaux destinées 4 [alimentation et les esux de baignade, en
particulier pour les eylindrospermopsine et eaxitoxine ;

- d'actualiser la liste des espéees de cyanobactéries toxinogénes.

Par ailleurs, la disparité observée dans les laboratoires agréés s'agissant des méthodes
analytiques utilisées pour le prélévement, le dénombrement et la détermination des cyanobactéries
dans les eaux destinées & la consommation humaine, & la baignade et & autres activités récréatives
soulévent des difficultés importantes en termes d”interprétation et de gestion des risques sanitaires
par les ARS. Aussi, "expertise scientifique et technique du laboratoire d"hydrologie de Nancy a été
sollicitée afin de réaliser un recensement ¢t une évaluation des méthodes de prélévement et
d’analyses pour le dénombrement et la détermination des cyanobactéries dans les EDCH, les eaux
de baignade et autres eaux récréatives. Cette expertise aboutira i des recommandations 4 destination
des laboratoires et, & terme, permettra la rédaction d’un référentiel en concertation avec les
organismes de normalisation, d’accréditation et les associations de laboratoires,

Cette saisine, qui fait partie du programme de travail 2016, est enregistrée 4 la Direction
générale de la santé sous I'intitulé suivant :

DEMANDE I ACTUALISATION DE L’EVALUATION DES RISQUES LIES A LA
PRESENCE DE CYANOBACTERIES ET LEURS TOXINES DANS LES EAUX
DESTINEES A L'ALIMENTATION, A LA BAIGNADE ET AUTRES ACTIVITES
RECREATIVES

et porte le numéro | 160008,

Je vous remercie de hien vouloir me transmettre, dans les meilleurs délais, votre proposition
de contrat d’expertise comprenant notamment les modalités de traitement ot de restitution des
travaux, dont le rendu final est attendu pour la fin du 1™ semestre 2018 ; des premiers élémenis
issus de ["expertise, en particulier |’actualisation des valeurs limites, gont attendus d"ici fin 2017,
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Annexe 2 : Recherche bibliographique complémentaire sur la période
26/11/2018 au 17/12/2018 — mots clés

Date de la recherche bibliographique : 26/11/2018 au 17/12/2018
Saxitoxine

Exposition aigué par voie orale
Effect* / sensitivity /health / mortality / susceptibility / toxic*

Requéte SCOPUS

TITLE-ABS-KEY ( saxitoxin* ) AND TITLE-ABS-KEY ( toxicokinetic OR ( absorption AND adme ) OR (
distribution AND adme ) OR metabolism OR ( excretion AND adme ) OR adme OR oatp OR transporters
OR intestinal OR bbb OR "blood brain barrier" OR "placental barrier" OR "glutathione transferases" OR cyp
OR "cytochrome P450" OR cytotoxicity OR toxicity OR "adverse effects" OR mortality OR genotoxicity OR
carcinogenicity OR "reproductive toxicity" OR neurotoxicity OR immunotoxicity OR vitro OR "in vivo" OR
liver OR kidney OR sperm OR ovary OR testicles OR thyroid OR brain OR "mode of action" OR mechanism
OR "short-term" OR acute OR "long-term" OR chronic )

Requéte PUBMED

ALL FIELDS

((( toxicokinetic OR ( absorption AND adme ) OR ( distribution AND adme ) OR metabolism OR ( excretion
AND adme ) OR adme OR oatp OR transporters OR intestinal OR bbb OR "blood brain barrier" OR
"placental barrier" OR "glutathione transferases" OR cyp OR "cytochrome P450" OR cytotoxicity OR toxicity
OR "adverse effects" OR mortality OR genotoxicity OR carcinogenicity OR "reproductive toxicity" OR
neurotoxicity OR immunotoxicity OR vitro OR "in vivo" OR liver OR kidney OR sperm OR ovary OR testicles
OR thyroid OR brain OR "mode of action" OR mechanism OR "short-term" OR acute OR "long-term" OR
chronic )))

AND
( saxitoxin* )

Notes
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