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Introduction

La qualité sanitaire des produits alimentaires peut étre menacée par toute sorte de
contaminants et notamment des toxines d’origine naturelle. Parmi celles-ci figurent
les mycotoxines. Leur nom trouve son origine dans les racines grecque mycos (cham-
pignon) et latine toxicum (poison). Il désigne les métabolites spécialisés produits par
des champignons filamenteux (ou moisissures) et présentant un risque pour la santé
de ’humain et des animaux. Remarquable lorsqu’il donne des molécules médica-
menteuses comme la pénicilline ou les statines, le potentiel des champignons fila-
menteux a produire des métabolites spécialisés devient alors un danger.

Produites majoritairement par des moisissures des genres Aspergillus, Fusarium
et Penicillium, les mycotoxines représentent les contaminants naturels les plus
fréquemment retrouvés dans nos assiettes. Les intoxications alimentaires qui leur
sont liées sont désignées sous le terme de mycotoxicose. Les différentes enquétes
et études, dont celle de Mari Eskola et al., parue en 2020 dans Critical Reviews
in Food Science and Nutrition, montrent que 70 % de la production alimentaire
mondiale sont contaminés par les mycotoxines. Ces toxines peuvent contaminer
diverses matieres premicres et résulter de contaminations au champ ou de dévelop-
pement de moisissures en post-récolte, lorsque les conditions de conservation sont
mauvaises. Les produits végétaux, en particulier les céréales et fruits secs, sont les
substrats privilégiés des champignons toxinogenes. Plusieurs milliers de métabolites
fongiques ont déja été décrits, et une trentaine sont actuellement considérés comme
d’importance mondiale du fait de leurs effets sur la santé humaine et animale et
des pertes économiques considérables que leur présence engendre sur la produc-
tivité animale, les rendements et la qualité des récoltes, ainsi que sur les échanges
commerciaux. Pour ces raisons, ces derniers métabolites ont acquis sans conteste le
statut de « mycotoxines ».

La présence de mycotoxines dans des aliments a été mise en évidence pour la
premicre fois en 1960, lors de la « maladie X du dindon », ou une mortalité trés
¢élevée a été observée dans un élevage de dindes en Grande-Bretagne. Il s’agissait
d’aflatoxines produites par des souches d’Aspergillus flavus qui s’étaient développées
sur les tourteaux d’arachide distribués aux volailles. Beaucoup plus récemment, en
2004, une intoxication aigiie par cette méme mycotoxine présente dans le mais a été
responsable du déces de 125 personnes au Kenya. La découverte des mycotoxines
a été, par ailleurs, I'occasion d’élucider certains évenements historiques d’intoxi-
cation. La mycotoxicose la plus anciennement connue est ’ergotisme, aussi connu
sous le nom de feu de Saint-Antoine ou mal des ardents, qui provoqua de véritables
hécatombes en Europe, au Moyen Age. En France, son dernier épisode s’est produit
en 1951 a Pont-Saint-Esprit, dans le Gard. La consommation de farines de seigle



Les mycotoxines

contaminées par des alcaloides d’ergot, produits par les champignons Claviceps
purpurea, en était a 'origine. La consommation de céréales moisies, stockées durant
I'hiver et trés fortement contaminées en mycotoxines, est également a 'origine de
I'aleucie toxique alimentaire. Sa premicre manifestation est survenue en 1891 dans
le comté d’Oussouri, en Sibérie orientale ; mais c’est dans les années 1940 que les cas
d’intoxication les plus graves ont été rapportés, avec le déces de 10 % de la popula-
tion du comté d’Orenburg en Russie. Les derniers cas d’aleucie toxique alimentaire
ont été décrits en 1982, au Cambodge. Aujourd’hui, grace notamment aux mesures
publiques de contrdle sanitaire, on ne constate plus, ni en France ni en Europe, de
déces directement attribuables a la consommation d’aliments fortement contaminés
par des mycotoxines. En revanche, on craint toujours les effets a long terme liés aux
expositions a de faibles doses pour lesquelles la relation de causalité entre exposi-
tion et symptomes est difficile a établir.

La toxicité chronique des mycotoxines est trés variable, certaines exercant un
pouvoir hépatotoxique, voire cancérogene, comme les aflatoxines, d’autres révé-
lant un potentiel cestrogénique, immunotoxique, néphrotoxique ou neurotoxique.
Si le danger commence a étre assez bien caractérisé pour certaines mycotoxines
dites « majeures », il n’en est pas de méme pour celles dites « émergentes », pour
lesquelles les données sont rares. La toxicité des mélanges de mycotoxines est un
autre défi a relever, car elle ne peut étre déduite des toxicités individuelles et peut
conduire a des effets synergiques préoccupants pour le consommateur.

La principale voie d’exposition aux mycotoxines est alimentaire. Les données de
I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation, de ’environnement et
du travail (Anses) et de I’Autorité européenne de sécurité des aliments (Efsa)
montrent qu’au niveau francais et européen I'exposition de certaines populations,
en particulier les enfants, peut dépasser les valeurs toxicologiques de référence. Ces
études montrent aussi que les aliments et produits d’origine végétale, et en parti-
culier les céréales, représentent la source d’exposition la plus préoccupante. En
effet, les céréales constituant une des composantes majeures de I’alimentation de
I’étre humain sont des substrats privilégiés pour le développement des champignons
producteurs de mycotoxines. Par ailleurs, les mycotoxines ne sont que partiellement
détruites par les procédés technologiques et se retrouvent dans les produits trans-
formés. Les autres produits d’origine végétale susceptibles d’étre contaminés par
des mycotoxines sont les fruits et Iégumes secs, les épices, le café, le cacao, les jus
de fruits et leurs produits de fermentation. Il ne faut pas non plus négliger le risque
de contamination de certains produits d’origine animale, et en particulier le lait,
les viandes et les abats. Dans ces denrées, la présence de mycotoxines ou de leurs
métabolites résulte principalement de la consommation d’aliments contaminés par
les animaux d’élevage a 'origine de ces produits.

Lexposition par voie respiratoire découle de 'inhalation de particules contenant des
mycotoxines (poussicres de substrats contaminés, spores fongiques ou fragments de
mycélium). Le maniement de produits contaminés devient alors une source d’expo-
sition. Des spores fongiques de moisissures toxinogenes peuvent aussi se retrouver
dans I’environnement intérieur d’habitations humides, propice au développement
de moisissures toxinogenes.

10



Introduction

Si la contamination d’une denrée alimentaire par une mycotoxine est évidemment
étroitement liée a la contamination par une moisissure toxinogene, la relation entre
contamination fongique et contamination en mycotoxines est loin d’étre simple.
En effet, une méme espece fongique peut produire différentes familles de myco-
toxines et une méme mycotoxine peut étre produite par différentes especes. La
complexité s’accroit également du fait qu’au sein d’une espece donnée, toutes les
souches possedent des capacités différentes a produire des toxines, d’'un point de
vue quantitatif, mais aussi qualitatif. De plus, la production de mycotoxines par le
champignon dépend fortement des stress environnementaux auquel il est soumis.
Ainsi, il n’existe pas une association systématique moisissure-mycotoxine et la
contamination fongique ne signifie pas obligatoirement présence de mycotoxines.
A contrario, les mycotoxines sont trés rémanentes et peuvent subsister a la dispari-
tion du champignon.

La stratégie de lutte contre les mycotoxines repose sur la prévention de la contami-
nation fongique. Celle-ci passe par la mise en place de stratégies agronomiques et
par 'amélioration des conditions de récolte et de stockage, ainsi que celle du suivi
tout au long de la chalne agri/agroalimentaire.

Cette courte introduction suffit a démontrer I'importance de la problématique
des mycotoxines et la nécessité de les faire connaitre a un large public. Le présent
ouvrage a cette prétention. Il s’inscrit dans une longue tradition d’écriture d’ou-
vrages en langue francaise consacrés aux mycotoxines, depuis le livre fondateur de
Claude Moreau Moisissures toxiques dans l'alimentation, paru quelques années apres
la découverte des aflatoxines, jusqu’a Danger dans lassiette du collectif Sylviane
Dragacci, Nadine Zakhia-Rozis et Pierre Galtier. Quand nous qualifions cette tradi-
tion de longue, il faut ’entendre comme longue dans le temps et non en nombre
de livres parus, puisqu’ils se comptent sur les doigts d’'une seule main. Depuis une
douzaine d’années, plus aucun ouvrage traitant de cette problématique n’a été édité
en France. Or, en une décennie, de nouvelles connaissances ont été acquises. De
méme, la nature du risque a fortement évolué avec ’émergence de nouvelles toxines,
des changements de pratiques de production, conservation et transformation, des
changements dans nos habitudes de consommation entre autres, sans oublier les
changements climatiques.

La premicre partie du livre, constituée de douze chapitres, est consacrée a la
description de chacune des principales mycotoxines ou familles de mycotoxines,
tandis que la seconde partie regroupe dix chapitres consacrés a des thématiques
plus transversales.
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Partie I

Les mycotoxines
dans toute leur diversité

Le nom méme de mycotoxine est un terme générique pour qualifier un composé
chimique d’origine fongique présentant des effets délétéres sur I’humain et les
animaux lors d’une exposition digestive, aérienne ou cutanée, et non 'appellation
d’une famille particuliere de composés chimiques. En effet, les mycotoxines sont
issues de voies de biosynthese tres différentes et variées du métabolisme secondaire
de certaines especes fongiques. Qualifiées de métabolites secondaires, par opposi-
tion aux métabolites primaires indispensables a la vie cellulaire, elles ne sont pas
requises pour une croissance normale du champignon dans des conditions maitrisées
de laboratoire ou celui-ci se développe seul, sans interaction avec d’autres micro-
organismes et/ou les plantes colonisées. Cependant, dans la nature, ces métabolites
jouent des roles importants en permettant au champignon de faire face a une large
gamme de stress abiotiques ou biotiques. Leur role exact reste encore a déterminer
pour la plupart d’entre eux, mais le nombre croissant de travaux ayant caractérisé le
role physiologique ou écologique de certains a conduit la communauté scientifique a
adopter l'adjectif « spécialisé » en lieu et place du terme « secondaire ». Aussi, dans
cet ouvrage, nous qualifierons les mycotoxines comme des métabolites spécialisés.

Evaluer le nombre de métabolites fongiques spécialisés, méme grossiérement, reste
une gageure. Mais tentons quand méme I'expérience ! Lanalyse des nombreux
génomes fongiques séquencés a ce jour nous indique qu’en moyenne chaque espece
fongique a la capacité de synthétiser environ 30 a 60 familles de métabolites selon
les genres. Les dernieres estimations du nombre d’especes fongiques vivantes sur
la planete oscillent entre 3 a 5 millions. Un rapide calcul nous amene a un nombre
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titanesque et nous conduit au constat que le régne fongique constitue une source
inépuisable de métabolites spécialisés. Les deux centaines de pages de cet ouvrage
ne nous permettant pas de prétendre a une certaine exhaustivité, nous nous conten-
terons de présenter les principales mycotoxines. Dans cette premiere partie du livre
seront ainsi traitées par chapitre les mycotoxines dont les teneurs dans les denrées
alimentaires sont soumises a une reglementation, mais également certaines qui sont
considérées comme émergentes et ne font aujourd’hui I'objet d’aucune réglementa-
tion. On a coutume de dire que les mycotoxines sont principalement produites par
des especes des genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium. Ce n’est cependant que
partiellement vrai et c’est pour cette raison que plusieurs chapitres seront consacrés
aux toxines produites par les genres Alternaria, Claviceps et également Stachybotrys.
Pour chaque mycotoxine ou groupe de toxines, des auteurs spécialistes ont eu a
coeur de dresser 1’état actuel des connaissances, en abordant différents aspects de
la problématique : structure, chimie, biosynthese, occurrence, toxicité, risques et
réglementation...
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Chapitre 1
Les aflatoxines

Jean-Denis Bailly et Sylviane Bailly

» Introduction

Les aflatoxines (AFs) ont été découvertes au début des années 1960, suite a une
intoxication aiglie chez des dindonneaux (Benkerroum, 2019). Elles ont été
nommées en référence a l'espece fongique historiquement identifiée comme
productrice : Aspergillus flavus. Rapidement, il a été démontré qu’elles étaient
toxiques pour de nombreuses especes animales et cancérogeénes chez les rongeurs
de laboratoire (Barnes et Butler, 1964). Il a été prouvé par la suite que ce pouvoir
cancérogeéne s’exercait aussi chez I’lhumain, les aflatoxines étant, a ’heure actuelle,
les seules mycotoxines classées comme cancérogenes avérés chez 'Homme par
le Centre international de recherche sur le cancer (IARC, 2002). Cette toxicité a
justifié une grande quantité de recherches et, depuis leur découverte, les aflatoxines
restent les mycotoxines les plus étudiées dans le monde. De nombreux travaux visent
notamment a lutter contre la contamination des aliments et/ou a en limiter la toxi-
cité. Limpact des changements climatiques sur la distribution géographique de ces
toxines est aussi un sujet de préoccupation majeur. Ces mycotoxines sont les plus
reglementées a I’échelle mondiale puisque plus de 100 pays en ont fixé des teneurs
maximales tolérables dans les aliments destinés a ’humain et, parfois, aux animaux
(FAO, 2004). La toxicité de ces composés explique que ces seuils réglementaires
sont extrémement faibles (quelques microgrammes a quelques dizaines de micro-
grammes par kilogramme en fonction des aliments ; Union européenne, 2023).

» Structure des aflatoxines

Il existe quatre molécules produites par les moisissures aflatoxinogenes : les afla-
toxines B1 (AFB1), B2, G1 et G2. La lettre suivant le nom est liée a la fluorescence
de ces molécules sous lumiére ultraviolette : bleue pour les aflatoxines B (Blue) et
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verte pour les aflatoxines G (Green). Cette fluorescence est mise a profit pour les
détecter dans les aliments (voir chapitre 19).

Les aflatoxines appartiennent a la famille des difuranocoumarines (figure 1.1). Ce
sont des molécules de faible poids moléculaire (312 a 330 g/mol), trés peu solubles
dans 'eau et trés solubles dans les solvants organiques. Ces propriétés physicochi-
miques conditionnent en partie leur devenir au cours des transformations alimen-
taires (voir chapitre 17).

AFG1

AFB2 AFG2

Figure 1.1. Structure des principales molécules d’aflatoxines.

Au-dela des quatre molécules synthétisées par les moisissures, il existe d’autres afla-
toxines qui sont des métabolites produits dans I'organisme apres ingestion des molé-
cules d’origine fongique. Parmi ces métabolites, I’aflatoxine M1 (AFM1) présente
un intérét particulier, car ce dérivé hydroxylé de 'AFBI1 est excrété dans le lait des
mammiferes. Cette molécule conserve une partie de la toxicité de 'AFB1 et peut
constituer une source d’exposition pour les nouveau-nés (Benkerroum et Ismail,
2022). LAFM1, comme les autres aflatoxines, est tres stable et résiste aux traitements
thermiques pouvant étre appliqués aux denrées alimentaires (voir chapitre 17).

» Biosynthése des aflatoxines

Comme toutes les mycotoxines, les aflatoxines sont des métabolites secondaires
produits par une cascade de réactions enzymatiques permettant de passer d'un
précurseur (ici 'acétyl-coenzyme A et le malonyl-coenzyme A) aux molécules
finales (les aflatoxines B et G). Cela nécessite I’expression de 30 genes différents,
regroupés au sein d’un cluster situé sur le chromosome 3 chez les espéces produc-
trices (figure 1.2). Lexpression de ce cluster est régulée par deux genes : afiR et
aflS. Le produit du géne aflR stimule la transcription des autres genes du cluster.
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Le produit du gene aflS interagit avec aflR, mais pas directement avec les autres
genes du cluster. 11 a été proposé que les deux protéines AflIR et AflS forment un
complexe permettant la fixation d’AfIR sur les zones promotrices des genes du
cluster. Cela permet d’expliquer pourquoi un changement d’expression, méme
limité, d’afIR ou d’aflS entraine souvent une diminution importante de la synthese
des aflatoxines (Caceres et al., 2020).

Le cluster peut étre 1égerement différent en fonction de I'espece fongique. Par
exemple, chez A. flavus, qui ne produit que des aflatoxines B, les genes aflU, aflF et
nadA ne sont pas présents. Par contre, ces génes sont retrouvés chez A. parasiticus,
produisant a la fois des aflatoxines de type B et G.

La voie de biosynthese des aflatoxines se caractérise par un grand nombre de
réarrangements oxydatifs, les aflatoxines étant des molécules trés oxygénées. 1l existe
d’ailleurs un lien direct entre biosynthese des aflatoxines et stress oxydant. La toxi-
nogénese est stimulée par une augmentation de celui-ci. La production d’aflatoxines
pourrait d’ailleurs étre un moyen de protection des moisissures contre la toxicité
des dérivés réactifs de I'oxygene (ROS). Inversement, la présence d’antioxydants
dans '’environnement du champignon peut limiter voire inhiber la production des
toxines. Cette approche est désormais étudiée pour prévenir la contamination des
aliments (Cadenillas et al., 2023).

De nombreux autres parametres environnementaux comme la température, I’acti-
vité de I'eau, la nature des nutriments présents, le pH, la lumiere... peuvent aussi
influencer positivement ou négativement la synthése des aflatoxines.

» Especes productrices d’aflatoxines

A Theure actuelle, 22 espéces sont connues comme aflatoxinogénes. Elles appar-
tiennent au genre Aspergillus et la grande majorité est groupée dans la section Flavi
(19 sur 22) (Frisvad et al., 2019). Elles se caractérisent par leur capacité a produire
des aflatoxines de type B et/ou G. Aspergillus flavus et A. parasiticus sont les espéces
les plus souvent identifiées dans les aliments contaminés. Il faut souligner que, au
sein d’'une espece identifiée comme aflatoxinogeéne, toutes les souches n’ont pas
forcément la capacité a produire les toxines. Ainsi, dans la plupart des études, la
proportion des souches d’A. flavus productrices d’AFB1 varie entre 40 et 60 %.

Les especes aflatoxinogeénes sont des especes thermo-préférantes. Aspergillus flavus
se développe rapidement a partir de 27 °C et jusqu’a 37 °C. Cette caractéristique
explique que ce sont des contaminants majeurs des régions chaudes, en particu-
lier entre les latitudes 26 a 35° nord et sud. Elles sont beaucoup plus rares sous les
latitudes supérieures a 45° (Klich, 2007). Cependant, les changements climatiques
en cours étendent les zones d’implantation de ces especes, qui sont désormais des
contaminants possibles des productions agricoles européennes (Balilly ef al., 2018).

Ces especes sont aussi relativement xérophiles. Par conséquent, la contamination
des aliments, et en particulier des céréales, pourra avoir lieu au champ, avant la
récolte, ou bien plus tard, pendant le stockage, si le séchage a été insuffisant ou trop
lent ou en cas de réhumidification (infiltration ou migration d’eau dans les silos).
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» Contamination des aliments par les aflatoxines

Les Aspergillus aflatoxinogenes sont des espeéces saprophytes, présentes dans
le monde entier et capables de coloniser une large variété de substrats, méme si
A. parasiticus présente une affinité pour les arachides (Jallow et al., 2021). Ainsi,
de nombreuses maticres premieres agricoles peuvent étre contaminées par les
aflatoxines. De plus, la distribution d’aliments contaminés a du bétail laitier peut
entrainer I’excrétion lactée de ’AFMI.

Il est trés difficile d’estimer la prévalence globale des aflatoxines. En effet, la contami-
nation dépend étroitement de la nature du substrat et des conditions environnemen-
tales (température et humidité en particulier). Elle est donc susceptible de fluctuer
assez fortement en fonction des régions, mais aussi d’'une année sur I'autre. De plus,
les résultats obtenus peuvent également varier en fonction de la méthode analytique
utilisée (sensibilité et spécificité) et de I'échantillonnage (voir chapitre 19).

La contamination des aliments par les aflatoxines est cependant fréquente, en
particulier dans les régions ou le climat est favorable a la production de ces myco-
toxines. Ainsi, les enquétes réalisées dans le monde (Eskola et al., 2020) révelent des
fréquences de contamination pouvant atteindre 20 % pour les noix et 40 % pour les
pistaches, 45 % pour les figues séchées, 63 % pour les céréales (en Asie)...

Les productions les plus sensibles a la contamination par les aflatoxines sont le
mais et les arachides. Aliments de base dans certaines régions, ils sont responsables
pour une grande part de I’exposition humaine et animale. D’autres aliments sont
fréquemment contaminés, comme le riz, le sorgho, certaines épices (piments), les
oléagineux, le café et le lait (Jallow et al., 2021).

La contamination des aliments produits dans les régions ou le climat est favorable a
I'aflatoxinogénese fait I'objet d’une surveillance particuliere lors de leur importation
en Europe. Ainsi, sur les 400 a 500 alertes annuelles concernant une contamination
anormalement élevée en mycotoxines générées par le RASFF (Rapid Alert System
for Food and Feed), 80 % sont liées a la présence d’aflatoxines (Cazals, 2021).

Dans un rapport de 2020, ’Efsa a conclu que la contamination des aliments par
les aflatoxines et I’exposition qui en résultait pour les consommateurs européens
étaient susceptibles de poser un probleme sanitaire, en particulier chez les enfants.

» Toxicite des aflatoxines

Comme évoqué en introduction, les aflatoxines sont des cancérogenes chez I’hu-
main. Cependant, elles sont aussi responsables d’autres effets déléteres qui peuvent
varier en fonction de la dose ingérée et de la durée d’exposition. Compte tenu de
la nature des aliments pouvant étre contaminés et de la densité de population des
zones ou le climat est favorable a I’aflatoxinogénese, on estime que c’est presque
4,5 milliards de personnes qui sont exposées réguliecrement a ces contaminants par
leur alimentation. Dans le monde, les aflatoxines sont les contaminants naturels
responsables du plus grand nombre d’années en pleine santé perdues en raison de la

19



Les mycotoxines

maladie, du handicap ou d’'une mort prématurée (ou Daly pour Death and Disability
Adjusted Life Years) (Gibb et al., 2015).

Métabolisme des aflatoxines

La toxicité des aflatoxines est directement liée a leur métabolisme apres ingestion.
Apres I'absorption de 50 a 80 % de la dose d’AFB1 par diffusion passive au niveau
du duodénum, celle-ci fixée aux protéines plasmatiques est conduite au foie par la
veine porte. C’est 1a quelle va étre métabolisée par différents cytochromes P450.
Ces enzymes vont modifier la structure de 'AFB1 par hydroxylation, dé-alkyla-
tion, cétoréduction et époxydation. La plupart des composés formés sont beaucoup
moins toxiques que ’AFB1 et sont ensuite éliminés par voie urinaire. Cependant,
deux métabolites présentent un intérét majeur : 'AFMI1, toujours toxique, et
I’AFB1 8,9-¢poxyde (AFBO) qui est largement responsable de la cancérogénese
liée a ’AFB1, mais aussi d’autres effets toxiques (figure 1.3).
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Figure 1.3. Métabolisation hépatique de ’AFB1 et devenir des métabolites formés. D’apres
Javecic et al., 2023.

Mécanismes d’action toxique

Latoxicité de ’AFB1 est donc en grande partie liée a ’'apparition de dérivés époxydes
et, en particulier, de ’AFB1-ex0-8,9-époxyde (AFBO) (1 000 fois plus toxique que
le dérivé -endo). Ces dérivés peuvent étre conjugués au glutathion (GSH) par des
glutathion-S-transférases (GST), puis éliminés par voie urinaire et fécale (figure 1.3).
La capacité des différentes espéces animales a conjuguer les dérivés époxydes de
I’AFBI1 conditionne leur sensibilité a cette toxine. En effet, ces métabolites sont
tres instables et, s’ils ne sont pas conjugués, ils vont réagir avec les macromolécules
(acides nucléiques, protéines, phospholipides), entrainant des dommages cellulaires
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et apparition de mutations a I'origine de la cancérogénése. La métabolisation de
I’AFBI1 ayant essentiellement lieu dans le foie, cela explique pourquoi cet organe est
le plus sensible (figure 1.4). Par ailleurs, de plus en plus de données montrent que
la toxicité de ’AFBI est aussi liée a la génération d’un stress oxydant important au
cours de sa métabolisation cellulaire. Les especes réactives de I'oxygene (ROS en
anglais) produites peuvent, elles aussi, oxyder les macromolécules et perturber le
bon fonctionnement cellulaire (figure 1.4).
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Figure 1.4. Principaux mécanismes d’action toxiques de ’AFB1. D’aprées Benkerroum, 2020.

Génotoxicité et cancers

LCAFBI est responsable de I'apparition d’hépatocarcinomes primaires du foie chez
I’humain. Ce cancer est I'un des plus fréquents (5°) et des plus mortels (1°) au monde,
et il existe une tres forte corrélation entre cette maladie et I'exposition a ’AFBI.
LAfrique et I’Asie sont les zones les plus touchées, regroupant pres de 80 % des cas
mondiaux. Il a été démontré une synergie entre ’AFB1 et d’autres facteurs de risque,
en particulier le virus de I’hépatite B qui augmente de 60 fois la toxicité de TAFB1.

LAFBO (époxyde de ’AFB1) est en grande partie responsable du pouvoir cancé-
rogene de PAFBI. Lorsqu’il est formé, il s’intercale dans ’ADN et se lie de fagon
covalente a 'atome N de la guanine, formant un adduit ; 60 a 80 % de ces adduits
se forment au niveau du codon 249 du gene p-53 (appelé gene « suppresseur de
tumeur »). A cause de sa charge positive, cet adduit n’est pas stable et peut étre
éliminé, laissant alors un site apurinique sur FADN. Mais le cycle imidazole
peut aussi s’ouvrir et former des adduits stables : les adduits cis et trans-AFB1-
formamidopyrimidine (AFB1-FAPy). Ces derniers sont considérés comme respon-
sables des 1ésions les plus mutagenes, car elles sont difficilement prises en charge par
les systémes cellulaires de réparation.

Si ’ADN portant ces adduits n’est pas réparé, cela peut aboutir a des mutations, en
particulier une transition G — T sur le codon 249 du gene p-53. La protéine devient
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alors non fonctionnelle, car elle ne peut plus se fixer a ’ADN. Elle perd ainsi sa capa-
cité a réguler la transcription de nombreux genes, dont les genes CDKNIA (cyclin-
dependant kinase inhibitor 1A) et PUMA (p-53 upregulated modulatory apoptosis),
qui régulent a leur tour la progression du cycle cellulaire et 'apoptose. Linhibition
de ces genes favorise la multiplication des cellules portant des mutations et donc le
développement de tumeurs.

Le stress oxydant semble aussi jouer un role important dans le pouvoir cancéro-
gene de ’AFB1 (Benkerroum, 2020). En effet, le métabolisme hépatique de ’AFB1
génere un stress oxydant pouvant, a son tour, entrainer 'apparition de différents
adduits 8 PADN. Les ROS produits peuvent également oxyder des constituants
cellulaires comme les phospholipides membranaires, ce qui produit, 1a aussi, des
composés mutagenes (aldéhydes). Ce role important du stress oxydant dans la
cancérogénese liée a 'AFB1 est démontré indirectement par 'effet protecteur de
certains antioxydants (sélénium par exemple).

LCAFM1 présente dans le lait peut représenter une autre source d’exposition aux
aflatoxines. La métabolisation de ce composé dans I'organisme ressemble beaucoup
a celle de TAFB1, mais ’AFM1 est moins facilement époxydée que 'AFB1, ce qui
explique un potentiel génotoxique plus limité. A I’heure actuelle, AFM1 est classée
dans le groupe 2B des molécules potentiellement cancérogenes chez ’humain par
le CIRC (IARC, 2002).

Si les mycotoxines sont généralement considérées comme des dangers li€s a I’ali-
mentation, on peut de plus noter que I'exposition peut se faire également par
inhalation dans les silos stockant des céréales contaminées par des aflatoxines. Il
existe encore peu de données sur les conséquences d'une telle exposition, mais il
est possible qu’elle entraine des tumeurs des voies aériennes (Wangia et al., 2019).

Immunotoxicité

Limpact de ’AFBI sur le systeme immunitaire est aussi li€ a ’AFBO, qui va interférer
avec la prolifération ou la production des cellules immunitaires ou de leurs médiateurs.

Impact sur limmunité innée

Limmunité innée est représentée par les systémes limitant ou empéchant la péné-
tration des agents infectieux dans 'organisme. Il a été montré que le contact entre
I’AFB1 (ou un mélange d’aflatoxines) et la peau peut entrainer des ulcérations.
LAFBI1 perturbe aussi I'intégrité et le fonctionnement de la barriere intestinale
(cytotoxicité et destruction des jonctions serrées intracellulaires). Ces modifications
peuvent alors favoriser la pénétration d’agents pathogénes dans ’organisme.

Limpact délétere de la mycotoxine sur certaines cellules (monocytes, macrophages,
cellules dendritiques) et sur la production de cytokines a aussi été démontré, limi-
tant les capacités de réaction de I’hote a la présence d’un pathogene.
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Impact sur limmunité adaptative

LAFBI est responsable d’échecs vaccinaux chez les animaux. Elle entraine une réduc-
tion de la prolifération, de I’activation et/ou du fonctionnement des lymphocytes chez
I'’humain et Panimal. Limpact de la toxine est plus marqué sur I'immunité cellulaire
que sur 'immunité humorale, ce qui peut réduire la résistance aux infections.

Tératogénicité

Le passage de la barriere placentaire par les aflatoxines a été démontré chez des
femmes enceintes. En effet, les toxines ou leurs biomarqueurs (métabolites, adduits
al’ADN, adduits a 'albumine) ont été retrouvés dans le sang de cordon foetal. Cette
exposition peut avoir différents effets néfastes : retard de croissance, mort foetale,
naissance prématurée...

Par ailleurs, la présence d’aflatoxines dans I'alimentation d’une femme enceinte va
aussi avoir des effets indirects sur le foetus, liés a 'impact des toxines sur la santé de
la mere. Par exemple, la stimulation de la production de cytokines pro-inflamma-
toires et la réduction des cytokines anti-inflammatoires vont avoir un impact sur la
croissance placentaire et celle du foetus. Linterférence avec I’assimilation de certains
nutriments (voir plus loin) aura aussi des répercussions sur la croissance du foetus.

Retards de croissance et malnutrition

Cet effet est trés important a considérer, en particulier dans les zones ou la contamina-
tion est fréquente et ou les enfants sont souvent confrontés a des pénuries alimentaires.

LAFBI interfere avec ’absorption de différentes vitamines (A, C et E) et minéraux
(sélénium). Outre un impact nutritionnel direct, cela limite aussi les capacités de
détoxification liées au potentiel antioxydant de ces nutriments.

Lexposition aux aflatoxines peut entrainer des retards de croissance chez les enfants,
mais avoir également un impact sur le développement cérébral. Ainsi, en Afrique,
un ralentissement de la croissance des enfants de moins de 5 ans a été corrélé a
I’exposition chronique a de fortes concentrations d’AFBI1.

Par ailleurs, I’exposition chronique a des concentrations élevées d’aflatoxines a été
corrélée a 'apparition de syndromes de malnutrition séveres comme le kwashiorkor
(syndrome de malnutrition par carence en protéines). Cependant, ce lien doit
encore étre précisé.

Maladies neurodégénératives

Certains éléments semblent suggérer que les aflatoxines pourraient étre impliquées
dans I’apparition de troubles neurodégénératifs. En effet, ’TAFBO et les ROS générés
lors de la métabolisation de ’AFBI1 par les cytochromes p450 interagissent avec les
macromolécules des cellules cérébrales dont elles induisent la dégénérescence. La
détection des toxines dans le tissu cérébral d’enfants décédés de kwashiorkor et leur
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association possible avec le syndrome de Reye (encéphalopathie aigiie associée a
un dysfonctionnement hépatique observé presque exclusivement chez les enfants)
suggerent que ces toxines peuvent franchir la barriere méningée et avoir une inci-
dence sur le systeme nerveux central.

Toxicité aiglie

La toxicité aigiie des aflatoxines peut étre observée lors d’expositions a des concen-
trations tres élevées en toxines. Un cas spectaculaire d’aflatoxicose humaine aigiie
est survenu au Kenya en 2004. Il a concerné plus de 300 personnes, dont 125 sont
mortes d’une insuffisance hépatique aigiie. Ces personnes avaient consommé du
mais contaminé par ’AFB1 a une concentration dépassant plusieurs centaines de
microgrammes par kilogramme.

La toxicité aigiie de ’AFB1 est liée aux mémes mécanismes que ceux entrainant
les troubles évoqués précédemment. De fortes concentrations en toxique peuvent
submerger les systemes cellulaires de défense et entrainer des insuffisances tissu-
laires aigiies. En particulier, 'apparition d’adduits sur les protéines est souvent asso-
ciée a la forme aigiie de I'intoxication, car cela entraine un arrét de la synthese des
protéines impliquées dans des voies métaboliques vitales pour la cellule. De plus, les
adduits aux phospholipides membranaires et la peroxydation lipidique liée au stress
oxydant entrainent une perte d’intégrité des membranes cellulaires, des mitochon-
dries et du réticulum endoplasmique. De fortes doses d’aflatoxines peuvent aussi
entrainer I’apparition de cassures sur TADN (figure 1.4).

Il convient de souligner que les changements climatiques en cours et les pénuries
alimentaires qu’ils vont entrainer dans les régions ou le climat est favorable a la
synthese des aflatoxines risquent d’augmenter les cas de mycotoxicoses aigiies, en
limitant les possibilités de tri des matieres premieres et en entrainant la consomma-
tion d’aliments altérés qui auraient été écartés en temps normal.

» Conclusion

La découverte des aflatoxines dans les années 1960 a été le point de départ de I’ere
moderne de la mycotoxicologie. Ces mycotoxines ont fait 'objet de trés nombreux
travaux et, désormais, leur voie de biosynthese et leurs effets toxiques semblent bien
documentés. Il reste néanmoins encore des zones d’ombre, en particulier sur les
stimuli environnementaux pouvant interférer avec la synthese de ces mycotoxines.

Les aflatoxines demeurent des mycotoxines particulierement importantes en santé
publique a I’échelle mondiale, car les changements climatiques risquent d’étendre
largement leur zone de distribution et d’augmenter la fréquence et les niveaux de
contamination des aliments dans les zones déja sensibles. Il est donc important
d’identifier les déterminants favorisant I'implantation et le développement des
souches fongiques aflatoxinogenes et de développer des moyens de prévention de
la contamination des aliments, respectueux de I’environnement et compatibles avec
des pratiques agricoles durables.
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Chapitre 2
Les ochratoxines

Selma Snini et Florence Mathieu

» Introduction

Les ochratoxines (OT) sont des polycétides dérivés de la famille des dihydroiso-
coumarines. Parmi elles, 'ochratoxine A (OTA), produite par des champignons
des genres Aspergillus et Penicillium, peut contaminer de nombreuses maticres
premicres. COTA présente divers effets toxiques pour ’humain et I’animal. Elle est
donc soumise a une réglementation européenne pour garantir la sécurité sanitaire
des denrées (voir chapitre 20).

» Structure chimique des ochratoxines

La famille des OT est composée de 'OTA et de huit métabolites issus de sa trans-
formation, différents les uns des autres de par la nature chimique de leurs radicaux
(figure 2.1).

Le nom chimique de ’OTA sous la nomenclature JTUPAC est N-[(3R)-(5-Chloro-
8-hydroxy-3-méthyl-1-oxo-7-isochromanyl)carbonyl]-L-phénylalanine. LOTA, de
formule brute C,,H;3CINOy, est caractérisée par la fixation de la L-B-phénylalanine
(R1), via une liaison amide, sur le noyau isocoumarine. C’est un acide organique
faible, de pKa 7,1, de masse molaire 403,8 g . mol-!, avec un point de fusion de 90 °C
lorsqu’elle est cristallisée dans le xylene. LOTA est une molécule naturellement
fluorescente a la longueur d’onde d’excitation de 340 nm et présente un maximum
d’émission a 428 nm sous forme non ionisée et a 467 nm sous forme ionisée. En
milieu acide et a pH neutre, ’OTA est soluble dans les solvants organiques polaires
tels que les alcools, les cétones et le chloroforme. A I'exception des conditions alca-
lines, elle est tres peu soluble dans I’eau et insoluble dans les éthers de pétrole et les
hydrocarbures saturés. Comme la plupart des mycotoxines, I’OTA est une molécule
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Nom Abréviation R, R, R; R, R;
Ochratoxine A OTA Phénylalanyl CI H H H
Ochratoxine B oTB Phénylalanyy H H H H
Ochratoxine C oTC Phénylalanyl, CI H H H

éthyl ester
Ochratoxine o OTa OH CtH H H
Ochratoxine B oTp OH H H H H
4R-Hydroxyochratoxine A 4R-OH-OTA Phénylalanyl CI H OH H
4S-Hydroxyochratoxine A 4S-OH-OTA Phénylalanyl CI OH H H

10-Hydroxyochratoxine A 10-OH-OTA Phénylalanyl CI H H OH
Ochratoxine A ouverte OP-OTA Phénylalanyl Cl - - -

Figure 2.1. Structure chimique des différentes ochratoxines et de leurs métabolites.

treés stable chimiquement et thermiquement. Ainsi, une fois les denrées alimen-
taires contaminées, il est trés difficile d’éliminer totalement cette molécule. Méme a
250 °C, sa destruction n’est pas assurée.

» Biosynthése de UOTA

Bien que 'OTA soit une mycotoxine pouvant mettre en danger la sécurité sani-
taire des aliments et la santé humaine, sa voie de biosynthese est moins décrite que
pour d’autres mycotoxines comme les aflatoxines, les trichothécenes ou les fumoni-
sines. La voie de biosynthése de 'OTA a d’abord été étudiée au niveau biochimique.
Compte tenu de sa structure chimique, trois étapes cruciales de sa biosynthése ont
été identifiées : la biosynthése du groupe polycétide-isocoumarine, qui est assurée
par une polycétide (polyketide en anglais) synthase (PKS) ; la liaison a la phényla-
lanine, qui est réalisée par une peptide synthétase non ribosomique (NRPS) ; et
I’étape de chloration, qui est réalisée par une halogénase.

Un premier schéma de la voie de biosynthése de 'OTA a été proposé en 1979, par
Huff et Hamilton. La melléine est le premier intermédiaire, de nature polycétide,
issu de la condensation d’'une molécule d’acétyl-CoA et de quatre molécules de
malonyl-CoA, sous l'action d'une PKS. La melléine est ensuite oxydée en ochra-
toxine B (OTP) qui, aprés ajout d’'un atome de chlore, est transformée en ochra-
toxine o. (OTo). Cette derniére est ensuite transformée en ochratoxine C (OTC),
par liaison avec 'ester éthylique de la phénylalanine, sous I’action d'une NRPS.
Enfin, 'OTC est hydrolysée pour former 'OTA. En 2001, Harris et Mantle ont
proposé une autre voie de biosynthese de 'OTA, en se basant sur des expériences
de radiomarquage au carbone 14 de plusieurs précurseurs. Ils ont alors proposé la
biotransformation de ’'OTB en OTo puis en OTA par liaison directe avec la phényl-
alanine. Dans cette voie de biosyntheése, 'OTC n’était pas un précurseur de la
biosynthése de ’OTA. Dans une voie alternative, I’OTp serait liée a la phénylalanine
et ensuite transformée en ochratoxine B (OTB), avec une étape finale de chloration
pour produire de 'OTA. Finalement, en 2012, Gallo et al. ont suggéré une troi-
sieme potentielle voie de biosynthese, dans laquelle ’OTp et la phénylalanine sont
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transformées en OTB sous I'action d’'une NRPS et ’'OTB est ensuite transformée en
OTA apres une étape de chloration. Dans cette derniere version, 'OTA est ensuite
métabolisée en OTa et en d’autres métabolites. Ces différentes hypotheses sont
présentées dans la figure 2.2.
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Figure 2.2. Hypotheses sur la voie de biosynthése de 'OTA par (1) Huff et Hamilton (1979),
(2) Harris et Mantle (2001), et (3) Gallo et al. (2012).

Lévolution des techniques de biologie moléculaire, telles que le séquencgage nouvelle
génération, a grandement augmenté le nombre de génomes séquencés de souches
fongiques productrices d’OTA. En conséquence, de nombreuses études se sont inté-
ressées aux mécanismes moléculaires conduisant a la production d’OTA chez ces
souches et ont permis d’identifier les génes impliqués. C’est le séquencage complet du
génome d’Aspergillus carbonarius ITEM 5010 et son analyse in silico qui ont permis
I'identification du cluster de genes de la voie de biosynthése de 'OTA par Gallo
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et al. (2012). Ils ont démontré par mutation génique le role de la PKS (AcOTApks
ou otaA) dans la condensation des unités malonyl et acétyl-CoA, le role de la NRPS
(AcOTAnrps ou otaB) dans la fixation de la phénylalanine a 'OTp pour former de
I'OTB, et I'implication d’'une halogénase (AcOTAhal ou otaD) responsable de la
fixation d’un atome de chlore sur la molécule d’OTB pour former 'OTA. Lanalyse
in silico de la région génomique portant ces trois genes et 'étude de I'expression
des genes localisés autour ont révélé la présence de genes dont I'expression était
corrélée a la production d’OTA chez A. carbonarius. 11 s’agit d’'un géne codant pour
une enzyme de type cytochrome P450 (AcOTAp450 ou otaC) et d’'un gene codant
pour un facteur de transcription de type basic-leucine-zipper (AcOTAbZIP ou otaR1).
Limplication de ces 5 genes a été mise en évidence chez 6 especes fongiques produc-
trices d’OTA et I'analyse comparative du cluster de 'OTA chez les champignons
Aspergillus steynii, A. westerdijkiae, A. niger, A. carbonarius et Penicillium nordicum
a démontré une tres forte conservation dans I'organisation du cluster (Gil-Serna
et al., 2020). Derni¢rement, une analyse comparative des génomes de 19 especes
fongiques du genre Aspergillus et de 2 especes fongiques du genre Penicillium, toutes
productrices d’OTA, a révélé la présence d’un sixieme gene (otaY) localisé entre les
genes otaA et otaB. Lanalyse de la séquence de ce gene indique qu’il coderait pour
une protéine avec un domaine de type Snoals, indiquant ainsi son appartenance a
la famille des polycétides cyclases. Son implication dans la voie de biosynthese de
I’OTA a été démontrée par sa complete délétion chez A. carbonarius, qui a conduit a
I'absence de production d’OTA chez la souche mutante (Ferrara et al., 2021). Enfin,
cette analyse comparative menée sur 21 génomes d’especes fongiques productrices
d’OTA permet aujourd’hui de proposer une structure commune du cluster de génes
responsables de la biosynthese de 'OTA (figure 2.3).

otaD otaR1 otaC otaB otaY otaA

Figure 2.3. Cluster de genes de la voie de biosynthese de 'OTA chez Aspergillus carbonarius,
avec otaA : PKS ; otaB : NRPS ; otaC : P450 ; otaD : halogénase ; otaY : polycétide cyclase ;
otaR1 : facteur de transcription.

» Especes productrices d'0TA

LOTA aété isolée pour la premiere fois en 1965, a partir d’une culture d’4. ochraceus
(Aspergillus de la section Circumdati). Mais cette mycotoxine peut étre produite par
d’autres especes d’Aspergillus ainsi que par certaines especes du genre Penicillium qui
colonisent les différentes denrées alimentaires en fonction du climat : les premieres
sont présentes dans les régions relativement chaudes voire tropicales, tandis que les
secondes se rencontrent plutot dans les régions plus froides (Wang et al., 2016).

Concernant la production d’OTA par les champignons du genre Aspergillus, ceux-ci
appartiennent aux sections Circumdati (groupe A. ochraceus) et Nigri (A. carbonarius
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et A. niger). Dans la section Circumdati, les especes A. ochraceus et A. westerdij-
kiae sont les plus souvent rencontrées. Elles sont caractérisées par des spores de
couleur ocre, sont trés proches sur le plan phénotypique et génomique, et difficiles,
mais pas impossibles a dissocier (Durand et al., 2019). Cependant, leurs niveaux de
production d’OTA sont tres différents. A. ochraceus est considéré comme un faible
producteur, tandis que A. westerdijkiae comme 1'un des plus grands (Visagie et al.,
2014). Des études démontrent qu’il existe d’autres especes de la section Circumdati
productrices d’OTA : A. sclerotiorum, A. sulphureus, A. wentii, A. steynii, A. roseo-
globulosus, A. pseudoelegans, A. flocculosus, A. cretensis et A. affinis (Wang et al.,
2016). Ce n’est qu’en 1996 que 'OTA a été isolée pour la premicre fois a partir
d’une culture d’A. carbonarius, qui fait partie de la section Nigri ou Aspergilli noirs,
des champignons d’altération d’aliments autres que céréales et produits céréaliers,
répandus dans le monde entier et caractérisés par des spores de couleur noire. Par
rapport a la production d’OTA, seules 5 especes de cette section sont considérées
comme productrices : on trouve d’une part A. carbonarius et A. sclerotioniger, trés
proches sur le plan phylogénétique, et d’autre part, A. lacticoffeatus, A. niger et
A. welwitschiae, regroupés sous la dénomination « Niger agrégats », qui désigne des
groupes d’especes morphospécifiques étroitement apparentées, que ’on ne peut
distinguer que difficilement (Cabaiies et Bragulat, 2018).

Pour le genre Penicillium, depuis quelques années, P. verrucosum et P. nordicum sont
les deux especes productrices d’OTA connues et acceptées, malgré quelques rapports
sur la production d’OTA par d’autres especes. Ces deux especes a croissance lente
présentent des caractéristiques morphologiques communes, rendant difficile I'identifi-
cation a I'aide des techniques morphologiques traditionnelles. Frisvad et al. (2004) ont
souligné qu’une approche polyphasique, comprenant une combinaison de séquences
d’ADN, une analyse de la production de métabolites spécialisés et d’autres caracteres
phénotypiques, est nécessaire pour classer et identifier les especes de Penicillium du
sous-genre Penicillium. Dans ce sous-genre, les especes productrices d’OTA appar-
tiennent a la série Verrucosa de la section Viridicata, dont I'un des deux sous-clades
regroupe des souches de P. verrucosum et de P. nordicum (Frisvad et al., 2004).
P. verrucosum est une espece ochratoxinogene importante, car elle est le principal
producteur d’OTA dans les céréales dans les zones a climats tempérés et froids, telles
que le Danemark, la Suéde, le Canada ou encore les Etats-Unis. P. nordicum est géné-
ralement isolé dans des aliments riches en sel (NaCl) et en protéines, a la surface des
jambons dans les usines de fabrication de jambons secs en Italie.

» Types d’aliments contaminés et occurrence

LOTA contamine des denrées alimentaires a destination de I'alimentation humaine
ou animale suite a la colonisation de la matrice par le ou les champignons filamen-
teux producteurs qui se retrouvent dans des conditions environnementales favo-
rables a leur croissance et a la production d’OTA. Le niveau de contamination varie
considérablement d’une denrée alimentaire a l'autre et dépend d’autres facteurs qui
sont notamment la nature des especes fongiques productrices, le climat et les condi-
tions de stockage (Li et al., 2021). LOTA a été mise en évidence pour la premicre
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fois en 1965 dans les céréales en Afrique de Sud et il a fallu attendre 1996 pour
qu’elle soit mise en évidence dans les raisins. La présence naturelle de 'OTA a été
signalée sous des climats tempérés a tropicaux, principalement sur les céréales et
leurs produits dérivés. On la trouve également dans une variété d’aliments d’origine
végétale, notamment le pain, la biére, le chocolat, le café, les fruits secs, le raisin et le
jus de raisin, les herbes médicinales et les épices. La contamination de ces produits
agricoles peut se produire avant et apres la récolte. En outre, une présence d’OTA a
également été constatée dans des denrées alimentaires d’origine animale, telles que
le fromage, le lait, la viande (porc, volaille), a la suite d'une contamination indirecte
par des animaux nourris avec des aliments contaminés par 'OTA (Vlachou et al.,
2022). Cependant, la contamination par I’'OTA des fromages et des produits a base
de viande peut aussi se produire de maniere directe, lorsque des moisissures produi-
sant de POTA se développent au cours de leur maturation ou de leur transformation.

La présence d’OTA dans les denrées alimentaires a été signalée dans le monde
entier, et il est presque impossible d’éviter totalement sa consommation. Il existe
un consensus sur le fait que ces aliments contaminés par 'OTA constituent une
source de risque grave pour la santé publique. En 2020, I’Efsa a publié¢ un rapport
montrant Poccurrence de ’OTA sur pres de 74 000 échantillons analysés provenant
de 29 pays européens, entre 2009 et 2018. Les plus fortes concentrations ont été
obtenues dans des compléments alimentaires a base d’extraits de plantes (35 ppb), du
piment (11 ppb), des bonbons a la réglisse (10 ppb), du paprika en poudre (9 ppb),
du jambon de porc (3 ppb) ou encore du fromage (2,5 ppb). Les principaux aliments
contribuant a I'exposition des enfants a 'OTA sont les aliments a base de blé, suivis
de I'avoine, du riz et des raisins secs. Quant a la biére, au café et au vin, ils contribuent
a I’exposition des consommateurs européens plus agés (Efsa, 2020).

Pour protéger la santé de tous les consommateurs et limiter leur exposition aux myco-
toxines, I’Europe établit des reglements qui fixent les teneurs maximales autorisées dans
les denrées alimentaires. Ainsi, le reglement européen (UE) 2023/915 vient récem-
ment d’étre publi¢ et abroge 'ancien réglement (CE) 1881/2006 quant aux teneurs
maximales autorisées en OTA, dans certaines denrées alimentaires (voir chapitre 20).
Un point crucial dont il faudra tenir compte dans les années a venir est 'impact du
changement climatique sur cette contamination en OTA. Des travaux récents étudient
I'impact de différents scénarios sur le devenir des flores fongiques productrices de
mycotoxines (Paterson et al., 2017) ou d’OTA sur diverses matrices : A. westerdijkiae sur
le café (Akbar et al., 2020), A. carbonarius sur le raisin (Cervini et al., 2021) ou encore
P. verrucosum sur les matrices a base de blé (Abdelmohsen et al., 2021).

» Métabolisme et genése de formes modifiées de 'OTA

LOTA peut étre métabolisée par les animaux, les humains et les plantes, mais aussi
par les champignons, les levures et les bactéries (Wu et al., 2011). Sa biotransfor-
mation in vivo chez I'animal et ’humain est faible et ’élimination de ses métabo-
lites est particulierement lente, jouant ainsi un rdle important dans sa toxicité. La
plupart des métabolites de 'OTA, comme 'OToa et POTB, sont moins toxiques
que la molécule mere. Cependant, d’autres présentent une toxicité plus élevée. La
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compréhension des voies métaboliques de 'OTA chez les animaux et les humains
est nécessaire pour I’évaluation de la sécurité sanitaire des aliments. COTA pouvant
étre métabolisée par les plantes, elle peut également poser des problemes de santé
apres ingestion par les animaux et les humains. Sa métabolisation a été largement
étudiée chez les rongeurs et cela a permis d’identifier de nombreux métabolites et de
fournir une riche base d’étude du métabolisme de 'OTA chez d’autres organismes.

Comme d’autres xénobiotiques, I'OTA peut subir des réactions de biotransforma-
tion catalysées par des enzymes de phases I et II. Les enzymes de phase I sont impli-
quées dans les réactions d’hydrolyse et d’hydroxylation. Le principal métabolite de
I'OTA est I'OTa, issue de I'hydrolyse de la liaison amide entre la phénylalanine et
l’acide dihydroisocoumarique. Chez le rat, 'OTo a été détectée dans le ceecum et
le gros intestin, puis principalement excrétée dans les feces. Il est admis que 'OTo
est majoritairement générée par les écosystemes microbiens présents dans I'intestin
chez les non-ruminants, y compris les humains, et par ceux du rumen chez les vaches,
les moutons et d’autres ruminants. La dégradation de 'OTA en OTa peut étre cata-
lysée par de nombreuses hydrolases, mais parmi elles, les carboxypeptidases sont
les plus actives. LOTa est partiellement absorbée dans l'intestin, elle ne s’accumule
pas dans les reins et est excrétée dans I'urine principalement sous forme d’OTo-
glucuronide, métabolite urinaire majeur chez ’humain.

LChydroxylation de la molécule d’OTA concerne principalement la partie isocouma-
rine par I'action de cytochromes P450 (CYP450), enzymes de phase I, conduisant a
la formation de 4-hydroxyochratoxine A (4-OH-OTA) sous forme de deux stéréoi-
someres (4R-OH-OTA et 45-OH-OTA), lors d’expérimentations menées in vitro
ou in vivo chez le rat et le porc. Un métabolite supplémentaire, le 10-hydroxyochra-
toxine A (10-OH-OTA), est détecté lorsque des microsomes de foie de lapin sont
incubés en présence d’OTA. Les études de toxicité s’accordent a dire que ces métabo-
lites présentent une toxicité plus faible que 'OTA. Par ailleurs, I’hydroxylation de la
partie phénylalanine par des CYP450 pourrait conduire a la formation de trois autres
métabolites, provisoirement identifiés comme le 9’-hydroxy-OTA, le 7’-hydroxy-OTA
et le 5-hydroxy-OTA. Cependant, I'absence de composés de référence (standards
commerciaux) pour confirmer la structure chimique de ces composés ne permet pas
a ce jour de confirmer I'existence de cette réaction d’hydroxylation. Enfin, la déchlo-
rination de 'OTA par une enzyme de type halogénase conduit a la formation d’OTB,
un métabolite moins toxique qui peut ensuite étre converti en 4-OH-OTB et ochra-
toxine B (OTP). Cependant, I’hydroxylation de I'OTA par des CYP450 peut conduire a
la formation d’ochratoxine quinone (OTQ) et d’ochratoxine hydroquinone (OTHQ),
deux métabolites qui présentent une toxicité plus forte que 'OTA. Chez le rat, un
métabolite avec la fonction lactone ouverte (OP-OTA) a été détecté dans l'urine et la
bile. Les analyses d’évaluation de la toxicité de ce métabolite lui accordent une toxicité
au moins équivalente, voire plus élevée que 'OTA.

Les enzymes de phase II sont des enzymes de conjugaison qui ajoutent a la molécule
un radical hydrosoluble comme l'acide glucuronique, le sulfate, le glutathion ou un
dérivé de sucres (pentose, hexose). Concernant la métabolisation de I’'OTA par ce type
d’enzymes, il s’agit principalement de réactions de conjugaison avec I’acide glucuro-
nique par ’action d’enzymes de la famille des glucuronyl-transférases (UGT), condui-
sant a la formation d’ochratoxine A glucuronide. D’autres formes conjuguées avec
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du sulfate ou des dérivés de sucres ont été observées in vitro et in vivo, mais en faibles
quantités. Enfin, la détection récente dans les urines humaines d’'un nouveau métabo-
lite issu de la biotransformation de I'OTA, I'ochratoxine-N-acétyl-L-cystéine (OTB-
NAC), confirme que I'OTA peut également étre biotransformée sous forme conjuguée
avec du glutathion, par l'action de glutathion-S-transférases (GSTs). Lensemble de
ces réactions de biotransformation de 'OTA chez I’'animal ou 'humain, ainsi que les
métabolites issus de ces dernieres, sont présentés dans la figure 2.4.

De nombreux micro-organismes (bactéries, levures et champignons filamenteux)
sont capables de métaboliser 'OTA. Les bactéries concernées appartiennent aux
genres Bacillus, Acinetobacter, Alcaligenes, Lactobacillus, Sphingomonas, Lysobacter,
Stenotrophomonas et Phenylobacterium. Divers produits de dégradation ont pu étre
identifiés par chromatographie en phase liquide haute performance couplée a la
spectrométrie de masse (HPLC-MS). Plusieurs genres de levures (Saccharomyces,
Trichosporon, Rhodotorula et Cryptococcus) sont également capables de méta-
boliser 'OTA, principalement en OTo, par l'action d’enzymes de la famille des
carboxypeptidases.

Enfin, certaines especes de champignons filamenteux peuvent métaboliser 'OTA en
produisant des métabolites identiques a ceux obtenus chez les animaux. Plusieurs
études s’accordent sur la capacité des champignons du genre Aspergillus de la
section Nigri a dégrader 'OTA en produisant tous les mémes métabolites, notam-
ment de 'OTo. D’autres champignons filamenteux du genre Aspergillus ont égale-
ment démontré leur capacité a dégrader 'OTA. 1l s’agit notamment d’A. clavatus,
A. versicolor, A. wentii et A. ochraceus.

La métabolisation des mycotoxines peut aussi se produire chez les plantes. En effet,
elles ont la capacité de se défendre contre les composés toxiques en les dégradant
ou les transformant. Cependant, cette métabolisation végétale de 'OTA est peu
décrite, certainement car les champignons producteurs d’OTA sont des champi-
gnons dits opportunistes. Néanmoins, une étude a démontré in vitro que des suspen-
sions cellulaires de mais et de blé pouvaient produire les métabolites 4R-OH-OTA
et 4S-OH-OTA, qui sont ensuite glycosylés ou estérifiés pour former respectivement
du 4R-OH-OTA-4-O-B-d-glucoside ou du 4S-OH-OTA-4-O-B-d-glucoside, et du
4R-OH-OTA méthyl ester ou du 4S-OH-OTA méthyl ester.

» Toxicité de UOTA

La toxicité de 'OTA a été largement étudiée lors des décennies précédentes et de
nombreuses revues a ce sujet ont été publiées. LOTA est une molécule néphro-
toxique, hépatotoxique, embryotoxique, tératogéne, neurotoxique, immunotoxique,
génotoxique et cancérogene chez de nombreuses especes, avec des différences liées
al'espece et au sexe.

Historiquement, I'exposition a 'OTA a été associée au développement d’une
maladie rénale chronique, la néphropathie endémique des Balkans (NEB), caracté-
risée par une atteinte lente et progressive du systeme rénal conduisant a ’apparition
de tumeurs dans le systeme urinaire dans 40 % des cas. Létiologie de la NEB est
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encore inconnue. Les deux principales hypotheses se concentrent sur le role poten-
tiel de l’acide aristolochique issu de I’aristoloche clématite (plante) et des myco-
toxines telles que ’OTA ou la citrinine.

LOTA est rapidement absorbée et distribuée dans I'organisme, mais son élimina-
tion et son excrétion sont lentes, conduisant a une accumulation dans I'organisme
certainement due a sa fixation aux protéines plasmatiques. Sa toxicité varie consi-
dérablement en fonction de I'espece animale, du sexe et de la voie d’administra-
tion. Le Comité mixte FAO-OMS d’experts des additifs alimentaires a rapporté des
valeurs de DLs, pour 'OTA chez diverses especes, en se basant sur des compilations
bibliographiques!'. Les valeurs de DLy, par voie orale varient de 46 a 58,3 mg/kg p.c.
(kilogramme de poids corporel) chez la souris et de 20 a 30,3 mg/kg p.c. chez le rat
male (les rats femelles étant plus sensibles). Les valeurs de DLs, chez le chien, le
porc et le poulet sont respectivement de 0,2, 1 et 3,3 mg/kg p.c. Ladministration de
doses répétées d’OTA chez le rat et le porc a permis de fixer respectivement une
dose minimale ayant un effet de 15 ug/kg p.c et de 8 ug/kg p.c.

LOTA est une molécule hautement néphrotoxique dont les reins sont la principale
cible. En raison de son accumulation dans les cellules épithéliales du tube proximal,
elle provoque I'apparition de 1ésions cellulaires par le biais du stress oxydant, de Iésions
de ’ADN, de l'apoptose cellulaire et une augmentation de la réponse inflammatoire
(Ozcan et al., 2015). Elle provoque des cas d’ochratoxicose chez les volailles et peut
provoquer une néphropathie mycotoxique chez les porcs. D’autres effets toxiques
peuvent étre causés en fonction de la dose administrée et de I’'espece animale consi-
dérée. Ils comprennent des anomalies histologiques cardiaques et hépatiques, une
aberration des facteurs de coagulation chez le rat, accompagnée d’hémorragies et de
thromboses dans la rate, le cerveau, le foie, les reins et le coeur, des 1ésions du tractus
gastro-intestinal et des tissus lymphoides chez le hamster, une myélotoxicité chez la
souris, ou encore une fragilité intestinale et des lésions rénales chez les poulets. Des
effets tératogenes et immunosuppresseurs ont également été démontrés apreés une
exposition a 'OTA, mais a des doses plus élevées que celles provoquant des néphropa-
thies (> 200 - 4 000 ug/kg d’aliments ; Pfohl-Leszkowicz et Manderville, 2007). Enfin,
I'OTA est décrite comme une molécule potentiellement cancérogene et a donc été
classée dans le groupe 2B, par le Centre international de recherche sur le cancer.

La néphrocarcinogénicité est 'effet cancérogene le plus important de 'OTA. 1l a été
démontré que 'OTA augmentait I'apparition de tumeurs rénales chez les rats et les
souris, notamment chez les rats males. Cependant, son mode d’action conduisant
au développement de tumeurs n’est pas clair et suscite des avis divergents chez les
chercheurs. Le potentiel génotoxique de ’'OTA a été largement étudié in vitro par le
test des cometes, méthode utilisée pour mesurer les cassures de brins d’ADN dans
les cellules eucaryotes. Des résultats positifs ont été rapportés sur plusieurs lignées
cellulaires de différentes especes (rongeurs, porcs, chiens, bovins, singes verts et
humains), ainsi que sur des cultures primaires issues de plusieurs tissus et corrélées a
I'augmentation des niveaux d’especes réactives de I'oxygene (ROS) dans les cellules.
Lexposition de ces cellules a 'OTA a induit également des mitoses aberrantes, une

1. La DLs, ou dose létale 50 est la dose qui conduit a 50 % de mortalité des animaux exposés (généra-
lement des souris).
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hypercondensation des chromosomes avec des chromatides anormalement séparées,
des fuseaux mitotiques asymétriques/multipolaires, ainsi que des endoréduplications
(réplication de I’ADN sans mitose) conduisant a des cellules polyploides. Les études
menées in vivo chez le rat et la souris ont démontré que ’OTA induisait des cassures
simple brin de ’ADN, en conséquence de 'augmentation des niveaux de ROS dans
les cellules. La capacité de 'OTA a induire des mutations a été étudiée au niveau
des reins chez le rat et la souris. Apres des expositions de 4 ou 13 semaines, aucune
mutation n’a pu €tre identifiée au niveau du cortex, mais des mutations ont été obser-
vées dans des cellules localisées au niveau du site cible, la zone médullaire des reins.
Enfin, la formation éventuelle d’adduits spécifiques a ’ADN qui seraient induits par
I'OTA reste tres controversée. Une seule étude propose la formation d’adduits a
I’ADN via la biotransformation de 'OTA en ochratoxine quinone, mais sans préciser
la structure chimique des adduits et les niveaux d’adduits a TADN rapportés étaient
de I'ordre de 20 a 70 pour 10° nucléotides. D’apres le dernier rapport du groupe de
travail de I’Autorité européenne de sécurité des aliments (Efsa) portant sur I'éva-
luation des risques liés a la présence d’ochratoxine A dans les aliments, ces niveaux
d’adduits, qualifiés de faibles, sont difficiles a concilier avec les effets génotoxiques de
I'OTA et sont, au mieux, des contributeurs mineurs, tres probablement attribuables
a des dommages oxydatifs cellulaires. Néanmoins, les mutations induites par TOTA
dans les reins de rats et de souris ne seraient manifestement pas une simple consé-
quence des Iésions oxydatives de ’ADN (Efsa, 2020).

» Conclusion

La famille des ochratoxines est composée de 'ochratoxine A (OTA) et de huit
métabolites issus de sa transformation. COTA est produite par des champignons des
genres Aspergillus et Penicillium qui colonisent, en fonction du climat, différentes
denrées alimentaires. La présence d’OTA a été signalée sous des climats tempérés
a tropicaux, principalement sur les céréales et leurs produits dérivés. On la trouve
également dans une variété d’aliments d’origine végétale tels que le chocolat, le café,
les fruits secs, le raisin ou encore les épices. En outre, la contamination par 'OTA
a également été constatée dans des denrées alimentaires d’origine animale, telles
que le fromage, le lait ou la viande. De par son fort caractere néphrotoxique, elle
est classée dans le groupe 2B comme cancérogene possible pour ’humain. De fait,
sa présence dans les denrées alimentaires est strictement reglementée en France et
en Europe. A ce jour, la voie de biosynthése de 'OTA et le cluster de génes associé
ne sont pas complétement élucidés et nécessitent d’étre mieux caractérisés afin de
proposer des méthodes de lutte efficaces contre cette contamination.
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Chapitre 3
La patuline

Sophie Lorber, Chrystian Zetina-Serrano,
Sabine Schorr-Galindo, Thierry Gauthier et Olivier Puel

» Introduction

Penicillium expansum, responsable de la pourriture bleue des pommes lors du stoc-
kage, est le principal producteur de patuline (PAT) (figure 3.1A). La PAT a été
découverte au début des années 1940 par plusieurs laboratoires britanniques dans
les filtrats de culture de champignons des genres Penicillium et Aspergillus (Glister,
1941), sur la lancée de la découverte de la pénicilline par Fleming. En raison de ses
propriétés antibiotiques et antivirales, la PAT a fait 'objet d’essais cliniques pour
le traitement des rhumes en 1944. Cependant, elle a été rapidement classée dans
les mycotoxines en raison de ses effets toxiques vis-a-vis de I’humain et de I'animal.
Lintoxication aigiie a la PAT entraine des convulsions, des ulcérations, des inflam-
mations intestinales, des vomissements, des cedémes et des dommages a ’ADN au
niveau du cerveau, du foie et des reins, alors qu une exposition chronique conduit a
des effets neurotoxiques, immunotoxiques et tératogéniques.

Figure 3.1. Moisissure bleue causée par Penicillium expansum sur une pomme ‘Golden
Delicious’. (A) Aspect de la pomme contaminée par P. expansum. © INRAE, 2009.
(B) Corémie observée a la surface de la zone pourrie par un stéréomicroscope binoculaire
(grossissement X 50). © INRAE, 2012.
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» Caractéristiques physicochimiques

La PAT (figure 3.2) est une lactone polycétide insaturée (4-hydroxy-4H-furo [3,2-c]
pyrane-2[6H]-one), de formule chimique C,HO,, avec une masse moléculaire
faible de 154,12 g/mol. Elle se présente sous la forme d’une poudre blanche soluble
dans I’eau et dans divers solvants organiques de forte polarité, tels que I’éthanol, le
méthanol, 'acétone ou I’acétate d’éthyle. Elle est stable dans des conditions acides
et résiste aux traitements thermiques, mais devient instable en milieu alcalin. Le
point de fusion de la PAT est de 111 °C et son maximum d’absorbance (A max) se
situe a une longueur d’onde de 275 nm.

o) OH

Figure 3.2. Structure chimique de la patuline.

» Espéces productrices

La PAT est une mycotoxine produite par plusieurs especes de champignons filamen-
teux appartenant aux genres Penicillium, Aspergillus et Paecilomyces. On dénombre
21 especes parmi le genre Penicillium : P. antarcticum, P. carneum, P. compactum,
P. dipodomyicola, P. doidgeae, P. expansum, P. gladioli, P. griseofulvum, P. marinum,
P. novae-zeelandiae, P. paneum, P. pole-evansii, P. psychrosexuale, P. samsonianum,
P. sclerotigenum, ainsi que P. clavigerum, P. concentricum, P. coprobium, P. formo-
sanum, P. glandicola et P. vulpinum (Frisvad, 2018). Les six dernicres especes sont
des champignons coprophiles, c’est-a-dire se développant sur les excréments, subs-
trats considérés comme sujet a une extréme compétition entre micro-organismes.
On trouve aussi trois especes du clade Clavati parmi le genre Aspergillus (A. clavatus,
A. giganteus et A. longivesica) et deux pour le genre Paecilomyces (P. niveus [ancien-
nement Byssochlamys nivea] et P. saturatus).

» Biosynthese

La voie de biosynthése de la PAT a été étudiée depuis les années 1950, mais il reste

des zones d’ombre (figure 3.3A). Elle consiste au minimum en 10 étapes enzyma-

tiques (Tannous et al., 2018) :

1. Un acétyl-CoA et trois malonyl-CoA sont condensés grace a I'action d’une polycétide
synthase, enzyme multifonctionnelle appelée 6-méthylsalicylique synthase (MSAS),
pour former I'acide 6-méthylsalicylique. Cette enzyme est codée par le gene patK ;
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Figure 3.3. (A) Voie de biosynthése de la patuline (adaptée de Puel et al., 2010).

(B) Représentation schématique du cluster de la patuline (15 genes, 40 kb) chez Penicillium
expansum. Le sens de la transcription est indiqué par les pointes des fleches. En noir, les
enzymes/genes au role identifi€ ; en blanc, ceux dont le role reste inconnu ; en gris clair, le géene
codant pour le facteur de transcription et en gris foncé, les genes codant pour les transporteurs.

2. Lacide 6-méthylsalicylique subit une décarboxylation par la 6-méthylsalicylique
décarboxylase codée par le geéne patG pour former le m-crésol (Snini et al., 2014) ;

3. Le groupement méthyle du m-crésol est oxydé par PatH, une monooxygénase
a cytochrome P-450, pour donner I’alcool m-hydroxybenzylique (Artigot et al.,
2009) ;
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4. Cette étape est suivie par une réaction d’hydroxylation catalysée par un autre
cytochrome P450, Patl, qui engendre la formation de I’alcool gentisylique (Artigot
etal.,2009) ;

5. Lalcool gentisylique pourrait ensuite €tre converti en aldéhyde gentisylique ;

6. Létape suivante conduit a la formation de I'isoépoxydon ;

7. Le gene patN code pour une enzyme, l'isoépoxydon déshydrogénase, qui est
responsable de la conversion de I'isoépoxydon en phyllostine ;

8. La phyllostine est transformée en néoPAT par la néoPAT synthase, PatF ;

9. La néoPAT est convertie en E-ascladiol grace a une réduction nécessitant le
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) comme co-enzyme ;

10. Le E-ascladiol est finalement transformé en PAT par la PAT synthase, une glucose-
méthanol-choline oxydoréductase (PatE), ou en son isomeére, le Z-ascladiol, de
facon non enzymatique (Tannous et al., 2017).

Comme pour la majorité des métabolites spécialisés d’origine fongique, les genes
impliqués dans la biosynthése de la PAT sont regroupés au sein d'un méme cluster.
Le cluster de la PAT est composé de 15 geénes (patA-patO) (figure 3.3B), qui sont
répartis en trois catégories : les transporteurs (PatA, PatC et PatM), les enzymes
biosynthétiques et un facteur de transcription (PatL). Ce dernier régule le cluster de
biosynthese de la PAT. Onze génes codent pour des enzymes biosynthétiques, PatB,
PatD, PatFE PatG, PatK et PatN, localisées dans le cytoplasme, PatH et Patl, localisées
dans le réticulum endoplasmique (RE), Pat] et PatO, localisées dans la vacuole, et
PatE, localisée au niveau de la paroi cellulaire voire a I'extérieur de la cellule fongique
(Liet al., 2020). La fonction des quatre genes patB, patD, patO et patJ reste peu claire.

» Roles

P. expansum pénetre dans le fruit par des blessures ou par des ouvertures naturelles.
Une fois présent dans la plaie, il utilise un vaste arsenal de facteurs de virulence
et des facteurs d’agressivité pour manipuler ’hote en vue d’un gain nutritionnel et
au profit de sa reproduction. Parmi ces facteurs figurent de nombreux métabolites
spécialisés, y compris des mycotoxines bien caractérisées telles que la citrinine et
la PAT. Limplication de la PAT dans le mécanisme d’infection de P. expansum et sa
classification en tant que facteur d’agressivité plutdt que facteur de virulence sont
maintenant bien illustrées (Snini et al., 2016 ; Luciano-Rosario et al., 2020). De plus,
la PAT n’agit pas uniquement sur ’hdte, mais également sur différents champignons
phytopathogeénes post-récolte concurrents, tels que Alternaria alternata, Botrytis
cinerea, Colletotrichum fioriniae et Monilinia fructicola, ce qui suggere que la toxine
est importante pour permettre a P. expansum de dominer la niche post-récolte
(Bartholomew et al., 2022). 1l est cependant intéressant de mentionner que la PAT
n’est produite qu’au niveau du mycélium. Zetina-Serrano et al. (2020) ont montré
que la production de PAT cesse lors de la formation des conidiophores (appareils
reproducteurs asexuels). Ainsi, du point de vue de son écophysiologie, le champi-
gnon ne produit la PAT que durant la colonisation du fruit. Des lors que celle-ci est
terminée et que le champignon perce I’épicarpe pour initier sa reproduction asexuée
(figure 3.1B), la production s’arréte.
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» Occurrence et contamination des denrees alimentaires

Les pommes et leurs produits dérivés constituent la source de contamination
prédominante par la PAT. Ainsi, entre 2020 et 2023, 12 produits a bases de pommes
(jus et compote) ont fait I'objet d’'une alerte RASFF (Rapid Alert System for Food
and Feed), liée a la teneur en PAT. On retrouve aussi occasionnellement celle-ci
dans de nombreux fruits tels que les poires, les péches, les prunes, les abricots, les
fruits rouges, le raisin, les figues, les noisettes, les longanes, les bananes, les oranges,
I’ananas, les kiwis, les tomates et les poivrons. En plus des fruits, la PAT a été isolée
de céréales comme l'orge, le mais, le riz, le blé, et de produits céréaliers comme le
pain, mais aussi de fromage (cheddar) ainsi que de produits de la mer (mollusques
et crustacés) contaminés par Penicillium antarcticum. La PAT a été systématique-
ment retrouvée a la plus forte concentration dans les Iésions des fruits, mais elle est
encore quantifiée jusqu’a un centimetre a coté de la 1ésion. Pour les 1ésions infé-
rieures ou égales a 3 cm de diametre, les consommateurs ont donc tout intérét a
couper au moins 1 cm autour et en dessous de la tache de moisissure pour réduire
I’exposition a la PAT. Les pommes doivent également étre conservées a des tempé-
ratures fraiches, inférieures a 8 °C, afin de retarder le développement des Iésions
(Coton et al., 2020). Par contre, le risque est diminué dans les boissons alcoolisées,
en raison de la transformation de la PAT lors de la fermentation alcoolique en
composés dénués de toxicité tels que I'ascladiol (Tannous et al., 2017).

De trés nombreuses données concernant la concentration en PAT dans les denrées
alimentaires a travers le monde sont disponibles dans la littérature. Dans I’ensemble,
les valeurs rapportées ne présentent aucun danger, et cela de plus en plus, en parti-
culier depuis la fixation de teneurs maximales par les institutions de nombreux pays :
la Commission européenne, la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-
Unis, le ministere de la Santé de la République populaire de Chine et le ministére
de la Santé du Canada. Toutefois, certaines analyses montrent encore des valeurs
excédant largement les concentrations réglementaires allant de quelques dizaines a
plusieurs centaines de microgrammes.

» Biotransformation

Les réactions entre la PAT et les protéines, le glutathion (GSH) et la N-acétyl-L-
cystéine (le produit de dégradation de ce dernier) sont considérées comme la forme
la plus probable de la biotransformation chez I’humain ou I’animal aprées la consom-
mation de pommes contaminées, en raison de la réactivité électrophile multiple de
la PAT vis-a-vis d’'un groupe nucléophile comme le thiol. En outre, il existe deux
voies principales de transformation de la PAT la rendant moins toxique par I'ouver-
ture du cycle furane ou pyrane :

— une oxydoréduction conduisant aux deux isomeres de I’ascladiol (E- et Z-ascla-
diol), sous I'action de Saccharomyces cerevisiae lors de la fermentation alcoolique ou
sous l’action d’autres micro-organismes tels que des bactéries, des ascomycetes ou
des basidiomycetes (Moss et Long, 2002) ;
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— des transformations en plusieurs étapes, hydrolyse du cycle y-lactone suivie de
réactions de réduction et de déshydratation, permettant la conversion de la PAT en
acide désoxypatulinique par des levures ou des champignons (Coarer et al., 2021).

» Toxicite

Les effets toxiques de la PAT ont été largement explorés in vivo sur des rongeurs,
mais également sur d’autres espeéces animales telles que le singe et le poulet, et in
vitro sur des cellules humaines et animales. Elle est considérée comme majoritaire-
ment absorbée. Sa toxicité a en outre été démontrée sur les fonctions de la barriere
intestinale et elle est susceptible d’altérer le microbiote, dans sa diversité, sa richesse
et son profil (Saleh et Goktepe, 2019).

Toxicité aiglie et subchronique

Des travaux anciens sur rongeurs ont décrit les symptomes d’une intoxication aigiie
ala PAT et permis de déterminer la DLs, lors d’'une administration orale. Celle-ci se
situe entre 29 et 55 mg/kg p.c. Les signes de toxicité sont I’agitation, des convulsions,
la dyspnée, la congestion pulmonaire, 'cedéme et 'ulcération, des nausées voire des
vomissements, la distension du tractus gastro-intestinal, des lésions du duodénum,
des ulceres gastriques, des hémorragies intestinales. Ces derniers symptomes
trouvent leur origine dans le fait que la PAT est capable de réduire 'expression de la
phosphatase DEP-1 et du récepteur nucléaire PPARY, entrainant la destruction des
jonctions serrées dans les tissus gastro-intestinaux (Vidal et al., 2019). Des Iésions
rénales peuvent également survenir. La volaille semble moins sensible, avec une
DL, orale de 170 mg/kg p.c.

Principalement étudiée chez le rat, ’administration orale chronique de PAT provoque
une perte de poids, des 1ésions gastriques et intestinales, des altérations de la fonc-
tion rénale et des signes de neurotoxicité (tremblements, convulsions). Du point de
vue biochimique, I’exposition chronique expérimentale entraine une inhibition de
plusieurs enzymes (ATPase) dans I'intestin notamment, avec des conséquences en
termes de métabolisme des lipides (diminution du niveau total, des phospholipides
et des triglycérides). En outre, I'injection intrapéritonéale de 1 mg/kg p.c. de PAT a
des souris pendant huit semaines provoque des dommages oxydatifs dans le cerveau.
De plus, il est observé une élévation significative d’enzymes plasmatiques telles que
I'alanine ou I’aspartate aminotransférase (Saleh et Goktepe, 2019), soulignant une
atteinte hépatique constatée également chez la souris.

Une attention particulicre a été portée sur deux fonctions physiologiques : la fonc-
tion thyroidienne et la fonction reproductive chez le male. Les hormones thyroi-
diennes et testiculaires chez des rats recevant de la PAT par voie orale ont été
mesurées pendant 60 ou 90 jours. Une exposition de 60 jours (0,1 mg/kg p.c. de PAT)
a augmenté le niveau plasmatique de testostérone et a diminué celui de ’hormone
T,, alors qu’aucun changement n'a été observé pour la T, la TSH, la LH et la GH.
Cependant, apres 90 jours d’exposition, le niveau de la testostérone et de la LH a
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augmenté (Selmanoglu et Kockaya, 2004). Lexamen histologique de la thyroide a
montré une infiltration de cellules lymphoides et un élargissement du tissu intersti-
tiel. Les examens histologiques de testicules des rats traités ont montré une désorga-
nisation de I’épithélium des tubes séminiferes, mais également des signes d’oedeme
et de fibrose. Ces phénoménes s’accompagnent d’une diminution du nombre de
spermatozoides et d’anomalies au niveau de leurs flagelles (Selmanoglu, 2006). Il est
a noter que les expérimentations sur primates n’ont révélé aucun signe de toxicité
quand ceux-ci sont traités quotidiennement durant quatre semaines avec des doses
de 5 a 500 ug/kg p.c. de PAT (Puel et al., 2010).

Cancérogénicité

Quelques études de toxicité a long terme de la PAT ont été menées a la fin des
années 1970 (Osswald et al., 1978) et au début des années 1980 (Puel et al., 2010).
Celles-ci ont montré I'absence de tumeurs chez des rats exposés. Le manque de
preuves suffisantes de cancérogénicité a donc incité le Centre international de
recherche sur le cancer (CIRC, 2018) a classer la PAT dans le groupe 3 (données
insuffisantes pour conclure).

Génotoxicité

Lévaluation du caractere potentiellement génotoxique de la PAT a fait 'objet de
plusieurs études menant a des résultats contrastés. La PAT a été rapportée comme
mutagene chez S. cerevisiae et chez Bacillus subtilis, mais pas chez Salmonella
Typhimurium (test d’Ames). Chez les mammiferes, elle induit in vitro I'apparition
d’anomalies nucléaires comme des micronoyaux et des ponts nucléoplasmiques,
témoins d’une certaine instabilité chromosomique dans diverses lignées cellu-
laires de rongeurs telles que les lignées V79 (fibroblastes pulmonaires), FM3A
(carcinome mammaire) et L5178Y (lymphome) (Glaser et Stopper, 2012). Des
preuves de 1ésions oxydatives de TADN ont été obtenues dans des cellules rénales
embryonnaires humaines et des signes d’aberrations chromosomiques ont été mis
en évidence dans les cellules V79. Ces effets génotoxiques pourraient étre liés a sa
capacité a réagir avec les groupes sulfhydriles et a induire des dommages oxydatifs
(Ulger et al., 2020). En conclusion, bien que les résultats des études sur la génotoxi-
cité de la PAT soient variables, TOMS a conclu que celle-ci est génotoxique sur la
base des données disponibles.

Embryotoxicité et tératogénicité

Des études visant a évaluer les caracteres embryotoxique et tératogene de la PAT ont
été menées sur rongeurs et sur poulet. Chez ce dernier, injectée dans la chambre a
air de I'ceuf, la PAT est Iétale a des concentrations de 2,4-68,7 ug/ceuf en fonction de
I’age de ’embryon. Les embryons survivants montraient des malformations dés 1 a
2 pg/oeuf (Ciegler et al., 1976). Chez la souris, une dose de 2 mg/kg p.c./jour adminis-
trée par voie intrapéritonéale (J6 a J17 de la gestation) a provoqué I'avortement de
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tous les embryons. Toujours sur souris, une autre étude a montré qu’une dose iden-
tique orale administrée biquotidiennement (J14 a J19 de la gestation) a provoqué
la mort de 20 % de la progéniture, avec des hémorragies cérébrales, pulmonaires et
cutanées au bout de 6 jours. En revanche, I'injection intrapéritonéale a augmenté la
fréquence d’apparition de fentes labio-palatines ainsi que des malformations rénales
pour des doses supérieures a 3,75 mg/kg p.c. (J 12 et 13 de la gestation) (Puel et al.,
2010). Chez le rat, une étude sur deux générations montre que la PAT a induit un
nombre accru de résorption foetale pour la génération F,, effet qui ne s’observait pas
a la génération suivante (Dailey et al., 1977).

Immunotoxicité

La PAT peut altérer la réponse immunitaire de I’hote en inhibant activité des
macrophages. Ce dysfonctionnement se traduit, chez des macrophages de rongeurs
exposés a la PAT, par une diminution de la production d’anion superoxyde et de
la synthese protéique, mais également par une altération des fonctions membra-
naires entrainant une diminution de la phagocytose. Plus récemment, on a égale-
ment constaté que la PAT réduisait la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires des
macrophages, des cellules mononucléaires du sang périphérique et des cellules T
humaines. Lors d’expérimentations sur des macrophages de souris, la PAT a bloqué
la production de cytokines dépendant des récepteurs Toll et du RIGI/MAVS par
le biais d’'une déplétion en GSH, d’un dysfonctionnement mitochondrial et d’'une
activation de la mitophagie (Saleh et Goktepe, 2019). In vivo, I’exposition de souris
a la PAT a entrainé une augmentation du nombre de lymphocytes T spléniques
et du nombre de neutrophiles, mais une diminution des concentrations sériques
d’immunoglobulines (Ig). A des doses réalistes équivalentes aux niveaux d’exposi-
tion estimés chez I’humain, la fonction immunitaire des souris exposées demeurait
inchangée. Toutefois, il a été observé que le nombre de lymphocytes et de leucocytes
dans le sang périphérique a diminué lorsque ces souris ont été traitées avec des
doses de 1,28 et 2,56 mg/kg p.c. de PAT (Llewellyn et al., 1998).

Mécanismes de la toxicité

De nombreuses études se sont concentrées sur la voie des dommages oxydatifs en
tant que mécanisme principal de la toxicité de la PAT. Dans les cellules HepG2
exposées a la PAT, la vitamine E, un agent antioxydant, prévient la cytotoxicité et la
génotoxicité, montrant I'implication du stress oxydant comme le processus majeur
par lequel la PAT exerce ses effets toxiques (Wei et al., 2020). La PAT forme des
liaisons covalentes avec des composés comportant des groupements sulfhydriles,
tels que la cystéine, la lysine, 'histidine ou le GSH, ce qui entraine I'inhibition de
nombreuses enzymes (ATPase, enzymes lysosomales, ARN polymérase, aminoacyl-
ARNI synthétase). La diminution de la forme réduite du GSH intracellulaire est en
faveur d’'une augmentation de la concentration intracellulaire d’espéces réactives de
I'oxygene (ROS). De plus, I’exposition a la PAT (2 mg/kg p.c.) a conduit a une réduc-
tion des activités des enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase
(SOD), la catalase (CAT), la GSH peroxydase (GPx) et la GSH réductase (GR). En
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outre, le traitement par la PAT (3,75 mg/kg p.c., par voie intra-péritonéale [ip], 3 h)
a entrainé une augmentation des niveaux de ROS et une diminution significative des
activités des enzymes antioxydantes, telles que la CAT et la SOD, dans les reins de
souris (Wei et al., 2020). La génération de ROS induite par la PAT est médiée par la
protéine p53, protéine pivot qui régule de nombreuses fonctions cellulaires comme
le cycle cellulaire, 'autophagie et I'apoptose. La surexpression de marqueurs de
l'autophagie, tels que LC3-II et LC3-I apres exposition a la PAT, et I'inhibition de la
toxicité par un inhibiteur de la formation d’autophagosomes suggerent que la toxi-
cité de la PAT pourrait impliquer 'autophagie induite par le stress oxydant (Saleh
et Goktepe, 2019).

En outre, la PAT provoque 'apoptose des cellules rénales embryonnaires humaines
HEK?293 et des cellules humaines coliques HCT116, due a un stress du RE. En effet,
chez ces deux types cellulaires, des éléments tels qu'une accumulation de protéines
non ou mal repliées, une augmentation de l’expression de GADD34 (protéine
Growth Arrest and DNA Damage), mais également de celle de la protéine chaperon
GRP78, en plus de la surexpression du facteur pro-apoptotique CHOP vont dans
le sens d’un stress du RE. Ce processus s’accompagne également d’une augmen-
tation du niveau de la caspase-3 active et d’'une chute du potentiel membranaire
mitochondrial. Ces résultats suggerent que la PAT induit un stress du RE impor-
tant qui conduit a la mort des cellules par la voie mitochondriale de I’apoptose. De
surcroit, 'implication de cette voie a été confirmée par la démonstration du role des
facteurs pro-apoptotiques BAK et BAX dans le processus d’apoptose induit par la
PAT (Saleh et Goktepe, 2019).

» Conclusion

La patuline est une mycotoxine contaminant les productions de pommes, essentiel-
lement lors de leur stockage. Elle résulte d’'une cascade de réactions enzymatiques
grace au regroupement en cluster des genes correspondants au niveau d’une méme
région chromosomique et sous I'influence d’un facteur de régulation spécifique. Elle
est produite majoritairement par le genre Penicillium, en particulier P. expansum, et
strictement controlée dans 'industrie agroalimentaire. Méme si elle n’est pas consi-
dérée comme une toxine tres puissante, elle présente un spectre large de toxicité aigiie
et chronique. Cependant, des études manquent sur sa toxicité in vivo pour établir
clairement son potentiel carcinogene. Lélucidation de sa voie de biosynthese et de sa
régulation reste également 'objet de nombreuses études, afin de proposer des moyens
de prévention pour obtenir des productions de fruits et dérivés stires et durables.
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Chapitre 4
La zéaralénone

Laura Soler-Vasco et Florence Forget

» Introduction

La zéaralénone (ZEN) est une mycotoxine principalement produite par des especes
fongiques appartenant au genre Fusarium. Ce métabolite toxique a été découvert
et isolé dans les années 1960, dans un échantillon de mais inoculé par une souche
de Fusarium graminearum (Christensen et al., 1965). C’est en 1966 que sa structure
chimique a été caractérisée (Urry et al., 1966) et que le nom de zéaralénone a été
proposé. Le radical zea fait référence au mais (Zea mays), mais aussi a Gibberella
zeae, nom autrefois utilisé pour désigner la forme téléomorphe (sexuée) de F. grami-
nearum. Si cette mycotoxine se retrouve tres fréquemment dans les récoltes de mais,
de nombreuses productions végétales cultivées dans les régions tempérées peuvent
aussi étre contaminées. La toxicité de ZEN résulte principalement de son analogie
structurale avec 'cestrogéne endogene 17-B-estradiol. Du fait de son occurrence
et de sa toxicité, ZEN est une des mycotoxines reglementées par la Commission
européenne (CE) (reglement CE n° 2013/915). Elle est également toxique pour les
animaux qui, selon les especes, présentent des sensibilités différentes a cette myco-
toxine. En effet, certaines espéces comme ’humain et le porc sont tres sensibles a
la ZEN, car elles convertissent cette toxine en un métabolite plus actif sur le plan
aestrogénique, I'o-zéaralénol (a-ZEL), alors que d’autres especes comme le poulet
convertissent la ZEN en un métabolite moins actif (le B-zéaralénol ou B-ZEL). La
recommandation CE n° 2016/1319 détaille les concentrations maximales recomman-
dées dans les aliments pour animaux.
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» Structure chimique, especes productrices,
voies de biosynthese

Structure chimique de la zéaralénone et dérivés

La zéaralénone est une lactone macrocyclique dérivée de I'acide résorcyclique de for-
mule brute C;sH,,05. Dans la nomenclature UICPA (Union internationale de chimie
pure et appliquée), ZEN est le nom trivial du [S-(E)]-3,4,5,6,9,10-hexahydro-14,16-
dihydroxy-3-méthyl-1H-2-benzoxacyclotétradecine-1,7(8H)-dione. Sa formule déve-
loppée, celle de deux de ces métabolites principaux, ainsi que celle du 17-B-estradiol
pour comparaison sont présentées dans la figure 4.1.

OH o OH o OH o

o “/OH OH
ZEN a-ZEL B-ZEL

17-B-estradiol

Figure 4.1. Structure chimique de la zéaralénone (ZEN), de deux de ses principaux métabolites
o-zéaralénol et B-zéaralénol (o et B-ZEL), et de ’hormone stéroide 17-B-estradiol.

ZEN possede un poids moléculaire de 318 g/mol, un point de fusion proche de
165 °C (ce qui explique sa forte résistance aux traitements thermiques) et une tres
faible solubilité dans 'eau. Comme toute mycotoxine, la forme native de ZEN peut
subir différentes modifications biologiques (dans les tissus végétaux, apres ingestion
par les animaux, sous l’action du métabolisme de différents micro-organismes) ou
chimiques (au cours des procédés de transformation). Des réactions d’oxydation,
réduction, hydrolyse ou conjugaison conduisent a différentes formes modifiées, dont
les o et B-ZEL dans les cellules intestinales (figure 4.1) ou les formes glycosylées et
sulfatées fréquemment retrouvées dans les tissus végétaux.

Espéces productrices

Plusieurs espéces appartenant au genre Fusarium sont capables de produire la
zéaralénone. Les deux espcces majoritairement responsables de la contamination
des productions végétales par cette mycotoxine sont F. graminearum et F. culmorum.
D’autres especes telles F. sambucinum, F. equiseti, F. crookwellense, F. heterosporum,
F. solani ainsi que F. oxysporum ont aussi été décrites comme productrices de ZEN.
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Voie de biosynthése et régulation

ZEN appartient a la catégorie des mycotoxines polycétides dont font aussi partie
les aflatoxines, les fumonisines et la patuline. Sa biosynthese (figure 4.2) débute
par la condensation d’'une molécule d’acétyl-CoA et de 5 molécules de malony-
CoA conduisant a la formation d’'un hexacétide ; cette réaction est catalysée par
une polycétide synthase dénommée PKS4. Létape suivante fait intervenir 3 molé-
cules supplémentaires de malonyl-CoA et une autre polycétide synthase, PKS13. Le
nonacétide ainsi formé va subir plusieurs réactions de cyclisation (cycle aromatique
et cycle macrolide) et conduire au zéaralénol qui, apres oxydation (catalysée par
ZEBI, une alcool isoamyle oxydase), génére la molécule de ZEN.

A ce jour, quatre génes ont été caractérisés dans le cluster de biosynthése de ZEN :
les trois genes PKS4, PKSI3 et ZEBI, ainsi que ZEB2 qui code pour un facteur de
transcription. Un mécanisme original d’autorégulation de la biosynthese de ZEN
médiée par ZEB2 a été mis en évidence (Kim et al., 2018 ; Nahle et al., 2021). Deux
transcrits sont associés au gene ZEB2 : ZEB2L qui contient un domaine bZIP de
fixation a TADN et ZEB2S qui est une forme tronquée de ZEB2L ne contenant
pas le domaine bZIP. Lactivation de la production de ZEN est liée a ZEB2L qui
régule positivement I'expression des genes PKS4, PKS13, ZEBI et ZEB2. Quand
le niveau intracellulaire de ZEN augmente, 'expression de ZEB2S est stimulée.
La protéine ZEB2S forme alors un hétérodimere avec la protéine ZEB2L, ce qui
inhibe la fonction activatrice de ZEB2L et conduit a une diminution progressive de
la synthese de ZEN. S’il est admis que, comme pour la majorité des mycotoxines, la
production de ZEN est sous la dépendance de facteurs environnementaux tels que
lumiere, sources de nutriments, pH, potentiel redox, I’étude de sa régulation reste
peu détaillée. Une des études les plus approfondies concerne le complexe Velvet,
qui est sous la dépendance de la lumiere et implique trois facteurs de transcription
globaux, VelB, LaeA et VeA. Les facteurs VelB et laeA contrdleraient positivement
I'expression des genes du cluster de la ZEN (Nahle et al., 2021).

» Types d’aliments contaminés et occurrence

Létude publiée par Gruber-Dorninger et al. (2019), portant sur une analyse sur
10 ans des taux de contamination de différentes productions végétales, illustre la
présence de ZEN dans la majeure partie des régions du monde. Les pourcentages
d’échantillons positifs 2 ZEN les plus élevés se situent dans les régions tempérées
et/ou les régions ou des épisodes pluvieux se produisent au moment de la floraison
des cultures. Cette période est en effet celle ou les cultures sont les plus sensibles
a l'infection par les especes de Fusarium productrices de ZEN. Cette méme étude
indique que les productions végétales les plus fréquemment contaminées sont le
mais, le soja, le blé et le riz. Plus récemment, la revue de Ropejko et Twaruzek
(2021) confirme la fréquente présence de ZEN dans différentes matrices, essentiel-
lement des productions céréalieres et de soja, mais aussi dans les feves et graines de
sésame. ZEN, qui résiste aux procédés de transformation de maticres premieres, est
aussi susceptible de se retrouver dans différents produits destinés a I’alimentation
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humaine tels les pates, pains, céréales de petit-déjeuner, gateaux et la biere. Enfin,
dans différentes régions du monde, ZEN a aussi été quantifiée dans des produits
d’origine animale issus d’élevages nourris avec des aliments contaminés. Elle a
été retrouvée dans le lait de vache, les ceufs, la viande de poulet. La méme revue
rapporte également la présence de faibles concentrations des métabolites de ZEN
(oo et B-ZEL) dans du lait de vache, des coeurs et gésiers de poulet.

En ce qui concerne les aliments destinés aux animaux, ’opinion scientifique de I’Efsa
publiée en 2017 décrit les données d’occurrence de ZEN et ses métabolites dans
plus de 17 000 échantillons collectés entre 2011 et 2015 dans différents pays euro-
péens. Pour 56 % d’échantillons, les concentrations en ZEN étaient inférieures aux
limites de détection ou de quantification et aucun échantillon ne contenait les méta-
bolites o et B-ZEL en concentrations quantifiables. ZEN a été quantifiée essentiel-
lement dans du blé (entre 21 et 24 ug/kg en moyenne), du mais grain (entre 102 et
105 ng/kg en moyenne), de I'orge (entre 11 et 15 ug/kg en moyenne) et de ’avoine
(entre 10 et 14 ug/kg en moyenne).

» Toxicocinétique de la zéaralénone :
absorption, métabolisme, excrétion

La toxicocinétique de la z€aralénone a été rapportée chez plusieurs especes suivant
différentes voies d’administration. Apres ingestion, ZEN est rapidement absorbée
dans le tractus gastro-intestinal chez ’humain et autres mammiferes (rat, lapin,
cochon), puis largement distribuée dans divers tissus, principalement le foie, I'in-
testin et les reins (Kuiper-Goodman et al., 1987). Elle est également présente dans
d’autres organes dotés de récepteurs d’cestrogenes, tels que I'utérus, les follicules
ovariens, le tissu adipeux et les testicules. La distribution dans les tissus est trés
rapide, avec une demi-vie de 16,8 h aprés administration orale chez le rat (Shin et al.,
2009). Le foie et I'intestin sont les principaux organes de métabolisation de ZEN
(Kuiper-Goodman et al., 1987). La phase I du métabolisme concerne la réduction du
composé parent. ZEN est absorbée dans l'intestin gréle, mais sa biotransformation
en différents métabolites se produit dans la lumiére intestinale (stade préabsorptif,
microbien) et la muqueuse, ainsi que dans le foie. La biotransformation de ZEN
est principalement réalisée par la 3o- et la 3B-hydroxystéroide déshydrogénase
(3a-HSD et 38-HSD), qui produit 'a- et le B-zéaralénol (o~ et B-ZEL, figure 4.1).
Cette étape de métabolisation dépend de I’espece et pourrait étre liée a la biotrans-
formation hépatique (Efsa, 2011 et 2017). Les rats et les poulets transforment ZEN
principalement en B-ZEL, dont l'activité oestrogénique est réduite, tandis que les
porcs et les humains produisent davantage de métabolite a-ZEL. Il a été démontré
que ce dernier a une affinité plus élevée pour les récepteurs des oestrogenes, ce
qui explique en partie la sensibilité des porcs a cette mycotoxine. En outre, le cyto-
chrome P450 peut également étre impliqué dans le métabolisme de ZEN, condui-
sant aux stéréo-isomeres z€aralanone (ZAN), o- et B-zéaralanol (o- et B-ZAL). Sur
la base de leur activité utérotrophique évaluée chez les rongeurs, ZEN et ses formes
modifiées sont classées comme suit : a-ZEL > a-ZAL > ZEN « ZAN o« -ZAL >
B-ZEL. Les métabolites issus de la phase I sont ensuite sulfatés (ZEL ou ZALSufs)
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et glucuronidés (ZEL Ou ZALGlIcs). Plusieurs études ont démontré que la conju-
gaison de ZEN et de ses métabolites réducteurs a- et B-ZEL avec 'acide glucuro-
nique représente une voie métabolique majeure chez les animaux de laboratoire et
domestiques, ainsi que chez 'humain. Ces formes modifiées peuvent étre enticre-
ment converties en ZEN par le microbiote intestinal animal ou humain, constituant
ainsi une source de recirculation des toxines. ZEN et ses métabolites sont éliminés
dans I'urine et la bile principalement sous forme de composés glucurono-conju-
gués, bien que le mode d’excrétion de ces toxines soit également tres variable d’une
espece a lautre.

» Toxicité de la zearalénone
Mode d’action de la zéaralénone

Le mode d’action de ZEN a fait I'objet de nombreuses revues dont celles de
Kowalska et al. (2016) et Ball6 et al. (2023) ; les résultats les plus pertinents sont
décrits ci-dessous. ZEN et ses métabolites présentent une forte analogie structurale
avec le 17 B-estradiol (figure 4.1), leur conférant une activité cestrogénique. De ce
fait, ces composés peuvent agir comme des perturbateurs endocriniens potentiels
au niveau de la signalisation des récepteurs nucléaires et provoquer un changement
dans la production d’hormones.

Les métabolites de ZEN sont généralement issus de transformations biologiques de
ZEN (oxydation, réduction, hydrolyse ou conjugaison) qui se font au sein du champi-
gnon, de la plante ou de 'animal/Homme. Lactivité oestrogénique de certaines formes
modifiées peut étre plus ou moins supérieure a celle de la forme native (tableau 4.1).

Tableau 4.1. Estimation du potentiel oestrogénique de la zéréalénone et de ses composés
apparentés. D’apres Payros et al., 2021.

Potentiel cestrogénique

0,2 1 1,5 2 4 8 60
B-ZEL Cis-ZENGlcs ZAN B-ZAL o-ZAL Cis-a-ZEL o-ZEL
B-ZELGlcs CisZENSulfs  ZANGlcs B-ZALGlcs Cis-o- o-ZELGlcs
ZELGlcs
B-ZELSulfs Cis-B-ZEL ZANSulfs B-ZALSulfs Cis-o- o-ZELSulfs
ZELSulfs
Cis-B-ZELGlcs
Cis-p-
ZELSulfs
ZEN

ZEN traverse passivement la membrane cellulaire et se lie aux récepteurs cestrogé-
niques (RE). Le complexe RE-ZEN est rapidement transféré dans le noyau ou il se
lie aux éléments sensibles aux cestrogenes (ERE), ce qui déclenche I’expressions de
genes cibles. ZEN se lie aux RE dans les tissus et cellules cibles, avec une affinité
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de 1 a 10 fois plus faible par rapport au 17 B-estradiol. Bien qu’elle soit capable
d’activer les deux RE, ZEN est un agoniste partiel du ERP et un agoniste complet
du ERo. Par conséquent, la réponse biologique dérivée d’une exposition a ZEN
varie en fonction du ratio des récepteurs d’oestrogenes ERo par rapport a Er, qui
est spécifique de chaque tissu, ainsi que de la densité de ces récepteurs.

Outre sa liaison aux RE, les effets endocriniens de ZEN impliquent d’autres méca-
nismes. En effet, ZEN et ses métabolites réduits sont des substrats compétitifs pour
les 30~ et 3B-hydroxystéroides déshydrogénases (HSD), deux enzymes impliquées
dans la synthése des hormones stéroidiennes. Dans les tissus stéroidogénes, les HSD
catalysent les étapes finales de la biosynthese des androgenes, des cestrogenes et de
la progestérone. ZEN peut également agir sur I’axe hypothalamo-hypophysique, ce
qui peut affecter la production de 'hormone folliculo-stimulante (FSH) et de I’hor-
mone lutéinisante (LH), qui sont des hormones vitales pour activer et controler la
synthese et le transport des hormones sexuelles des gonades vers le sang. En outre,
ZEN peut activer le récepteur pregnane X (PXR), un récepteur humain de xéno-
biotiques qui fait partie des facteurs de transcription nucléaire activés par ligand.

Principaux effets toxiques

La toxicité de ZEN a fait ’objet d’un examen approfondi par le Jecfa (OMS, 2000)
et PEfsa (2011 et 2017) ; les résultats les plus pertinents sont décrits ci-dessous.
ZEN et ses métabolites peuvent se lier de maniere compétitive au récepteur des
cestrogeénes en raison de ’analogie structurale avec le 17B-estradiol (E2), et activer
la transcription des genes sensibles aux cestrogenes dans de nombreux organes, en
particulier dans les gonades. Par conséquent, elle induit des effets cestrogéniques
et des troubles de la reproduction, souvent signalés comme une hypercestrogénie.
Son activité cestrogénique se traduit principalement par des altérations de la ferti-
lité et de la reproduction. Les effets hypercestrogéniques de ZEN ont été signalés
chez des especes domestiques, des animaux de laboratoire (rats, souris, lapins et
cochons d’Inde) et des porcs prépuberes. En raison de la prédominance de 'ERa,
les ovaires, la vulve et I'utérus ont été considérés comme les tissus les plus sensibles.
Des études ont montré que les femmes sont plus sensibles a ZEN que les hommes.

En raison de la forte sensibilité des porcs, la plupart des effets toxiques connus
de ZEN dérivent d’études de toxicologie de cette mycotoxine chez cette espece.
Chez les cochettes et les truies, la mycotoxicose a ZEN est associée a des altéra-
tions morphologiques de I'appareil reproducteur (hyperplasie, cedéme, hyperémie,
prolapsus, atrophie ovarienne), une puberté précoce, des altérations du cycle cestral,
une diminution de la fertilité et une réduction de la taille de la portée. Chez les
males, elle s’accompagne d’une atrophie testiculaire, une diminution de la qualité
du sperme et une baisse de la libido. ZEN est également tératogene, induisant une
hyperplasie utéro-vulvaire et un syndrome de I’abduction des membres chez le
porcelet nouveau-né.

La toxicité de ZEN pour la reproduction humaine est beaucoup moins connue. ZEN
peut étre considérée comme un perturbateur endocrinien pour les humains. Des
études ont suggéré que I’exposition a ZEN peut altérer la capacité de reproduction
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et perturber la production et le développement des spermatozoides et des ovocytes
chez les humains et les animaux. ZEN a été trouvée dans 'endometre de femmes
atteintes d’adénocarcinome endométrial, d’hyperplasie et d’endometre prolifératif
normal. En outre, il a également été indiqué que I’exposition a ZEN et ses métabo-
lites pouvait induire une puberté précoce chez I’humain. Ainsi, ZEN est suspectée
d’avoir été responsable d’'une épidémie de modifications précoces de la puberté
chez de jeunes enfants a Porto Rico, entre les années 1978 et 1981 (Afssa, 2009).
Toutefois, en raison du nombre limité de données sur la toxicité humaine, d’autres
recherches sont nécessaires pour examiner les effets réels sur la santé.

En plus d’étre reprotoxique, ZEN est connue aussi pour d’autres effets sur d’autres
systémes, pour lesquels la signalisation aux oestrogenes joue un rdle important et
peut affecter la fonction du systeme immunitaire, le foie ou 'intestin. En outre, 'ex-
position a ZEN a un impact sur différents processus métaboliques systémiques ; ses
propriétés anabolisantes ont été mises en évidence chez certains animaux d’élevage.
Ainsi, des dérivés de ZEN sont utilisés comme stimulateur de croissance anabolique
dans certains pays, par exemple pour les bovins aux Etats-Unis. Ces mémes dérivés
font partie de la liste des substances interdites dans le sport.

» Conclusion

La ZEN est produite par des especes du genre Fusarium. Elle contamine fréquem-
ment les céréales, principalement dans les régions tempérées du monde. Elle fait
l'objet d’'une métabolisation en de nombreux métabolites dérivés pouvant étre
biologiquement plus actifs que le composé parental. Cette transformation dépend
de I'espece, les humains et les porcs étant les plus sensibles. La toxicité de la ZEN
repose sur la tres forte affinité de ses métabolites avec les récepteurs d’oestrogenes,
due a leur similarité moléculaire avec I’hormone féminine cestradiol. Cela explique
sareprotoxicité et 'induction de perturbations endocriniennes. Les données récentes
justifient des recherches plus approfondies sur 'empreinte de I’exposition périnatale
a ce contaminant alimentaire combiné ou non a d’autres xénoestrogenes sur la ferti-
lité a ’age adulte. La toxicité insidieuse, mais importante de la ZEN pour la santé
humaine, a conduit 'UE a réglementer sa présence dans les aliments destinés aux
enfants en bas age. En outre, son impact sur la santé et ses conséquences sur la
production animale ont aussi conduit a ’élaboration de recommandations dans les
aliments pour animaux.
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Chapitre 5
Les trichothéceénes A et B

Philippe Pinton, Florence Forget et Isabelle Oswald

» Introduction

La famille des trichothécenes (TCT) rassemble une trés grande diversité de myco-
toxines. Les TCT de type A et B (TCT A, TCT B), produits par des especes fongiques
du genre Fusarium, appartenant au complexe d’especes sambucinum, sont les plus
fréquemment retrouvés et les plus préoccupants pour les filicres céréales. Ils seront
au cceur de ce chapitre. Un des représentants majeurs des TCT de type C, la croto-
cine, est produite majoritairement par I'espece Trichothecium roseum qui contamine
certains fruits. Pour les TCT de type D, les satratoxines, qui sont produites par les
especes du genre Stachybotrys dans les fourrages et certains matériaux des habita-
tions, font 'objet d’un chapitre spécifique de cet ouvrage (chapitre 12).

» Structure chimique, espéces productrices,
voies de biosynthese

Structure chimique des trichothécénes de type A et B

Les TCT sont des sesquiterpeénes caractérisés par un squelette tricyclique (figure 5.1)
qui comporte un cycle A cyclohexene avec une double liaison entre les carbones C9
et C10, un cycle B tétrahydropyranyle, un cycle C cyclopentyle et un groupe époxyde
entre les carbones C12 et C13. La différence structurale entre les TCT A et B vient
de la fonction cétone présente au niveau du carbone C8 uniquement chez les TCT B.
Selon la nature des radicaux R;-R,, différentes mycotoxines ont été décrites ; les
plus fréquemment retrouvées sont regroupées dans la figure 5.1. Récemment, les
toxines NX (famille des TCT A) ont été identifiées. Dans leur structure trés proche
de celle du déoxynivalénol (DON) et de ses dérivés acétylés (3 et ISADON), une
fonction hydroxyle remplace la fonction cétone en C8 (Varga et al., 2015).
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TCTA
ol R
47 T 2
o\ R
R
Mycotoxine / nom abrégé R, R, R; R,
TCTA
Toxine HT2 / HT2 OH OH OAc  OCOCH,CH(CHy),
Toxine T2 / T2 OH OAc  OAc OCOCH,CH(CHjy),
Monoacétoxyscirpénol / MAS OH OH OAc H
Diacétoxyscirpénol / DAS OH OAc  OAc H
NX3 OH H OH H
3 acétyl NX / 3ANX (ou NX2) OAc H OH H
TCTB
Déoxynivalénol / DON OH H OH
3 acétyl-déoxynivalénol / BADON OAc H OH
15 acétyl-déoxynivalénol / 15ADON OH H OAc
Nivalénol / NIV OH OH OH
Fusarénone X (ou 4 acétyl-nivalénol) / FX OH OAc OH

Figure 5.1. Structure chimique des principaux trichothécenes de types A et B.

Les formes « natives » des TCT peuvent subir différentes modifications, notamment
biologiques, qui se font au sein de la plante, du champignon ou de I’animal/Homme.
Des réactions d’oxydation, de réduction, d’hydrolyse ou de conjugaison conduisent
a une grande diversité de formes modifiées. Ainsi, le DON-3-3-d-glucoside (D3G)
résulte de la glycosylation du DON dans les tissus végétaux. A noter qu’il existe égale-
ment des métabolites du DON produits par des bactéries isolées du sol, capables de
I’épimériser en 3-€pi-DON ou de le métaboliser en 3-keto-DON (Efsa et al., 2017b).

Espeéces productrices

Le type de TCT produit dépend des especes et des souches, qui appartiennent
a différents chémotypes selon le profil de mycotoxines qu’elles produisent
(tableau 5.1). La répartition de ces chémotypes varie selon le climat, les végétaux
et les caractéristiques écophysiologiques des souches (Del Ponte et al., 2022). Les
souches de I'espece Fusarium graminearum (principale espece productrice de TCT)
se répartissent entre quatre chémotypes : le chémotype DON+15ADON, majori-
taire au niveau mondial ; le chémotype DON+3ADON ; le chémotype NIV+FX ;
et le chémotype NX, surtout décrit en Amérique du Nord. En Europe, les isolats
de F. graminearum produisent majoritairement du DON+15ADON, sauf dans les
pays nordiques ou le chémotype DON+3ADON prédomine (Pasquali ez al., 2016).
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Tableau 5.1. Principales especes de Fusarium productrices de TCT A et B. En gras, les
especes majeures.

Mycotoxines Principales espéces productrices

Fusarium sporotrichioides, F. langsethiae, F. poae, F. sambucinum,
Tera F. equiseti, F. acuminatum, F. graminearum (toxines NX seulement)
TCTB Fusarium graminearum, F. culmorum, F. sambucinum, F. equiseti,

F. crookwellense (ou F. cerealis), F. heterosporum

Voies de biosynthése

Le précurseur des TCT est le farnésyl-pyrophosphate, qui est aussi un précurseur
de la voie de synthese des stérols jouant un role de structure chez les champignons.
On comprend ainsi pourquoi la synthese de TCT intervient quand la croissance
fongique ralentit et pourquoi elle peut étre stimulée quand un stress est appliqué
au champignon. Seize genes (nommés 7ri) de la voie de biosynthese des TCT A et B
sont identifiés et la fonction de la plupart d’entre eux caractérisée (tableau 5.2). Ils
sont répartis dans 3 loci chez F. graminearum et 12 d’entre eux sont rassemblés au
sein du cluster Tri (McCormick et al., 2011 ; Foroud et al., 2019).

Tableau 5.2. Geénes impliqués dans la biosynthése des trichothécenes. Les genes appar-
tenant au cluster Tri sont en gras.

Géne Fonction Gene Fonction

Tril Cytochrome-P-450 Tri9 Role encore a définir
monooxygénase

Tri3 Acétyltransférase Tril0 Facteur de transcription

Tri4 Cytochrome-P-450 Trill et Tril3  Cytochrome-P-450 monooxygénase
monooxygénase

Tri5 Sesquiterpéne Tril2 Transporteur membranaire de type
synthétase MSF (Major Facilitator Superfamily)

Trié Protéine de liaison a Tril4 Role dans la pathogénicité (?)
I’ADN a doigts de zinc

Tri7 Acétyltransférase Tril5 Protéine de liaison a ’ADN a doigts

de zinc
Tri8 Estérase Tril6 et Tril01  Acétyltransférase

Apres la cyclisation du farnésyl pyrophosphate en trichodiene catalysée par I’enzyme
trichodiene synthase (protéine TRIS encodée par le gene #i5), neuf étapes successives
conduisent a la calonectrine, le métabolite carrefour qui, selon les différences géné-
tiques entre espece et/ou souche, est engagé dans les différentes voies menant aux
TCT A ou B (figure 5.2). Ainsi, chez les souches de chémotype NIV+FX, les enzymes
encodées par les génes Tii7 et Tril3 catalysent 'oxygénation de la calonectrine, puis
son acétylation en C4. Les protéines encodées par les génes 7ii8 puis Tril prennent
ensuite le relai pour générer la FX puis le NIV. Chez les souches productrices de DON
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et ADON, les genes Tri7 et Tril3 ne sont pas fonctionnels. Les produits des genes
Tril et Tri8 catalysent directement la formation du 15SADON ou du 3ADON a partir
de la calonectrine, puis celle du DON. Des variations dans la séquence du gene 778
orientent vers le 3ADON ou le 1ISADON. Le geéne 7716, requis pour la production
des toxines T2 et HT2, n’est pas fonctionnel chez les producteurs de TCT B. Enfin, ce
sont des différences de séquence nucléotidique au sein du gene 77/ qui conduisent a
la production de toxines NX ou de TCT B chez F. graminearum (Foroud et al., 2019).

» Régulation de la biosynthese des TCT

La production de TCT est limitée et orchestrée dans le temps en fonction des
stades de développement du champignon et/ou des conditions environnementales.
Lexistence de cette régulation fine appuie I'idée que les TCT conférent un avan-
tage aux champignons producteurs. Cimportance du DON dans la progression de
F. graminearum dans les végétaux apres infection a été démontrée. Cependant, les
hypothéses sur le role exact des TCT dans I'adaptation aux contraintes abiotiques ou
dans les interactions entre micro-organismes doivent étre validées.

La régulation de la production de TCT dépend de signaux environnementaux percus
par les souches, délivrés sous forme de signaux intracellulaires conduisant a I’acti-
vation/inactivation de facteurs de transcription qui modulent I’expression des genes
de biosynthese. Certains facteurs sont spécifiques de la voie de biosynthése (Chen
etal., 2019 ; Foroud et al., 2019). C’est le cas en particulier de la protéine associée au
gene Tri6, qui régule négativement I’expression de 7710 et positivement les autres
genes Tri. Tril5 est un régulateur négatif chez F. sporotrichioides, mais sa disruption
n’affecte pas la production de toxines chez F. graminearum.

Outre ces facteurs spécifiques, des facteurs de transcription globaux intervenant dans
la réponse a des stimuli extracellulaires controlent la voie de biosynthése (Chen et al.,
2019). Le facteur FgPacl intervient a pH neutre ou basique en réprimant I’expression
des geénes Tii. De méme, le facteur FgAP1 augmenterait la production de DON en
réponse a un stress oxydant. La lumicre influence la production de métabolites secon-
daires chez les champignons en agissant sur le complexe velvet. Chez F. graminearum,
sa disruption affecte la croissance et bloque totalement la production de DON. Les
sources de carbone ou d’azote, par le biais des facteurs de transcription FgCreA et
FgAreA, modulent les niveaux de TCT produits par F. graminearum. Le saccharose
stimule la production de toxines par rapport au glucose. De méme, les polyamines telles
que 'agmatine ou la putrescine augmentent la production de toxines. Au cours des dix
dernieres années, plusieurs éveénements de modifications épigénétiques liés a la confor-
mation de la chromatine (méthylation d’ADN, modifications post-transcriptionnelles
des histones et variants d’histones) ont été identifiés comme éléments clés conduisant
a I'inhibition ou a I’activation de la production des TCT (Foroud et al., 2019).

La section suivante va principalement présenter les TCT pour lesquels les données
de prévalence et de toxicité sont les plus abondantes. Pour les TCT A, il s’agit des
toxines T2 et HT2, du diacétoxyscirpénol (DAS) et des toxines NX, et pour les
TCT B, du DON et certains de ses dérivés, du NIV et de la FX.
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» Types d’aliments contaminés et occurrence

Les toxines T2 et HT2 contaminent principalement les céréales et certains fruits
et 1égumes (pommes, melons, pommes de terre...), généralement sous les climats
tempérés. Comme le montre le tableau 5.3, I'occurrence et les concentrations des
toxines T2 et HT2 restent relativement faibles. Loccurrence du DAS varie selon les
régions du monde et des concentrations assez élevées sont ponctuellement mesu-
rées. Lidentification des toxines NX est récente et il existe peu de données sur leur
occurrence (tableau 5.3).

Tableau 5.3. Données de contamination de denrées alimentaires par les TCT A
(LD : limite de détection ; LQ : limite de quantification).

TCT A Type d’aliment contaminé / Concentration Référence
pays ou région
T2-HT2 Echantillons destinés a 35% > LD ou LQ Efsa, 2017a

I’alimentation humaine
ou animale / Europe

Avoine et orge non Concentration moyenne :
transformées / Europe 236 ug/kg
Avoine, blé, orge, seigle 128,15, 13 et 9,5 ug/kg
destinés a 'alimentation respectivement
humaine / Europe
Haricots azuki / Japon 48 ug/kg Yoshinari et al.,
BI¢ / Japon 85 ug/kg 2014
DAS 2,3 % des 17 000 échantillons  Concentration > LD Jecfa, 2017
de céréales et produits dérivés
/ Monde
Sorgho / Afrique Concentration maximale :
109 ug/kg
Mais / Pakistan Concentration moyenne :
516 pg/kg
BI¢, orge / Japon Concentration maximale :
Mais / Nouvelle-Zélande 1000 ug/kg
1 781 échantillons de produits 6,9 % > LD Efsa, 2018
alimentaires / Europe 62 ug/kg en moyenne
Pates / Europe
Café / Espagne 402 ug/kg

Toxines NX Mais, blé / Ontario (Canada) 80 % des souches présentes  Chen et al., 2022
capables de produire
du 15ADON et NX-2

Les données de contamination en DON illustrent sa prévalence, avec cependant une
grande variabilité des niveaux de contamination selon les régions du monde. Le NIV
peut contaminer les céréales et les produits dérivés en méme temps que le DON.
Les données sur la contamination des céréales par la FX sont rares (tableau 5.4).
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Tableau 5.4. Données de contamination de denrées alimentaires par les TCT B
(LD : limite de détection).

TCT B Type d’aliment contaminé / Concentration Référence
pays ou région
DON Denrées pour alimentation 43,5 % > LD Efsa,
humaine / Europe 752 % > LD 2017b
Denrées pour I'alimentation
animale / Europe
Produits de boulangerie et Concentrations moyennes :
minoterie pour I’alimentation 155 pg/kg
humaine / Europe
o ol 200 pg/kg
rge et seigle pour
I’alimentation humaine / 480 uglke
Europe
Céréales et sous-produits et
aliments pour animaux / Europe
77 % des 1 141 échantillons Concentration maximale : Novak
d’aliments pour porc / 75 pays 34 862 ug/kg etal., 2019
européens
BI€ pour alimentation humaine 100 % > LD (concentration Sunetal.,
/ Uruguay maximale : 8 800 ug/kg) 2022
BI¢ / Brésil 86 % > LD (concentration
maximale : 8 500 ug/kg)
BIl¢ / Argentine Concentration maximale : 9 480 ug/kg
BIé / Chine (région Shangai) 88 % > LD (concentration
BIé / Chine (autres régions) maximale : 604 ug/kg)
100 % > LD (concentration
moyenne : 17,7 mg/kg)
3ADON  Céréales et produits dérivés / Concentration moyenne : 40,9 ug’kg  Efsa,
Europe 2017b
15ADON Fourrages et produits dérivés Concentration maximale : 1 116 ug/kg
pour animaux / Europe
D3G Céréales pour la consommation Concentration moyenne : 170 ug/kg
humaine / Europe
NIV Avoine / Finlande 4 940 ug/kg Efsa,
Orge / Angleterre 1088 ug/kg 20176
Farine de blé dur / Danemark 440 ng/kg
Mais / France 340 ug/kg
BI¢ / Italie 106 ug/kg
Arachide, mais / Nigeria Concentration < 5 ug/kg Kumar
BIl¢ / Argentine Concentration < 5 ug/kg etal, 2022
FX Céréales / Italie 45 9% > LD (concentration Gab-Allah
maximale : 75 ug/kg) etal., 2023

Céréales / Corée du Sud

60 % > LD, jusqu’a 29 ug/kg
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» Métabolisation des TCT
Métabolisation des TCT A

La toxine T2 lipophile est rapidement absorbée par le tube digestif. Elle est prin-
cipalement métabolisée dans le foie, excrétée dans la bile, les feces et I'urine, et
ne s’accumule pas dans les tissus. Sa demi-vie plasmatique est courte (Janik et al.,
2021). Elle traverse le placenta chez le rat et se retrouve dans le foetus, en particu-
lier dans le thymus et la rate (Efsa et al., 2017a). Elle est métabolisée apres hydro-
lyse, hydroxylation, conjugaison ou dé-époxydation. Son principal métabolite chez
I’humain est la toxine HT2. La glucuronidation des toxines T2 et HT2 est une voie
prépondérante de métabolisation commune au poulet, porc, cheévre, vache, rat, porc
et Homme. On retrouve également d’autres métabolites chez les animaux tels que
le T2-triol, le T-2-tétraol, considéré comme une voie d’activation, le néosolaniol,
le 3’-hydroxy-HT-2 et le 3’-hydroxy-I-2. Dix-huit métabolites sulfonés, hydroxylés
et carboxylés de la toxine T2 ont été récemment identifiés dans la bile et les feces
du poulet et/ou rat (Yang et al., 2017). A noter que, chez le rat, des métabolites
hydroxylés en C-7 ont été détectés uniquement chez les males (Efsa et al., 2017a).
La toxine T2 et des métabolites hydroxylés ont été retrouvés dans le lait de vaches
qui avaient été exposées par voie orale (Efsa, 2011). Des essais avec de la salive
artificielle humaine ont montré que des formes glycosylées de la toxine T2 restaient
inchangées apres digestion. Aprés fermentation colique avec des échantillons de
selles humaines, la toxine T2 et les formes glycosylées restaient stables durant les
30 premieres minutes, alors que la transformation en toxine HT2 devenait significa-
tive apres 24 heures (Efsa et al., 2017a).

Le DAS est métabolisé chez les animaux en 15-monoacétoxyscirpénol (15SMAS) par
désacétylation en C4, puis transformé en scirpentriol (SCP) par désacétylation en
C15. Enfin, I’époxyde est perdu donnant le dé-époxy-SCP. Le 15SMAS peut égale-
ment étre dé-époxydé. Le DAS est métabolisé dans le rumen chez les ruminants et
dans le tractus digestif chez le porc. Chez 'humain, le principal métabolite identifié
est le 15MAS, lors d’une exposition cutanée (Efsa, 2018).

Le métabolisme des toxines NX a été peu étudié. Le 3ANX, qui possede une struc-
ture similaire au 3ADON, ne présente pas le groupe céto en C8, ce qui lui permet-
trait d’échapper a la détoxification par la glutathion-S-transférase (Soler et al., 2022).

Métabolisation des TCT B

Le DON et ses dérivés sont rapidement absorbés et leur concentration plasmatique
est maximale entre dix minutes et quatre heures apres ingestion selon les especes.
La biodisponibilité du DON est comprise entre 45 et 100 % chez le porc et 'hu-
main contre 15 a 20 % chez le poulet. Le DON et ses métabolites sont capables de
traverser la barricre hématoencéphalique. La biodisponibilité du D3G, du 3ADON
et du 1ISADON est faible, car ils sont principalement hydrolysés en DON.

Chez le porc, les rongeurs, les poissons et I’humain, la majorité du DON est conju-
guée a I’acide glucuronique. Chez le poulet, la détoxification repose notamment sur
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la sulfatation en DON-3S, mais des différences existent dans les capacités de sulfa-
tation entre les poulets de chair, les dindes et les pigeons (Efsa, 2017b).

Le DON et ses métabolites sont presque uniquement excrétés dans l'urine chez
I’humain, la souris et le porc, alors que chez le poulet et le rat, ils sont principale-
ment éliminés dans les feces. Le DON n’est pas hydrolysé en DON chez le poulet
contrairement au porc, ce qui peut expliquer la différence de sensibilité entre ces
especes (Sun et al., 2022).

La transformation du DON en DOM-1 par le microbiote intestinal est une voie
importante de détoxification dont I'efficacité dépend des especes. Le DOM-1 est
détecté chez le rat, pas chez la souris et rarement chez ’humain. Chez le porc, cette
voie de biotransformation est controversée. Chez les poissons, le DON est trans-
formé en DOM-1 et DON-3S (Efsa et al., 2017b). Le poulet métabolise le DON
en DON-3S dans l'intestin, ce qui pourrait expliquer sa moindre sensibilité. Par
ailleurs, il hydrolyse le 3ADON en DON, qu’il transforme en DOM-1, alors qu’il
métabolise le ISADON en DOM-1, DON libre et dé-époxy-15SADON (Sun et al.,
2022). Chez le porc, le DON est rapidement absorbé et pas uniformément distribué
dans les organes. Les concentrations les plus élevées sont retrouvées dans le plasma,
les reins, la rate et le foie. La sensibilité des différentes especes au DON peut étre
due a des mécanismes de toxicocinétique et de métabolisation spécifique.

Chez la souris, le NIV est rapidement absorbé (concentration plasmatique maxi-
male en une heure) et principalement excrété dans les feces, sans accumulation
apparente dans les tissus. Il traverse le placenta et contamine le lait des souris
allaitantes. Chez le porc, on le retrouve dans le plasma 20 minutes apres ingestion.
Puis il est excrété dans les feces sous sa forme dé-époxydée, son principal méta-
bolite. Chez les ruminants, la dé-époxydation a probablement lieu dans le rumen
avant absorption. Le dé-époxy NIV est détecté dans les feces des rats, porcs et
poules pondeuses, mais pas chez la souris ou les poulets de chair. Chez ’humain,
des essais in vitro ont montré qu’il est peu probable que le dé-époxy NIV se forme.
A noter qu’aucun métabolite de phase IT du NIV n’a été identifié (Efsa, 2013).

Apres administration orale, la FX, liposoluble, est rapidement absorbée dans le
tractus gastro-intestinal des souris, des poulets, des canards et des porcs. Chez le
porc, la concentration plasmatique maximale est atteinte en cinq minutes et la FX
est détectée dans le foie, les reins et la rate trois heures apres ingestion (Aupanun
et al., 2017). Chez la souris, le porc, le poulet et le canard, le foie et les reins sont les
principaux organes de conversion de FX en NIV. Chez des souris gestantes ou allai-
tantes exposées a FX, du NIV a été retrouvé dans les foetus ou le lait respectivement
(Aupanun et al., 2017).

» Toxicite des TCT

Au niveau cellulaire, les TCT A et B se lient a la poche du site A de la sous-unité 60S
du ribosome, bloquent la synthese protéique, induisent un stress ribotoxique, acti-
vant ainsi la voie de signalisation des MAP kinases, impliquée dans différentes
fonctions cellulaires. Cependant, malgré ce mécanisme initial commun, les effets
toxiques des TCT A et B peuvent différer (Efsa, 2017b).
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Les sections suivantes décrivent les effets toxiques des TCT chez ’humain ou
I’animal observé, dans la grande majorité des cas, apres exposition orale (ingestion
d’aliments contaminés ou gavage).

Toxicité des TCT A

Chez 'humain, la consommation de céréales contaminées par la toxine T2 est a
l'origine de 'aleucie toxique alimentaire. Les premiers cas ont été décrits en 1891 en
Sibérie mais, dans les années 1940, des intoxications plus graves ont été rapportées,
avec le déces de 10 % de la population du comté d’Orenburg en Russie. Les derniers
cas ont été décrits au Cambodge, en 1982 (Efsa, 2011).

Les TCT A affectent surtout les cellules en prolifération active (intestin, peau,
moelle osseuse...). La toxine T2 provoque un stress oxydant et des lIésions de TADN
nucléaire et mitochondrial, perturbe la signalisation cellulaire, affecte le cycle cellu-
laire et induit 'apoptose. La toxine HT2, son principal métabolite, présente une
toxicité aigiie similaire : T2 et HT2 auraient le méme mode d’action (Efsa, 2011).

La toxine T2 provoque des hémorragies de la séreuse et de 'oedéme dans le foie, ainsi
que I'apoptose des hépatocytes et la granulation de leur cytoplasme. Elle provoque
aussi des hémorragies de I'estomac et de I'cesophage, et la dégénérescence du noyau
et des mitochondries des cellules des tubules du rein. Elle affecte les réponses immu-
nitaires selon la dose et la durée d’exposition. Elle entraine une leucopénie, inhibe
I’érythropoicse dans la moelle osseuse et la rate, réduit la prolifération des lympho-
cytes et perturbe la maturation des cellules dendritiques (Janik et al., 2021).

Elle traverse la barriere hématoencéphalique et provoque des lésions pathologiques
dans ’hypophyse. Elle interféere avec les réseaux neuronaux centraux qui régulent le
comportement alimentaire.

Chez la souris, elle affecte la fertilité des males (réduction des spermatozoides
vivants, augmentation des spermatozoides anormaux), mais I’exposition maternelle
n’aurait pas d’impact significatif sur les capacités de reproduction. Toutefois, elle
altere la reproduction du porc, inhibe la libération de progestérone du lapin et de la
brebis, chez qui elle retarde la maturation folliculaire et I’ovulation.

Contrairement aux autres TCT, lors d’'une exposition cutanée, elle provoque une
inflammation de la peau, la destruction des fibroblastes et des 1ésions similaires a
celles d’une irradiation (Janik ef al., 2021).

A ce jour, aucune étude n’a mis en évidence sa génotoxicité ni sa cancérogénicité
(Efsa, 2011).

Dansles années 1970, le DAS a été utilisé comme anticancéreux potentiel et a provoqué
des effets indésirables chez les patients (nausées, vomissements, fievre, hypotension,
myélosuppression). Il induit en effet des vomissements comme les toxines T2 et HT2,
mais 2 un degré moindre. A forte dose chez les rongeurs, le DAS provoque apathie,
difficulté a respirer, cyanose, diarrhée, vomissements et tachycardie. Chez la souris
et le cobaye a plus faible dose, les muqueuses de I'cesophage et de l'intestin gréle
et la moelle osseuse sont altérées. La prise alimentaire et la fonction de reproduc-
tion sont perturbées chez les rongeurs. Chez le porc, le DAS provoque a faible dose
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des 1ésions de l'intestin, des gencives et de la langue, et la nécrose des cellules de la
moelle osseuse. Des Iésions de la bouche sont aussi observées chez les volailles. Chez
la souris, il provoque des anomalies chromosomiques dans les cellules somatiques et
germinales. A ce jour, sa cancérogénicité n’a pas été démontrée (Efsa, 2018).

Les données sur la toxicologie des toxines NX sont limitées. Elles sont cytotoxiques
pour les cellules de mammiferes, inhibent la synthese des protéines et sont pro-
inflammatoires et pro-oxydantes. NX, 3ANX et DON ont un impact similaire, mais
d’ampleur différente sur la viabilité des cellules intestinales Caco-2 et le transcrip-
tome d’explants intestinaux de porc, et NX cible les mitochondries de fagon privilé-
giée (Soler et al., 2022).

Toxicité des TCT B

La toxicité aigiie du DON chez ’humain est décrite a travers des intoxications surve-
nues notamment en Asie et qui se sont traduites par des nausées, vomissements,
diarrhée, douleurs abdominales, maux de téte, vertiges et fievre. Limplication des 3
et 1ISADON a parfois été aussi rapportée. Il n’existe aucun cas décrit d’exposition
humaine au D3G (Efsa, 2017b). Chez le porc, la toxicité aigiie se traduit par des
vomissements, des diarrhées, le refus de s’alimenter et une perte de poids.

Les TCT B, via I'activation des MAP kinases, modulent les processus physiologiques
comme la croissance, la différenciation et 'apoptose cellulaires.

Le DON augmente la production de cytokines pro-inflammatoires des cellules
épithéliales intestinales et immunitaires, ainsi que celle d’especes réactives de I'oxy-
gene. 1l induit des changements histologiques dans l'intestin et altere la fonction
de barriere. Les Iésions induites par les 3 et 15ADON et le NIV sont similaires. Le
DON provoque des I€sions du foie et du rein chez le porc, et du foie chez le rat. Il
traverse rapidement la barriere hématoencéphalique et agit sur la prise alimentaire
chez la souris, le rat et le porc. Il altere la fertilité (anomalies des spermatozoides,
hormones) et le développement des foetus (embryotoxicité, anomalies du squelette,
mortalité) chez les rongeurs et le porc. Il existe peu de données sur les effets des 3
et I5SADON et D3G sur la réponse immunitaire, sur le systéme nerveux central et la
fonction de reproduction (Efsa, 2017b). Le DON n’a pas de propriétés génotoxiques,
mais il exacerbe celle de composés eux-mémes génotoxiques comme la colibactine,
produite par des bactéries intestinales, 'étoposide, le cisplatine ou la phléomycine
(Garofalo et al., 2022). Comme les 3 et 1ISADON sont déacétylés et le D3G clivé
dans I'intestin, des effets similaires a ceux du DON sont attendus dans I'intestin.

Le NIV pourrait contribuer a 'apparition de la maladie de Kashin-Beck, une
ostéoarthropathie dégénérative endémique qui touche les adolescents en Chine
(Kumar et al., 2022). 1l réduit la viabilité des cellules intestinales en culture. Ses
effets sur I’épithélium d’explants intestinaux (diminution de la prolifération et
augmentation de ’'apoptose) sont supérieurs a ceux du DON. Il altere la maturation
des cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse murine.

La FX est plus toxique que la plupart des TCT B pour différentes lignées cellulaires
et affecte les cellules a prolifération rapide. Chez la souris, elle induit I'apoptose des
cellules hématopoiétiques de la rate, des hépatocytes et des cellules rénales, et une
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immunosuppression. Chez le vison, elle provoque un refus alimentaire persistant et
a un pouvoir émétique plus important que celui du DON et du NIV. Chez la souris,
elle inhibe I'implantation embryonnaire et provoque des avortements. Elle affecte
le foetus apres sa métabolisation en NIV absorbé par le placenta. Comme les autres
TCT B, elle n’est pas considérée comme cancérogene (Aupanun et al., 2017).

» Conclusion

Les TCT produits par les especes du genre Fusarium sont une source de conta-
mination majeure des denrées destinées a I’alimentation humaine et animale et
entrainent un large éventail d’effets néfastes pour la santé des consommateurs. Ils
sont en partie réglementés au niveau européen et, pour ceux dont le mode d’ac-
tion est similaire, des valeurs toxicologiques de référence groupées sont établies
par I'Efsa. Les TCT les plus fréquemment rencontrés sont bien caractérisés, mais
I'identification récente des toxines NX démontre I'importance de poursuivre les
recherches sur le métabolisme secondaire des moisissures.
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Chapitre 6
Les fumonisines

Florence Forget et Philippe Guerre

» Introduction

Les fumonisines sont des mycotoxines majoritairement produites par les especes du
genre Fusarium, mais non exclusivement. En effet, elles peuvent aussi étre synthé-
tisées par certaines especes des genres Aspergillus et Alternaria. Au sein de cette
famille de mycotoxines, les fumonisines dites de type B (FB) sont les plus fréquem-
ment rencontrées, essentiellement dans les récoltes de mais méme si une gamme
tres variée de productions végétales peut étre contaminée. C’est en 1988 que les FB
ont été isolées, caractérisées et que des premieres informations sur leurs propriétés
biologiques ont été publiées (Marasas, 2001). Il est depuis clairement admis que la
toxicité des FB résulte de leur analogie structurale avec la sphingosine et sphinga-
nine, conduisant a une altération de la synthese des sphingolipides.

Les sphingolipides sont des constituants majeurs des membranes des cellules
eucaryotes. Ils assurent un role structural mais aussi de récepteur et de messager.
Un dysfonctionnement de leur métabolisme est a l'origine de nombreuses mala-
dies, dont certains cancers. Les FB sont classées comme cancérogenes probables
(groupe 2B) par le CIRC (Centre international de recherche sur le cancer). Elles
sont incriminées dans la survenue de cancers de I'oesophage chez ’humain. Elles
sont aussi connues comme responsables de la leucoencéphalomalacie équine et d'un
cedéme pulmonaire chez le porc. Les FB sont réglementées dans I’alimentation
humaine par la Commission européenne et font aussi 'objet d’'une recommandation
pour I'alimentation animale (voir chapitre 20).
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» Structure chimique, especes productrices,
voies de biosynthese

Structure chimique des fumonisines, formes libres
et formes masquées

Les fumonisines appartiennent a la catégorie des mycotoxines polycétoacides. Ce sont
des amines aliphatiques a longues chaines portant des groupes méthyle et hydroxyle
situés a différentes positions de la chaine aliphatique (figure 6.1). Deux des groupes
hydroxyles sont estérifiés par des acides tricarboxyliques. Plus de 60 fumonisines ont
¢été identifiées a ce jour ; les principales sont reportées dans le tableau 6.1.

Fumonisines Sphinganine
H, LOH
COOH /\/\/\/\/\/\/\/<<\
HOOC ot Sy OF
No
o R, OH
/\/\)\/\/\/\/\/K/:VRS
CHy O_ CHy R, Ry R,
—O
Hooc/\) o
COOH Sphingosine
H.,, LOH
WVWOH
HO" H

Figure 6.1. Structure chimique des principales fumonisines et de deux analogues structuraux
(sphingosine et sphinganine).

Tableau 6.1. Principales classes de fumonisine (3 HP* : 3-hydroxypyridium).

Classes de R, R, Rj R, Rs
fumonisinines

Fumonisine B1 (FB1) OH OH H NH, CH,3
Fumonisine B2 (FB2) H OH H NH, CHj,
Fumonisine B3 (FB3) OH H H NH, CH,4
Fumonisine B4 (FB4) H H H NH, CH,
Fumonisine B5 (FB5) OH OH NH, CHj,
Fumonisine A1 (FA1) OH OH H NHCOCH;, CH,4
Fumonisine A2 (FA2) H OH H NHCOCH; CH,
Fumonisine A3 (FA3) OH H H NHCOCH;, CH,4
Fumonisine A4 (FA4) H H H NHCOCH; CH,
Fumonisine C1 (FC1) OH OH H NH, H
Fumonisine C2 (FC2) H OH H NH, H
Fumonisine C3 (FC3) OH H H NH, H
Fumonisine C4 (FC4) H H H NH, H
Fumonisine P1 (FP1) OH OH H 3-HP* H
Fumonisine P2 (FP2) H OH H 3-HP H
Fumonisine P3 (FP3) OH H H 3-HP H
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Les FB (en particulier FB1, FB2 et FB3) sont les plus fréquemment retrouvées dans
les denrées alimentaires ; les concentrations les plus élevées sont le plus souvent asso-
ciées a FB1. La formule chimique de FB1 est C;,H,NO,, et le nom chimique selon
la nomenclature TUPAC est l'acide (2S)-2-[2-[(5R,6R,7S,9S,11R,16R,18S,195)-19-
amino-6-[(3R)-3,4-dicarboxybutanoyl]oxy-11,16,18-trihydroxy-5,9-diméthylicosan-
7-yl]oxy-2-oxoéthyl]butanédioique. De masse molaire 722 g/mol, FB1 possede un point
de fusion proche de 105 °C. Les fumonisines sont des composés polaires, solubles dans
I'eau et insolubles dans les solvants apolaires. De par leur nature aliphatique, elles n’ab-
sorbent pas dans l'ultraviolet ni le visible ; une étape de dérivatisation est requise pour
les rendre fluorescentes avant analyse par chromatographie liquide haute pression.

La présence de groupements amines et tricarboxyliques dans la structure des fumoni-
sines est a I'origine d’interactions covalentes entre ces mycotoxines et différents compo-
sants (polysaccharides et protéines) de la matrice contaminée, conduisant a des dérivés
acylés ou alkyles. Les molécules de fumonisines peuvent aussi se retrouver piégées physi-
quement au sein d’'une matrice tel 'amidon. Les formes piégées et liées a la matrice sont
regroupées sous le terme de formes cachées des fumonisines. Ces formes ne sont pas
extraites par les méthodes classiquement utilisées pour quantifier les teneurs en fumo-
nisines d’une matrice. Une étape d’hydrolyse alcaline et I'utilisation d’une détection par
spectrométrie de masse sont nécessaires pour les révéler et les quantifier. Leur présence
conduit ainsi a une forte sous-estimation des niveaux de contamination. Selon Dall’Asta
et Battilani (2016), la quantité de formes cachées de FB1 peut, dans certains échantil-
lons de mais, étre équivalente a celle de la forme libre. Outre ces formes cachées, des
formes modifiées des fumonisines ont aussi été décrites. Ces formes modifiées résultent
d’activité biologique (métabolisme des plantes ou micro-organismes) ou de réactions
chimiques en lien avec les procédés de transformation. Les formes modifiées les plus
documentées dans la littérature sont les formes hydrolysées des FB et en particulier
celle de FB1 désignée par HFB1 (Dall’Asta et Battilani, 2016).

Espéces productrices

Les principales especes productrices de fumonisines appartiennent au complexe
Fusarium fujikuroi (tableau 6.2 ; Rheeder et al., 2002). F. oxysporum (complexe
F. oxysporum), producteur de fumonisines de type C, est I'une des rares exceptions.
Si on s’intéresse plus spécifiquement a la contamination par FB1, ce sont les espéces
F. verticillioides et F. proliferatum qui en sont les principales responsables. 1l est
important de noter que certains isolats des especes Aspergillus niger et Alternaria
alternata ont aussi été rapportés comme producteurs de fumonisines.

Tableau 6.2. Principales especes du genre Fusarium productrices de fumonisines.
Source : Rheeder et al., 2002.

Espece fongique Type de fumonisine Espece fongique Type de fumonisine
Fusarium verticillioides FB, FA, FC, FP Fusarium globosum FB
Fusarium proliferatum  FB, FA, FC, FP Fusarium anthophilum  FB
Fusarium subglutinans  FB Fusarium nygamai FB, FA, FC
Fusarium sacchari FB Fusarium napiforme FB
Fusarium fujikuroi FB Fusarium oxysporum FC
Fusarium thapsinum FB
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Voie de biosynthése et régulation

A ce jour, 17 génes ont été décrits comme associés  la biosynthése des FB (Li et al.,
2023). Ces genes sont regroupés dans le cluster FUM (représenté sur la figure 6.2) ; la
majeure partie d’entre eux ont une fonction connue. Parmi ces 17 génes, 10 (en noir
sur la figure 6.2) codent pour des enzymes directement impliquées dans la biosyn-
these (FUM1, FUM6, FUM7, FUMS, FUM3, FUM10, FUM11, FUM2, FUM13
et FUM14). FUMI est la premicre enzyme de la voie ; il s’agit d'une polycétide
synthase catalysant la condensation de huit radicaux malonyl-CoA, un radical acétyl-
CoA et de deux radicaux S-adénosyl-méthionine. Cette réaction génére la chaine
aliphatique qui constitue le squelette des fumonisines. Une des autres enzymes clés
est la peptide synthétase non ribosomique FUM14 qui catalyse I’estérification de la
chaine aliphatique par les deux acides tricarboxyliques.

Figure 6.2. Genes liés a la biosynthese des fumonisines B : le cluster FUM et la fonction des
genes FUM. D’apres Li et al., 2022.

Tableau 6.3. Fonction des genes FUM. D’apres Li et al., 2022.

Geéne Fonction Géne Fonction
FUMZ21  Régulateur transcriptionnel de liaison FUM20  Inconnue
a I’ADN de type doigt de zinc
FUM1 Polycétide synthase FUM13  Déshydrogénase/réductase de chaines courtes
FUM6 Cytochrome P450 monooxygénase FUM14  Peptide non ribosomique synthétase
et réductase
FUM7 Alcool déshydrogénase FUM15  Cytochrome P450 monooxygénase
FUMS8 a-oxoamine synthase FUM16  Acyl-CoA synthétase / acyl-protéine synthétase
FUMS3 Dioxygénase FUM17  Céramide synthase
FUM10  Acyl-CoA synthétase / acyl-protéine FUM18  Céramide synthase
synthétase
FUM11  Tricarboxylique acide transporteur FUM19  Transporteur ABC

FUM2 Cytochrome P450 monooxygénase

Les souches productrices de fumonisines ont mis en place une stratégie élaborée pour
se protéger de la toxicité de ces métabolites secondaires. Cette stratégie repose sur :
— la compartimentalisation des réactions de biosynthése dans la cellule fongique. La
protéine FUMS impliquée dans I'une des premicres étapes de biosynthése se trouve
dans des vésicules associées au réticulum endoplasmique alors que la protéine
FUMB3, une dioxygénase intervenant en fin de voie, est présente dans le cytoplasme ;
— la présence du gene FUM 18, qui code une céramide synthase résistante a la toxi-
cité des fumonisines, et celle du géne FUM17, qui code une protéine qui, en formant
un hétérodimere avec la céramide synthase CER3, protege son activité de la toxicité
des fumonisines.

Le mécanisme de transport des fumonisines dans le milieu extracellulaire demeure
encore non €lucidé. La protéine FUM19, un transporteur de type ABC, contribue-
rait a ce transport, mais ne serait pas le seul acteur puisque la présence de fumoni-
sines extracellulaires est observée pour des souches délétées pour le gene FUMI9.
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Régulation de la biosynthese

Deux genes FUM ont été décrits comme codant pour des protéines régulant spéci-
fiquement la biosyntheése des fumonisines. FUM2I serait un facteur de transcrip-
tion avec une fonction de régulateur positif de ’expression des autres genes FUM.
FUM]I9 exercerait une fonction de régulateur négatif de I’expression de certains
génes FUM. De plus, un géne adjacent au cluster FUM, le géne ZBDI (ZBD pour
Zinc-Binding Dehydrogenase), serait un répresseur des genes FUM (Gao et al., 2020).
Outre ces trois facteurs de transcription spécifiques, des facteurs globaux inter-
viennent aussi dans les mécanismes de régulation de la biosynthése par différents
stimuli environnementaux. Les parametres et systeme de régulation les plus docu-
mentés dans la littérature (Li et al., 2022 ; Wang et al., 2023) sont reportés dans le
tableau 6.4.

Tableau 6.4. Exemples de facteurs environnementaux et genes de régulation impliqués
dans la modulation de la biosynthese des FB.

Parameétre environnemental / Geénes impliqués dans la régulation

modulation de la biosynthése des FB

Source carbone

Forte induction de la biosynthese
par le saccharose.

Lamidon (et plus spécifiquement
I’amylopectine) induit la biosynthese.

CreA : facteur de transcription li¢ a la répression
catabolique du carbone. Son réle vis-a-vis de
la biosynthése de FB reste cependant controversé.

HXKI (hexokinasel) / nécessaire a la production.
AMY1 (o-amylase) / nécessaire a la production.

Artl (facteur de transcription a doigt de zinc
requis pour I’hydrolyse de ’'amidon) / nécessaire
a la production.

Source azote

Répression de la biosynthése quand
la source d’azote est un sel d’ammonium.

AREA (facteur de transcription GATA) /
régulateur positif de certains genes FUM.

FUGI (fonction inconnue a ce jour) / régulateur
positif de AREA.

pH

Production réprimée en condition alcaline.

PaCl (facteur de transcription a doigt de zinc)
controle négativement I’expression de FUM].

Lumiére

Production stimulée par les rayonnements
lumineux de bleu a rouge.

Régulation positive de FUM21 par le complexe
formé par VeA avec les protéines Velvet, VelB
et VelC.

Comme pour la majorité des métabolites secondaires fongiques, la régulation de la
production de FB est sous la dépendance des mécanismes de remodelage de la chro-
matine. Le role de la méthyltransférase LAE1, régulateur global du métabolisme
fongique, et de la méthyltransférase H3K4 a été particuliecrement étudié (Wang
et al.,2023).
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» Types d’aliments contaminés et occurrence

Entre 2020 et 2023, 12 produits alimentaires (exclusivement des produits dérivés
de mais tels que des farines, snacks et popcorn) ont fait ’objet d’une alerte
RASFF pour leurs teneurs en FB1. Le mais est en effet la culture la plus sensible
a cette contamination. LCétude de Braun et Winck (2018) illustre la fréquence de
contamination élevée des mais cultivés en Amérique du Sud, Amérique centrale,
Afrique du Sud et Europe du Sud, avec certaines années des concentrations
pouvant dépasser les 100 mg/kg. Cette distribution s’explique en partie par les
conditions climatiques ; les Fusarium producteurs de FB se développent de fagon
optimale a des températures proches de 30 °C et I'infection des plantes est favo-
risée par la survenue d’épisodes de secheresse. Ces caractéristiques écophysio-
logiques associées au fait que I’élévation des concentrations en CO, aggraverait
la sensibilité des plantes sont autant de facteurs suggérant une augmentation
de la fréquence et des niveaux de contamination induite par les changements
climatiques (Vaughan et al., 2014). D’autres denrées végétales peuvent aussi étre
contaminées par des FB (Braun et Winck, 2018). On citera le blé dur, le soja, les
pois, 'oignon et I’ail, 'asperge, les raisins et les figues s¢ches. Si les teneurs en FB
restent peu élevées dans la majorité de ces matrices, il n’en est rien pour les fruits
secs pour lesquels des concentrations supérieures a 3 mg/kg ont été rapportées
(Braun et Winck, 2018).

En ce qui concerne les aliments destinés aux animaux, ’opinion scientifique de I’Efsa
publiée en 2018 (Efsa, 2018) décrit les données d’occurrence de FB (somme FB1
+ FB2 + FB3) et de leurs formes cachées et modifiées, dans plus de 18 000 échan-
tillons collectés entre 2003 et 2016 dans différents pays européens. Pour plus de
70 % des échantillons, les niveaux de fumonisines étaient inférieurs aux limites de
détection et/ou de quantification. Les aliments les plus fréquemment contaminés
étaient les grains de mais (entre 20 et 2 037 ug/kg), de blé (entre 0,4 et 2 482 ug/kg)
et les aliments composés (entre 0,3 et 1 678 ug/kg). La présence de FB a aussi été
signalée dans des fourrages, graines oléagineuses, légumineuses et tubercules. Les
concentrations les plus élevées (supérieures a 2 mg/kg) ont été observées dans les
aliments composés et aliments a base de mais (gluten, flocons et sons).

» Toxicocinétique : absorption, métabolisme, excrétion

La plupart des études de toxicocinétique réalisées sur les fumonisines ont été effec-
tuées avec la FB1, considérée comme la plus toxique. Les rares études réalisées avec
la FB2 et la FB3 ne révelent pas de différences majeures. La biodisponibilité de la
FBI1 est faible (3 a 6 %), son métabolisme limité (par hydrolyse partielle ou totale
des acides tricarboxyliques et N-acylation) et son excrétion rapide. Les métabolites
formés sont considérés comme moins toxiques que le composé parental (FB hydro-
lysées) ou de toxicité similaire (FB N-acylées) (Guerre, 2015). Des études récentes
ont montré que la FB1, lors de son administration aux doses maximales recomman-
dées, pouvait étre retrouvée dans différents tissus de poulets et dindes, et persistait
plusieurs jours apres I’arrét de 'exposition (Tardieu et al., 2021 ; Guerre et al., 2022).
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» Toxicite

Les FB sont des carcinogenes potentiels chez I’lhumain, dont les effets toxiques chez
les animaux sont multiples. Comme signalé précédemment, des teneurs maximales
dans les aliments ont été définies chez '’humain et ’animal. La présentation de la
toxicité des fumonisines sera envisagée par organe/tissus cible.

Toxicité nerveuse

La leucoencéphalomalacie équine (ELEM en anglais) a été la premiére affection
animale reproduite par administration de FB1. Connue depuis le début du xx¢ siccle
suite a la consommation d’aliments contaminés, cette maladie se caractérise par
une évolution asymptomatique de quelques jours a quelques semaines, suivie de
troubles nerveux d’apparition brutale et d’évolution fatale en quelques heures/jours.
Les premiers symptomes sont une agitation plus ou moins accompagnée de périodes
d’ataxie, rapidement suivis d'une agitation extréme, de folie, et de convulsions ou de
paralysies. Les principales 1ésions observées sont une nécrose avec liquéfaction de
la substance blanche de I’encéphale. Différentes études expérimentales réalisées sur
rongeurs, helminthes ou par administration in ovo de FB1 ont confirmé sa neurotoxi-
cité. Des études récentes utilisant la chromatographie liquide ultra-haute performance
couplée a un spectrometre de masse (UHPLC-MSMS) n’ont toutefois pas permis de
révéler la présence de FB1 dans I'encéphale de poulets exposés aux teneurs maximales
recommandée dans P'aliment par la Commission européenne, alors que la toxine était
retrouvée dans le foie, les reins, les muscles et le poumon (Tardieu et al., 2021). Leffet
des fumonisines sur le systeéme nerveux central pourrait donc ne pas étre li€¢ au passage
de la barriere hématoméningée par la toxine et résulter d’une action indirecte.

Toxicité pulmonaire

Loedéme pulmonaire porcin (PPE en anglais) est une affection décrite chez le porc suite
a la consommation d’aliments contaminés, reproduite par administration de FBI1. Les
principaux symptomes observés sont de la dyspnée, une cyanose des muqueuses avec
prostration conduisant a la mort. Lanalyse histologique révele un cedéme interstitiel
d’origine non inflammatoire. Différentes études réalisées sur rongeurs ou volailles ont
révélé que les FB entrainaient de nombreuses altérations pulmonaires susceptibles
d’expliquer les effets observés chez les porcs. Bien que la FB1 puisse étre retrouvée
dans le poumon, ses concentrations sont faibles comparées a celles retrouvées dans
le foie et les reins, ce qui suggere que les effets de la FB1 pourraient étre indirects ou
spécifiques de certains types cellulaires. Cette observation est en accord avec I'accumu-
lation périnucléaire de matériel membranaire dans les cellules endothéliales des capil-
laires pulmonaires, a des doses qui ne provoquent pas d’cedéme pulmonaire porcin.

77



Les mycotoxines

Toxicité digestive

Longtemps considéré comme de faible importance, le nombre d’études mettant en
évidence une toxicité intestinale des FB est de plus en plus élevé. Cette toxicité se
caractérise par une altération de la longueur des villosités et/ou de la profondeur
des cryptes intestinales. Ces altérations sont accompagnées de dommages oxydatifs.
Observées a de tres faibles niveaux d’exposition chez le porc et le poulet, ces 1€sions
ont conduit a une réévaluation de la dose sans effet nocif observable (NOAEL en
anglais pour No Observable Adverse Effect Level) chez le poulet (Terciolo et al.,
2019 ; Efsa, 2022). Des altérations du microbiote fécal, concernant principalement
Clostridium et Lactobacillus, ont également été décrites ; elles pourraient contribuer
a la survenue d’entérite nécrosante chez le poulet.

Toxicité hépatique, toxicité rénale

Une toxicité hépatique et/ou rénale des FB est décrite dans la quasi-totalité des
especes animales. Cette toxicité peut étre intense, lors de 'administration de fortes
doses, ou ne se révéler qu’a 'occasion d’examens biochimique et histologique, lors
de 'administration de faibles doses. Les altérations observées correspondent a une
nécrose hépatique focale plus ou moins accompagnée de stéatose et dommages
oxydatifs. Lanalyse biochimique révele une élévation des marqueurs de cytolyse
hépatique tels que les activités lactate déhydrogénase (LDH), aspartate amino-
transférase (AST) et alanine aminotransférase (ALT). Une hypoprotéinémie et une
hypercholestérolémie signant une altération des capacités métaboliques du foie sont
aussi rapportées. Foie et reins sont les organes cibles de la FB1 chez les rongeurs,
notamment lors d’'une administration chronique. La FB1 est hépatocarcinogene
chez la souris, et néphrocarcinogeéne chez le rat (Howard et al., 2001). La différence
de susceptibilité rénale et hépatique observée entre rats et poulets, néphrotoxicité
chez le rat contre hépatotoxicité chez le poulet, pourrait avoir une origine toxico-
cinétique : la FB1 s’accumule davantage dans le rein chez le rat et plus dans le foie
chez le poulet (Tardieu et al., 2021).

Toxicité pour les fonctions de reproduction

Les effets des FB sur les fonctions de reproduction ont été décrits souvent suite a
I’administration de fortes ou tres fortes doses. Les effets sur le systeme reproducteur
male sont nombreux et caractérisés par une altération de la qualité du sperme chez
le lapin ; s’y ajoutent des modifications histologiques testiculaires, et de la testos-
téronémie chez les rongeurs. Chez les femelles, 'examen histologique des ovaires
révele une diminution du nombre de follicules viables, une inhibition de la prolifé-
ration des cellules de la granulosa et une altération de la progestéronémie. Chez les
poules, une diminution de I’épaisseur de la coquille des ceufs a été décrite. Chez la
souris, des anomalies de fermeture du tube neural ont été observées apres injection
intrapéritonéale. Ces observations ont également été décrites chez le poisson-zebre
et chez le canard par administration in ovo.
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Immunotoxicité

Les effets de la FB1 sur le systéme immunitaire ont été mis en évidence chez diffé-
rentes especes. De tres fortes doses sont susceptibles de diminuer la réponse des anti-
corps apres vaccination chez la volaille et le porc. Des inhibitions de la prolifération
et la différenciation des lymphocytes accompagnées d’une diminution du poids de
la bourse de Fabricius ont également été observées. Ces effets s’accompagnent en
général d’'une altération de I'expression de différentes cytokines telles que l'interleu-
kine 1-B et les interférons o et v, bien d’autres cytokines pouvant étre affectées. Des
effets similaires sont observés chez les porcs pour des doses plus proches des niveaux
de contamination des aliments. Ainsi, les effets de la FB1 sur la réponse immune sont
nombreux et conduisent a une modification des capacités de défense (effets immuno-
modulateurs plus qu’effets immunosuppresseurs). Ces effets confirment par ailleurs la
plus grande sensibilité des porcs comparés aux poulets (Régnier et al., 2017).

» Mécanismes d’action : notion de biomarqueur

La toxicité des FB est complexe, et de nombreuses inconnues persistent tant en termes
de seuils toxiques, de débit de dose, que de mécanismes. D’un point de vue clinique,
leur toxicité est en général caractérisée par une phase asymptomatique de longueur
variable suivie d’une phase clinique d’évolution rapide. Des études récentes ont montré
une capacité a la bioaccumulation de la FB1 chez les poulets (Tardieu et al., 2021), en
accord avec la toxicité cumulative de ce composé. Le caractere de toxique cumulatif
attribuable aux FB pourrait également étre 1ié a une accumulation d’effets toxiques.
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Bien que tres diversifiés, tous peuvent étre directement ou indirectement reliés a une
altération du métabolisme des sphingolipides (Riley et Merrill, 2019).

La FB1 est un analogue structural des bases sphingoides, sphinganine (Sa) et sphin-
gosine (So) (figure 6.1), qui bloque la synthese de novo des céramides (figure 6.3).
Lors de 'administration de fortes doses, on constate une déplétion marquée des
céramides totaux et une augmentation des teneurs cellulaires en Sa et ses méta-
bolites (sphinganine 1-phosphate, N-acétyl-sphinganine). Le rapport Sa/So est
augmenté. Ce rapport est utilis¢é comme biomarqueur d’exposition dans la plupart
des especes animales. Ce n’est toutefois pas un marqueur de toxicité et des travaux
récents chez la volaille montrent que le dosage de la FB1 hépatique est plus sensible
que le Sa/So pour révéler une exposition (Tardieu et al., 2021).

Linhibition de la synthése de novo des céramides conduit a une hydrolyse des sphin-
golipides membranaires et a la formation de céramides par la voie dite de sauvetage.
Ce processus conduit a terme a une augmentation du So intracellulaire. Ce méca-
nisme est considéré comme responsable de la non-linéarité de I'Taugmentation du Sa/
So lors d’une exposition prolongée aux FB (Riley et Merrill, 2019).

Des travaux récents réalisés a des doses considérées comme sans danger chez la
volaille ont montré que les effets des FB sur la synthése de novo des céramides
variaient en fonction de la longueur de chaine de I’acide gras incorporé et de 'or-
gane étudié. Ainsi, les céramides a longue chaine (acides gras de 14 a 16 atomes de
carbone) seraient plus affectés que les céramides a trés longues chaines (acides gras
de 22 a 26 atomes de carbone), ces derniers pouvant méme étre augmentés par un
processus compensatoire. Cette dualité d’effet est aussi observée sur les sphingo-
myélines et glycosylcéramides. Le maintien de teneurs cellulaires en céramides et la
non-hydrolyse des sphingomyélines pourraient expliquer les différences de sensibi-
lité aux FB. Une altération des sphingolipides non dépendante d’une altération de
la synthese de novo a également été décrite au niveau cérébral chez le poulet. Méme
si les mécanismes a l'origine de ces altérations demeurent méconnus, ils sont en
accord avec I’absence de détection de la FB1 dans ’encéphale.

Le bouleversement du sphingolipidome qui résulte de I'inhibition de la synthese
de novo est considéré comme suffisant pour expliquer stress oxydant, apoptose ou
prolifération cellulaire décrits lors d’administrations de FB (Riley et Merrill, 2019).
A titre d’exemple, de nombreuses études font état d’'une élévation de marqueurs de
stress oxydant et/ou d’'une diminution des moyens de lutte contre le stress oxydant.
Les mécanismes impliqués suggerent une modification de la perméabilité mitochon-
driale et/ou une activation des MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase). Ces effets
pourraient résulter d’'une action directe des céramides sur la perméabilité mitochon-
driale, mais aussi d’'une activation de la phospholipase A, cytosolique, dont sphin-
gomyélines et glycosylcéramides sont des régulateurs. Les effets apoptotiques de
la FB1 pourraient provenir d'une activation de la caspase 3, secondaire a un stress
oxydant. Capoptose pourrait également résulter d’'une augmentation du rapport
entre genes Bax et Bakl pro-apoptotique et genes Bcl2 anti-apototique, ou d’une
activation de la voie du TNF (Tumoral Necrosis Factor). Tous ces mécanismes sont
directement ou indirectement connectés au métabolisme des sphingolipides ; il en
va de méme des processus tumoraux (Régnier et al., 2017 ; Riley et Merrill, 2019 ;
Alizadeh et al., 2023).
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» Conclusion

Les fumonisines sont des mycotoxines de répartition mondiale dont la prévalence
varie fortement. Toxiques pour ’humain et I’animal, leurs effets différent fortement
selon I’espece et le niveau d’exposition. Bien que de nombreuses altérations cellu-
laires et moléculaires soient décrites, la quasi-totalité des effets observés semble
pouvoir étre attribuée a des altérations du sphingolipidome.
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Chapitre 7
Principales toxines émergentes
de Fusarium spp.

Florence Forget, Philippe Pinton, Isabelle Oswald,
El Hassan Ajandouz et Marc Maresca

» Introduction

Outre la production de toxines reglementées décrites dans d’autres chapitres de cet
ouvrage, les moisissures de type Fusarium sont capables de produire de nombreuses
autres molécules dont la toxicité n’est pas toujours pleinement évaluée et dont la
teneur dans les aliments n’est pas forcément connue, voire encadrée. On qualifie ces
toxines d’émergentes méme si le terme de toxines non réglementées peut lui étre préféré.

» Enniatines et beauvericines

Méme si les especes fongiques du genre Fusarium ont la capacité de produire diffé-
rentes mycotoxines émergentes (tableau 7.1), les plus étudiées et caractérisées sont
les enniatines et les beauvéricines. Ce sont également les toxines émergentes de
Fusarium les plus fréquemment quantifiées dans les denrées alimentaires. Ce sont
des hexadepsipeptides cycliques qui comportent trois résidus d’acide D-2-hydroxy-
isovalérique en alternance avec trois résidus d’acides aminés N-méthylés. Les beau-
véricines contiennent trois résidus de N-méthyl-phénylalanines alors que des résidus
N-méthyl-valine alternent avec résidus de N-méthyl-isoleucine pour les enniatines
(figure 7.1). Au total, 29 enniatines ont été répertoriées a ce jour, les ENN A, Al,
B et Bl étant les plus fréquemment rencontrées et étudiées. De méme, plusieurs
formes de beauvéricines ont été identifiées (Fukuda ez al., 2004), la BEA A, commu-
nément appelé « BEA », étant la plus étudiée et la mieux caractérisée. La majorité
des especes fongiques productrices de ENN/BEA appartiennent au genre Fusarium

83



Les mycotoxines

100myilnf o
subuynIsqns

1V suneruug

soproyIoAA 6L99
(SdUN)
wnyvaaftjold

999q Inod sjuoue hoid 4 anbrwosoqur uou opndog

‘QuLIe] ‘e[ ‘srew op oFe[Isud wnpuaUA SOENHS)
‘sa10d 1nod sjuowie ‘Oorueut avod ]
‘srewt ‘oysios ‘(enneado od soprono11040ds

‘onneady ‘0310 ‘9[q ‘ZI1) SO[BIIYD) o
WNIDUIUNID ]
wingpsadwidy
WINJOUIILL ]
WN2IVUAD ] V ouneruug

6189

(STIN)

anbrwosoqu uou opndog

SOENEIHYE)

souneruuy
(dduejaodur,p
apio xed)
SIIYIIUIPI I JU0 SIS SId NO sdad1onpoad (;-10uw * 3) darendog[ow sprod 33
xnewiue anod syudurfe 39 $923dsd,p 3391anbs np aanjonns
SAITEJUIUII[E SIQIUI(] sorduraxy ‘aanjonays ‘onbrurryd spnurioyg SOUTX0)0IATA[

*(s991uowo[31 uou) ‘dds wnriwsn,y red soympoid sojUSFIOWY SOUIXOJOIAN *T°L NEI[qe],



Principales toxines émergentes de Fusarium spp.

999q Inod sjuouife

‘QuLIR] ‘IIE[ ‘STRW Op 95EB[ISU
‘so10d 1nod syuowife “Oorueu
‘srewt ‘oysios ‘(enneady mod
‘onneady ‘0810 Q[q ‘ZII1) SO[RAID

1oamyinf
supuynisqns
SopromIonL24 W}
wnvaafijosd
WNIPUIUIA
avod
sap1o1yorijolods
WNIDUIUNID
wnpviadwiay ]
wnoUIdLY W

WNIdVUAD "]

8¢S9

(SdIN)
anbrwosoqu uou opndag

mOm Zam:vmo

1 uneruug

86£9

(STAN)
onbrwosoqur uou opndog

oOmanmmmU

g ouneruug

85



Les mycotoxines

[re19q Inod sjuowIfe ‘Sreu ‘so[e9I9)

soproynaa
wnzuoy »f
wingvadwiad) ]
subuynisqns
wmvaafijosd

(o)

HO

€40

OfH

9'bh
(OL) suadiar,
cO_UDEDU

sunrgyrioadesng

Jre| ‘srewt op oFeqisuo ‘sorod mod
sjuowe ‘owwod ‘ef1adse ‘Ooruewr
‘oyS10s ‘srewr ‘(auroAe “‘o[3108

‘mp 9[q DIpu) 9[q) $O[LIO)

wnuisdvyy ]
winpiaduwidy
Wwv3u
10401nf
WNIOUIILL ]
WINIIVUIAD ]
sapronona Wf
subuynisqns
wmvaafijosd

HO

186
‘O'H"D

QUITLIOJI[TUOJA!

JIe[ ‘srewr op
o3eisud ‘soxod 1nod sjuowiye
oruer ‘(z11 ‘0310 9[q) SI[BIIRD)

1oamyinf o
subuynIsqns
SopromonL4 W
wnvaafijord

WNIPUIUIA ]
avod ]

sap1o1ya1ijo.L0ds

WnIDUIUNID *
wnpviadwiad) ]
wngUIdLY
WNIIDUIAD ]

6°CSL
(STIN)

onbrwosoqur uou opndog

oOmthEmﬁU

QUIDLIQANBOY

SIYIIUIPI 939 JUO $333dSI $3I Nno
xnewrue anod sjudwife 39
SIITRJUIWI[E SIQIUI(]

(dduejaodur,p

apio xed)

sdd1onpoad

s323dsa p
so[dwaxyy

(;-10uw * 3) darendog[ow sprod 33
3139enbs np aanyonays
‘9anjonas ‘onbruaryd snuriog

SQUIX0)0IATA

86



Principales toxines émergentes de Fusarium spp.

-oseypuAs oueydordAny [KrelAyiowip : SIVIANC ¢ 9Se[o4d oudia) : D, ¢ aseyjuAs oprgofjod : 34 ¢ anbrwosoqur uou asejoyyuAs oprdod : SIUN

1jasmba o
JIR] ‘SIEW 9P SaPI101Yd11j040dS ]
9Ze[ISuQ ‘srew ‘(QUIOAR) SI[BAIQ)) WNADUIUDAS ] mI O\:/ \Oﬂ ') Il oplousIng
WINJOUIILL ] HN @ fON‘H”D
o
OFH
avod 2
J1e[ ‘stewr op a8e[isuo ‘soxod anod h * _ofH g
SJUQWI[R ‘O0IUBW ‘SIBW ‘SI[BIID)) OIS o \O oupRIdY
' ’ ; o 1oamyinf H NH \ N
N =
_ N 8°€9
O NH Yy (SAN)
HO onbrwosoqur uou opndog
€HD 9OSNOTHD
€
HO o
JIe[ ‘Srew op %:wwwwwww“m m HO Ho
o
a3erisuo ‘soxod 1nod syuowie surIown)
WNADIUIUDLS 1]
‘srew “(ouIOAR ‘9310 ‘9[q) SO[BAID) wniouns o b9cT
% (D) duadiar
€ O*H 2921551
HO O"H"O
ISUIJJINY00LD ] o)
1o10x1nf
a10d mod syuawe ‘S Sap1o1]1913.494 k HO = Z6L1 onbrresny
suvuyniSqns p IpRy
wingvaafijosd Na 3eH (S31d) 2pn9aAjod
winiodsdxo CONF'TH D

87



Les mycotoxines

mais aussi a des especes du genre fongique Beauveria (BEA) ou Verticillium (ENN).
Si plus de 30 especes de Fusarium ont été décrites comme capables de produire des
ENN, la contamination des denrées végétales en Europe est principalement liée a
F. avenaceum et F. tricinctum (Gautier et al., 2020). Sur le mais, un réle non négli-
geable est attribué a F. temperatum (ENN) et F. proliferatum (BEA).

La synthese des ENN/BEA implique une enzyme modulaire multifonctionnelle
de type NRPS (peptide synthétase non ribosomique), appelée ESYN ou BEAS
(figure 7.1). La premicre €tape repose sur les domaines catalytiques d’adénylation
(A, et A,) des modules 1 et 2, et consiste en I’activation des substrats en dérivés acyla-
dénylates. Apres une étape de méthylation des résidus d’acides aminés (domaine
N-méthyl transférase du module 2), les substrats activés sont liés de facon covalente
aux domaines de thiolation (T et T,) de la protéine enzymatique sous forme de thioes-
ters. Létape suivante est la synthese des unités intermédiaires dipeptidols (domaines
de condensation C, et C,) qui sont « stockées » au domaine de thiolation T;. La cycli-
sation de trois unités peptidols (domaine de condensation C;) conduit au hexadep-
sipeptide cyclique. Il est admis que les protéines ESYN des especes productrices
d’ENN peuvent posséder des affinités différentes pour les acides aminés (Pieper
et al., 1992) qui sont a I'origine de profils de mycotoxines différents.

La connaissance sur les clusters de genes de biosynthese des mycotoxines émer-
gentes reste partielle. Pour les ENN/BEA, outre les genes codant les NRPS, un
autre gene codant une kétoisovalérate réductase (synthése du précurseur acide
D-hydroxy-valérique) a été identifié. Un transporteur de type ABC et un facteur
de transcription a doigts de zinc ont aussi été décrits par Nichaus et al. (2016) pour
le cluster BEA, leur rdle demandant cependant a étre confirmé. La régulation de la
production des mycotoxines est sous I'influence de facteurs biotiques et abiotiques
(température, activité de I’eau, pH, stress oxydant, sources de nutriments) (Gautier
et al., 2020). Les résultats suggerent que la production d’ENN est possible entre
pH 4 et 8, avec de nombreuses sources d’azote et de carbone, les conditions opti-
males de production étant dépendantes de I’espece, voire de la souche. Ces études
sont cependant limitées a un petit nombre d’isolats et demandent a étre complé-
tées. Les mécanismes moléculaires (role de facteurs de transcription spécifiques
et globaux, transduction des signaux et conformation de la chromatine) restent
peu compris. La connaissance actuelle ne permet pas non plus de conclure au role
physiologique de ces mycotoxines. On peut émettre ’hypotheése qu’elles aient un
role dans 'adaptation du champignon a des environnements changeants, durant
I'infection des matrices végétales, et/ou dans la compétition avec d’autres especes
de micro-organismes.

En ce qui concerne les denrées contaminées, les ENN/BEA contaminent surtout
les céréales et les données sur leur occurrence ont surtout été obtenues en Europe.
Le quart des 4 251 aliments pour animaux et céréales non transformées analysés en
Europe entre 2000 et 2013 contenait des ENN (de 0,95 a 18,3 mg/kg) (Efsa, 2014).
Des différences sont observées selon les années ou les céréales, probablement liées
aux conditions climatiques.

Ainsi, au Danemark, le mais récolté entre 2005 et 2006 contenait 2,6 ug/kg
d’ENN B alors que le seigle récolté entre 2010 et 2011 en contenait 3,9 mg/kg. Des
pates et aliments pour bébés en Italie contenaient jusqu’a 1,1 mg/kg d’ENN B.
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Figure 7.1. Structure chimique des ENN et représentation schématique de leur biosynthese.
A, et A,: domaines d’adénylation ; M : domaine N-méthyl transférase ; T;, T, et T :
domaines de thiolation ; C;, C, et C; : domaines de condensation.

Les 116 farines et céréales pour petit-déjeuner analysées en Tchéquie en 2010 étaient
contaminées par au moins une ENN (Efsa, 2014). En Tunisie, le blé, ’orge, le mais
et le sorgho analysés contenaient surtout de TENN Al, jusqu’a 480 mg/kg pour le
sorgho (Gautier et al., 2020). En Egypte, Mozambique, Burkina Faso et Cameroun,
le mais contenait quelques microgrammes d’ENN par kilogramme, beaucoup moins
que ce qui est couramment observé en Europe, certainement en raison de conditions
météorologiques défavorables a I'infection par les especes fongiques productrices
d’ENN (Gautier et al., 2020). Jusqu’a 75 % des échantillons de blé analysés en Chine
contenaient des ENN (jusqu’a 190 ug/kg) (Jiet al., 2023) et 12 % des herbes médi-
cinales analysées contenaient jusqu’a 355 ug/kg d’ENN Al (Gautier et al., 2020).
Au Canada, plus de 70 % des échantillons de blés contenaient jusqu’a 3,3 mg/kg
d’ENN B (Gautier et al., 2020). Jusqu’a 82 % des 1 100 échantillons d’aliments pour
porcs provenant de 75 pays contenaient des ENN (moins de 80 ug/kg en moyenne et
jusqu’a 1,8 mg/kg pour ENN B1).

Les ENN sont donc présentes partout et dans la majorité des céréales, avec une
variation de concentration de plusieurs ordres de grandeur selon les échantillons.
Jusqu’a 100 % des céréales analysées en Europe contenaient de la BEA, en général
quelques dizaines de microgrammes par kilogramme, mais ponctuellement jusqu’a
6 mg/kg. Certains produits d’alimentation humaine des régions méditerranéennes
en contenaient pres de 1 mg/kg. Prés de 90 % des aliments pour porcs ou poulets
analysés en contenaient quelques centaines de microgrammes par kilogramme
(Gautier et al., 2020).
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En termes de toxicocinétique, la biodisponibilit¢é des ENN/BEA varie globale-
ment de 30 a 80 % et est significativement réduite par la présence dans la matrice
alimentaire modele de fibres alimentaires, de prébiotiques, de probiotiques et de
protéines (Manzini et al., 2015). La biodisponibilité orale de '"ENN B1 est de 5 %,
47 % et 91 % respectivement chez le poulet, le rat et le porc, démontrant une forte
dépendance a I’espece étudiée (Gruber-Dorninger et al., 2017). Chez la souris, aussi
bien ’ENN B que la BEA sont rapidement absorbées et éliminées, et se distribuent
essentiellement dans les tissus gras. Tandis que PENN B est transformée par les
tissus, la BEA reste essentiellement inchangée.

Récemment, il a été montré que 'ENN Bl et 11 de ses métabolites sont présents
dans les urines de 94,3 % des 300 sujets humains recrutés pour I’étude (Rodriguez-
Carrasco et al., 2020), la concentration moyenne d’ENN B1 (69 ng/L) représentant
a peine 7 % de la somme des concentrations moyennes des métabolites (956 ng/L).
Cela démontrerait un métabolisme trés efficace chez ’humain. Labsorption intesti-
nale des ENN/BEA semble passive et la glycoprotéine P serait impliquée dans leur
reflux vers la lumicre intestinale, limitant ainsi leur absorption intestinale (Gruber-
Dorninger et al., 2017). La biotransformation des ENN/BEA peut avoir lieu dans le
tractus digestif, impliquant ou non le microbiote intestinal. Ainsi, pres de 80 % sont
dégradés apres 4 h d’incubation avec un modele gastro-intestinal in vitro (Pallarés
et al., 2020).

Cing métabolites ayant des masses moléculaires allant de 315 a 655 g/mole ont
été détectés par chromatographie liquide couplée a un spectrometre de masse a
haute résolution (LC-HRMS) et ils semblent étre des produits de mono-oxygéna-
tion et d’ouverture du cycle avec libération de modules constitutifs des ENN, I’acide
D-a-hydroxyisovalérique et la N-méthyl-valine dans le cas de ’TENN B. Douze méta-
bolites de 'ENN B ont été détectés dans les microsomes provenant du chien, du rat
et de ’humain (Ivanova et al., 2011). Les masses moléculaires (de 611 a 669 g/mol)
correspondent a des produits de déméthylation, de déshydrogénation et de mono- et
dioxygénations. Aucun produit de rupture du cycle, comme dans le tractus digestif,
n’a été observé. Le cytochrome P450 3A4 semble clairement impliqué dans la
biotransformation de ’'ENN B, et dans une moindre mesure CYP1A2 et CYP2C19
(Ivanova et al., 2011).

Il a été proposé que la toxicité des ENN/BEA, de par leur caractere lipophile, repose
sur leur action comme ionophore (Prosperini ef al., 2017 ; De Felice et al., 2023).
Cela conduit a une altération du gradient électrochimique et de 'osmolarité de la
cellule, mais aussi a des altérations de I’homéostasie des organites de la cellule (dont
les mitochondries), a un stress oxydant et, pour finir, a la lyse de la membrane et a
la mort de la cellule. Il semble que les ENN/BEA causent la mort cellulaire par des
mécanismes différents en fonction de leurs concentrations. Ainsi, alors qu’aux fortes
concentrations les ENN/BEA causent la mort des cellules suite a la perméabilisation
et a la destruction de la membrane, a plus faibles concentrations, les ENN/BEA
agissent sans lyser la membrane plasmique, mais en perturbant les membranes et le
fonctionnement des organites de la cellule (lysosomes, mitochondries), entrainant
la mort cellulaire par apoptose.

Ilen va de méme concernant 'action des ENN sur les micro-organismes (Olleik et al.,
2019). Les ENN/BEA a fortes concentrations poss¢dent une action membranolytique
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sur les bactéries, alors qu’a plus faibles concentrations elles agissent en dépolari-
sant la membrane bactérienne et en inhibant la biosyntheése des macromolécules.
De plus, les ENN/BEA affectent différentes protéines cruciales pour les cellules,
notamment des enzymes et des transporteurs (De Felice et al., 2023). Les valeurs
de doses toxiques d’ENN/BEA déterminées in vitro sont en général de I'ordre du
micromolaire (uM) (De Felice et al., 2023). Il en est de méme pour 'action des
ENN/BEA sur les micro-organismes, ce qui suggere qu’elles n’ont pas réellement de
sélectivité pour tel ou tel type de cellules ou d’organismes vivants, a I'exception des
bactéries Gram négatives qui sont insensibles aux ENN/BEA, du fait de la présence
du lipopolysaccharide (Olleik et al., 2019). D’une maniére générale, les ENN A et
Al sont classiquement trouvées plus toxiques que les ENN B et B1 (Olleik et al.,
2019), en lien avec la présence majoritaire de groupements butyl dans les ENN A
et Al et de groupements propyl dans les ENN B et B1, les groupements butyl étant
plus apolaires que les groupements propyl. Il est a noter que les études portant sur
des modeles ex vivo confirment les données obtenues in vitro sur cellules isolées,
notamment en termes d’action hépatotoxique des ENN/BEA (Hasuda et al., 2023).

Enfin, d’apres De Felice er al. (2023), les ENN/BEA sont capables d’action géno-
toxique a des doses faibles (1,5 a4 25 uM). A ce jour, peu de données sont dispo-
nibles concernant I'action des ENN/BEA in vivo. CEfsa a publié une NOAEL
(no-observed-adverse-effect level) de 244 ug d’ENN Bl/kg/jour chez le poulet (Efsa,
2014). De la méme manicre, il a ét€ montré que I'exposition de rats a un mélange
d’ENN A, Al, B et Bl (respectivement 1,19 ; 2,16 ; 1,03 et 1,41 mg/kg) par voie orale
n’avait pas d’effet toxique (Escriva et al., 2015). LEfsa indique dans son rapport
que la DLy, (dose 1éthale pour 50 % des animaux) du mélange ENN A, Al, B et Bl
est supérieure a 350 mg/kg chez la souris par voie orale. D’une maniere générale,
il semble donc que la faible toxicité des ENN/BEA in vivo ne corresponde pas aux
données obtenues in vitro et ex vivo, montrant une toxicité élevée des ENN/BEA
sur cellules isolées, certainement en lien avec leur forte dégradation/élimination
observée in vivo.

» La moniliformine

La moniliformine (MON) a été détectée principalement dans les céréales telles que
le mais, le blé, I'orge et 'avoine, ainsi que dans des produits céréaliers, mais égale-
ment dans des asperges et des pommes (jusqu’a 920 ug/kg). Sa présence varie selon
les conditions climatiques, avec des niveaux plus élevés dans le blé de printemps
que dans celui d’hiver. Elle contaminerait le mais des régions froides d’Afrique du
Sud (jusqu’a 1,5 mg/kg) et des Etats-Unis. En Argentine, c’est plutot du sorgho
qui était contaminé (jusqu’a 0,9 mg/kg). Jusqu’a 2 mg/kg ont été mesurés dans des
aliments pour volailles et porcs (Radi¢ et al., 2021). 11 a été constaté que la MON
était présente en méme temps que d’autres mycotoxines, en particulier les trichothé-
ceénes, les enniatines, la beauvéricine et la zéaralénone.

Les données sur la toxicocinétique de la MON chez les animaux de laboratoire sont
limitées, mais elles montrent, chez le rat, une absorption et une sécrétion rapide,
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sans accumulation apparente de la forme inchangée dans les tissus. Toutefois, le
devenir d’au moins la moitié de la quantité ingérée reste inconnu (Efsa, 2018).

En ce qui concerne la toxicité de la moniliformine, elle est toxique a des doses de
lordre de 4 a 400 uM in vitro et de 1 a 50 mg/kg in vivo, selon la voie d’administra-
tion et le modele étudié. La toxicité orale aigiie de la MON est caractérisée par des
Iésions ultra-structurales du myocarde, une réduction de la contractilité de I’aorte
et de 'artere pulmonaire, une diminution de la force contractile du myocarde,
une arythmie ventriculaire et une insuffisance cardiaque. La toxicité chronique est
aussi caractérisée par une cardiotoxicité, mais également une hématoxicité, avec
une diminution des niveaux d’hématocrite et d’hémoglobine. La MON s’est révélé
clastogene in vitro, induisant des lésions chromosomiques. Aucune donnée n’a
été identifiée pour déterminer si la génotoxicité in vitro est causée par un méca-
nisme direct ou indirect. Aucune donnée n’est disponible sur sa génotoxicité in
vivo (Efsa, 2018).

Aucune donnée épidémiologique humaine pertinente sur la MON n’a été identifiée,
bien que la littérature publiée ait émis ’hypothese que ’exposition alimentaire a
la MON était impliquée dans I'incidence et la prévalence passées de la maladie de
Keshan (KD), dans certaines régions de Chine (Liu, 1996).

Au niveau de son mode d’action, la MON agirait en inhibant les enzymes utilisant la
thiamine comme cofacteur dans le cycle de Krebs. Linhibition de ces enzymes impli-
quées dans le métabolisme du glucose pourrait conduire a une privation d’énergie
cellulaire et expliquer en partie le stress respiratoire, y compris les effets sur le
myocarde (Efsa, 2018).

» La fusaproliférine

Des concentrations de fusaproliférine jusqu’a 500 mg/kg ont été mesurées dans du
mais moisi en Italie, 8 mg/kg en Slovaquie et quelques centaines de microgrammes
par kilogrammes aux Etats-Unis ou en Afrique du Sud. La fusaproliférine serait
toxique in vitro et in vivo a des concentrations de 30-100 uM et pourrait posséder en
plus des actions tératogene et mutagene.

» Lacide fusarique

Tres peu de données d’occurrence existent pour I'acide fusarique. Une revue systé-
matique de la littérature publiée en 2024 par Kolawole et al. indique une fréquence
de contamination des denrées agricoles proche de 10 %, au niveau mondial. Lacide
fusarique possede une toxicité a des doses allant de 0,3 uM sur parasites de type
Acanthamoeba a 500 uM sur cellules humaines et 100 mg/kg in vivo chez la souris.
Il serait neurotoxique et potentiellement tératogéne, son mécanisme d’action repo-
sant sur une induction du stress oxydant cellulaire.

92



Principales toxines émergentes de Fusarium spp.

» La culmorine

Les niveaux de culmorine et de ses dérivés hydroxylés dans les céréales sont corrélés
a ceux du déoxynivalénol (DON). Elle a été détectée dans tous les blés, orge et avoine
norvégiens jusqu’a plus de 30 mg/kg. Au niveau mondial, 80 % des aliments pour
porc contenaient jusqu’a 157 mg/kg. En termes de toxicité, la culmorine serait peu
toxique, avec des doses toxiques in vitro supérieures a 80 uM et de 250 - 1 000 mg/
kg in vivo chez la souris suite a une administration intrapéritonéale, son mécanisme
d’action restant inconnu.

» Le buténolide

Le buténolide, dont la présence est corrélée a celle des trichothécenes (TCT), a été
détecté dans des céréales en Norvege (concentration maximale de 3,3 mg/kg dans
I'avoine) (Radi¢ et al., 2021). Le buténolide présente une toxicité variable, avec des
doses toxiques de 1 a 250 uM in vitro et de 30 a 60 mg/kg in vivo par voie orale provo-
quant la mort de bovins, en lien avec son effet pro-oxydant.

» Lapicidine

Le cluster de génes de I’apicidine a aussi été identifié chez F. fujikuroi (Nichaus et al.,
2014). Chez F. poae, ce cluster est situé sur un chromosome accessoire (Witte et al.,
2021). Jusqu’a 95 % des matieres premieres destinées aux aliments pour animaux
ou des aliments finis pour porcs analysés étaient contaminés par 'apicidine a des
concentrations allant jusqu’a 1,5 mg/kg (Khoshal et al., 2019). Les données de toxi-
cologie ont montré que ’apicidine était tres toxique, avec des doses toxiques proches
ou inférieures a celles des ENN/BEA. Ainsi, lors d’'une étude in vitro sur des cellules
d’intestin de porc, sa toxicité a été trouvée équivalente a celle de 'ENN Al (de
l'ordre de 1,5 uM) et supérieure a celles des ENN A, B, B1, de la BEA ou du DON
(3 a 13 uM) (Khoshal et al., 2019). Lapicidine agirait, au moins en partie, au travers
de son action inhibitrice des histones désacétylases, affectant ainsi a la fois les divi-
sions cellulaires, mais également ’expression des genes, cette action ayant conduit
par ailleurs a proposer 'apicidine dans le traitement des maladies infectieuses para-
sitaires et des cancers.

» Conclusion

Il existe des données concernant les toxines émergentes de Fusarium méme si elles
sont parfois incomplétes. C’est dans le cas des ENN/BEA que le plus de données
sont disponibles. Bien que les études in vitro et ex vivo montrent une forte toxicité
des ENN/BEA, les tests réalisés in vivo n’ont, jusqu’a ce jour, pas pu montrer une
telle toxicité. Davantage d’études sont nécessaires afin de s’en assurer et également
d’étudier l'interaction des toxines émergentes avec les autres mycotoxines. Des
données existantes démontrent déja qu’elles peuvent interagir de maniere additive,
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synergique ou antagoniste avec d’autres mycotoxines comme le déoxynivalénol
(Khoshal et al., 2019). 1l faudrait aussi identifier le risque sanitaire 1ié a la présence
de nombreux métabolites dont le profil toxicologique est quasi inconnu, ces métabo-
lites pouvant étre plus toxiques que la molécule parentale.
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Chapitre 8
Les alcaloides de ’ergot

Nathalie Arnich, Béatrice Orlando et Olivier Puel

» Introduction

Lergot est une maladie des plantes causée par des champignons du genre Claviceps.
Ces champignons s’installent au stade de la floraison sur les ovaires de la plupart
des graminées et se développent sur les épis, formant, tout en remplacant le grain,
une structure de résistance, le sclérote (figure 8.1). Cette structure fongique, consti-
tuée essentiellement de mycélium, également appelée ergot, contient des alcaloides
toxiques, dont certains sont reglementés dans les aliments en Europe depuis 2022.

1l s’agit trés probablement de I'intoxication fongique la plus importante dont I’'Histoire
ait conservé la mémoire : elle était connue au Moyen Age comme le mal des ardents ou
le feu de Saint-Antoine, suite a I'utilisation de seigle contaminé pour préparer le pain.

Figure 8.1. Un épi contaminé par Claviceps. © Arvalis.
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» Structures chimiques

Les alcaloides de I'ergot (AE) sont un groupe de métabolites fongiques toxiques (myco-
toxines) produits par Claviceps spp. dans les sclérotes. D’un point de vue structurel, les
AE sont étroitement liés aux amines biogenes telles que la noradrénaline, la dopamine et
la sérotonine. Les AE se caractérisent par la structure hétérocyclique de I’ergoline, base
de tous les autres AE. Cette structure est composée de quatre hétérocycles fusionnés
dans lesquels la position N6 porte un méthyle, avec une double liaison en C8,9 ou en
C9,10. La substitution en C8 donne lieu a la gamme d’alcaloides naturels (figure 8.2).
Les AE les plus préoccupant en termes de santé publique et retenus pour I’évaluation
des risques au niveau européen (Efsa, 2012) et international (Jecfa, 2022) sont les
12 suivants : ergométrine (ergonovine), ergotamine, ergosine, ergocristine, ergocryp-
tine (mélange d’isomeres o et §), ergocornine, et les formes (S)-inine correspondantes.

En fonction de leur structure chimique, les AE sont généralement classés en trois
catégories : les alcaloides de type clavine (ergoclavines) qui partagent comme struc-
ture de base celle de la chanoclavine I ; les ergoamides, dont 'acide D-lysergique
amide (ergine) et I'ergométrine (ergonovine) qui sont les dérivés les plus simples
de I'acide D-lysergique ; les ergopeptines, dérivés peptidiques complexes de I'acide
D-lysergique, qui constituent la classe la plus importante et la plus diversifiée des
alcaloides de I’ergot (Chen et al., 2017).

Les 12 alcaloides de I'ergot généralement retenus par les agences sanitaires ne sont
donc qu’une partie des métabolites fongiques toxiques produits par les Claviceps.

OH

Structure hétérocyclique ergoline  Acide lysergique / acide isolysergique Ergométrine

N~ N
Ergopeptines | - ‘ &
R,=CH, R,=H C/© Ergotamine Ergotaminine

R,=CH, R~ HQC—< Ergosine Ergosinine
R=C < R,=H,C _< a-ergocryptine a-ergocryptinine
/ —ud -ergocryptine -ergocryptinine
R=c/ R HC p-ergocryp B-ergocryp
/ . L
R=cC < R=C 4 Ergocristine Ergocristinine
R,= c< R,= c< Ergocornine Ergocorninine

Figure 8.2. Structures chimiques de I'acide lysergique et de certains alcaloides de 'ergot du seigle.
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» Espeéces productrices

Les ergots ou sclérotes sont formés par des especes du genre Claviceps. Toutefois,
sur les 40 especes du genre connues a ce jour, la principale source d’alcaloides dans
P’alimentation humaine et animale est C. purpurea.

C. purpurea est ubiquiste et il est connu depuis tres longtemps pour contaminer les
graminées céréalicres : seigle principalement, mais aussi triticale, blé, orge et avoine.
Bien qu’il soit reconnu que C. purpurea infeste également de nombreuses especes
de graminées sauvages, fourrageres et gazons cultivés en France (ray-grass, fétuque,
dactyle, fiéole...), son incidence sur ces végétaux a été beaucoup moins étudiée.

Les sclérotes constituent la forme de dormance du champignon ; ils sont formés
d’un corps dur issu du mycélium. Leur capacité a survivre aux conditions hivernales
leur permet d’initier leur cycle de reproduction au printemps suivant (figure 8.3).

Lenveloppe protectrice des sclérotes est dure et de couleur brun-noir violacé, et
I'intérieur varie du blanc au gris. Les sclérotes ont souvent une forme allongée et
dépassent des glumes dans les épis approchant le stade de maturité. Les épis peuvent
en contenir plusieurs. La taille des sclérotes peut étre jusqu’a 10 fois plus grande que
celle des grains qu’ils remplacent : ils sont facilement repérables dans le grain non
nettoyé (Afssa, 2008). Mais ils peuvent également mimer sans exces la taille du grain
qu’ils remplacent et sont alors plus difficiles a détecter (Orlando et al., 2014).

Bien que la quantité d’alcaloides présents varie d’un sclérote a I'autre, en moyenne il
existe une corrélation positive entre la teneur en ergot sur un épi et la concentration
en alcaloides : elle explique 75 % de la variabilité de la teneur en alcaloides. Cette
corrélation est indépendante de I'année de récolte et de la plante hote (Orlando
etal.,2017).

/¢ & Hiver
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Juin
A
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Apparition périthéces —
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Figure 8.3. Cycle biologique de Claviceps purpurea. © Arvalis, 2023.

98



Les alcaloides de I'ergot

» Biosynthese

Les AE dérivent soit de I'acide lysergique (ergométrine, ergotamine, ergocristine,
ergocornine, alpha-ergocryptine, ergosine), soit de I’acide isolysergique (ergocris-
tinine, ergométrinine...), ou, dans une moindre mesure, de la diméthyl-ergoline
(clavines). Le LSD (diméthylamide de I'acide lysergique) est un dérivé synthé-
tique de l’acide lysergique. La structure des ergopeptines peut étre divisée en deux
parties : la partie ergoline d’'un coOté, similaire aux autres catégories, et la partie
peptidique de I'autre (I'ergopeptide) (Chen et al., 2017).

Le précurseur de base de I’ergoline issu du métabolisme primaire du champignon
est le tryptophane, avec comme premiere étape de la voie de biosynthese le transfert
d’un groupement prényle sur le carbone 4 du noyau aromatique du tryptophane
sous I’action d’une diméthylallyltryptophane synthase. Ensuite, la biosyntheése de
la partie ergoline est commune entre les trois catégories d’alcaloides, avec comme
dernier précurseur pivot le chanoclavine I aldéhyde. Chez C. purpurea, celui-ci est
converti en agroclavine, qui est oxydée en acide lysergique sous I’action d’'une mono-
oxygénase a cytochrome P450. La synthese de la partie peptidique requiert 1’action
de deux NRPS (peptide synthétases non ribosomiques) : une qui sera responsable
de la formation de I’ergopeptide et I'autre de I’activation de I’acide lysergique et du
transfert de 'ergopeptide. Le peptide ainsi formé par la premiére NRPS sera finale-
ment cyclisé par une autre monooxygénase a cytochrome P450.

Comme pour la quasi-totalité des mycotoxines, les enzymes impliquées dans la
synthese des AE sont codées par des génes regroupés au sein d’'un méme cluster.
Chez C. purpurea, celui-ci contient 14 génes sur une étendue de 68,5 kilobases
(Haarmann et al., 2005).

» Principaux aliments contaminés et occurrence

Claviceps purpurea est un champignon qui affecte les graminées cultivées ou adven-
tices, sans spécificité d’hote. Toute céréale a paille peut étre contaminée, mais,
comme nous Iavons vu, les graminées sauvages ou fourrageres sont également
concernées : vulpin, ray-grass, fétuque, dactyle, fléole... (Jacquin et al., 2010).

Arvalis (2023) a étudié 'occurrence de I’ergot en France a la récolte dans les céréales.
Les données issues de cette étude sont le reflet de I'état sanitaire a la récolte « sortie
de champ ». Elles n’integrent donc pas le travail de nettoyage des organismes de
collecte réalisé avant commercialisation et ne sont pas le reflet de la collecte fran-
caise mise sur le marché en vue d’une premiere transformation (tableau 8.1).

Ces travaux montrent la présence de I’ergot sur ’ensemble du territoire et objec-
tivent les différences de sensibilité entre especes : seigle > triticale > blé dur, blé
tendre, orge, avoine. Ils mettent également en évidence une variabilité interannuelle
importante liée au climat. Celui-ci influe d’une part sur la biologie du champignon,
et d’autre part sur la plante hote, la rendant plus ou moins sensible aux contamina-
tions potentielles (voir chapitre 15).

99



Les mycotoxines

Tableau 8.1. Incidence pluriannuelle de I’ergot en France dans 4 901 champs a la récolte,
entre 2012 et 2022. D’apres les données d’Arvalis, 2023.

Culture  Nombre de parcelles Incidence Incidence Incidence

pluriannuelle minimale maximale
BI¢ dur 1111 28 % 8 % 56 %
BI¢ tendre 2557 21 % 5% 59 %
Orge 639 25 % 8 % 38 %
Triticale 272 40 % 13 % 63 %
Avoine 68 19 % 9 % 29 %
Seigle 254 74 % 58 % 90 %

La composition en AE totaux a été étudiée en France dans 517 échantillons
de céréales (Orlando et al., 2017) : les principaux alcaloides (ou leurs épimeres)
exprimés en équivalent pour un gramme de sclérote sont I’ergotamine (29,2 %),
suivie de I'ergosine (26,3 %), I’ergocristine (18,5 %), I'ergométrine (9,8 %), I’ergo-
cryptine (8,2 %) et I'ergocornine (7,9 %). Les isomeres -ine représentaient 70,5 %,
les isomeres -inine représentant les 29,5 % restants. La teneur totale moyenne en
alcaloides des sclérotes de C. purpurea était de 3 103 ug/g.

En France, les AE ne font pas partie des mycotoxines recherchées dans le cadre des
études de 'alimentation totale réalisées par I’Anses. Il n’est donc pas possible de
connaitre les principaux aliments contaminés ni le niveau d’exposition alimentaire
de la population francaise.

Au niveau européen, ’Efsa (2012) a examiné 20 558 résultats analytiques pour les
AE provenant de 14 pays collectés entre 2004 et 2011, issus de 1 716 échantillons
alimentaires pour ’humain, 496 échantillons d’aliments pour animaux et 67 échan-
tillons de céréales brutes. Les résultats portaient sur un nombre d’AE variant de 1
a 12. Pres de 60 % des échantillons alimentaires pour ’humain et plus de 75 % des
échantillons alimentaires pour les animaux étaient inférieurs aux limites de détec-
tion et de quantification (dont les valeurs présentaient une grande variabilité).

Concernant les échantillons en alimentation humaine, la plupart correspondaient a
des aliments non transformés ou peu transformés (principalement des produits de
meunerie des céréales), avec seulement environ 250 échantillons d’aliments trans-
formés. Les données relatives aux aliments pour animaux étaient tres limitées, ’ac-
cent étant mis principalement sur le seigle et ses dérivés (253 échantillons), et sur le
blé et les sous-produits du blé (161 échantillons).

Les données relatives a la présence d’AE dans les denrées alimentaires et les aliments
pour animaux soumis a ’Efsa montrent que I’ergotamine, I'ergocristine, I’ergosine
et ’ergocornine sont généralement plus abondantes que I'o- et la B-ergocryptine et
lergométrine.

Les concentrations les plus élevées d’AE ont été rapportées pour les grains de seigle,
les produits de mouture du seigle et les sous-produits du seigle.

Au cours de la transformation, en particulier de la cuisson, la quantité totale ’AE
diminue et le rapport entre les formes épimériques se déplace en général vers les
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formes -inine. Les processus de broyage entrainent une redistribution des particules
de sclérotes dans les différentes fractions de mouture. Pour les produits constitués
principalement de grains entiers et consommés en tant que tels, les effets de distri-
bution et de dilution dus a la mouture et a d’autres étapes de la transformation des
grains ne s’appliquent pas.

Sur la base des concentrations moyennes pour la somme d’au moins 6 AE, les
aliments les plus contaminés sont les grains de seigle (183 ug/kg), les produits de
meunerie de seigle (155 ug/kg), les pains de seigle (45 wg/kg), les grains autres que
le seigle (43 ug/kg), les produits de meunerie du blé (39 ug/kg).

Au niveau international, dans le cadre des travaux récents du Jecfa (2022 et 2023), la
base de données sur les contaminants alimentaires (Global Environment Monitoring
System [GEMS] | Food contaminants database)? a permis d’identifier 178 184 résul-
tats d’analyse d’AE réalisés entre 2004 et 2019 provenant de quatre régions du
monde : région africaine (Bénin, Cameroun, Mali et Nigeria), région européenne,
région des Amériques (Canada) et région du Pacifique occidental (Chine, Hong
Kong SAR, Nouvelle-Zélande et Singapour).

La plupart des résultats analytiques ont été fournis par la région européenne
(83,8 %), suivie de la région des Amériques (13,6 %), la région africaine (1,4 %) et
la région du Pacifique occidental (1,2 %), et concernaient la recherche des 12 AE
d’intérét (voir plus haut, dans ce méme chapitre, a « Structures chimiques »).

Pour 11 AE, les niveaux les plus élevés ont été observés dans des échantillons
d’aliments provenant de la région européenne : ergocristine (9 279 ug/kg), ergo-
cristinine (3 538 ug/kg), ergocornine (619 ug/kg), ergocorninine (396 ug/kg),
ergocornine (619 ug/kg), ergocorninine (396 ug/kg), ergocryptine (661 ug/kg), ergo-
cryptinine (1007 ug/kg), ergosine (1287 ug/kg), ergosinine (1 066 ug/kg), ergométrine
(760 ng/kg), ergométrinine (234 ug/kg) et ergotaminine (339 ug/kg). Pour I'ergo-
tamine (le 12° AE), le niveau le plus élevé (3 343 ug/kg) a été observé dans des
échantillons d’aliments de la région des Amériques.

Dans toutes les régions, une contamination (10,2 a 32,7 % d’échantillons positifs)
a été observée dans les céréales et les produits a base de céréales. Le niveau de
contamination (en AE totaux) était plus élevé dans la région européenne (moyenne
en hypothése haute® de 89,8 ug/kg) et dans la région des Amériques (moyenne en
hypothese haute de 40,4 ug/kg) que dans la région du Pacifique occidental (moyenne
en hypothese haute de 9,8 ug/kg) ou dans la région africaine (moyenne en hypothese
haute de 7,2 ug/kg). Dans la région européenne et la région du Pacifique occidental,
la contamination (8,6 a 10 % d’échantillons positifs) a également été observée dans
les légumineuses, a des niveaux plus faibles que dans les céréales et les produits
céréaliers (moyenne en hypothese haute de 11,7 ug/kg et de 2,8 ug/kg).

Les niveaux les plus élevés d’AE totaux ont été observés dans le seigle (13 783 ug/kg)
et les produits a base de blé (5 649 ug/kg) provenant de la région européenne.

2. https://www.who.int/teams/nutrition-and-food-safety/databases/global-environment-monitoring-
system-food-contamination.

3. Tous les résultats inférieurs a la limite de détection (LD) ont été remplacés par la valeur de la LD,
tous les résultats inférieurs a la limite de quantification (LQ) ont été remplacés par la valeur de la LQ.
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Les données tres limitées sur la distribution tissulaire et les concentrations rési-
duelles dans les produits d’origine animale, tels que la viande de porc, le lait et les
ceufs, ne semblent pas indiquer de transfert des AE depuis I’alimentation animale
vers les denrées alimentaires pour ’humain (Efsa, 2012).

Le Jecfa recommande d’acquérir davantage de données sur 'occurrence des AE (au
moins pour les 12 AE d’intérét) dans le blé et les produits a base de blé, ainsi que
dans le seigle et les produits a base de seigle.

» Devenir des alcaloides et métabolisme

Concernant I’absorption, la distribution, le métabolisme et I’excrétion, tres peu de
données sont disponibles avec les AE naturels, la plupart des informations reposant
sur 'ergotamine et 'ergométrine. Aprés administration orale d’ergotamine radio-
marquée, I'absorption a été estimée a 40 % chez le rat et a 10 % chez le singe
rhésus. Lergotamine est ensuite excrétée principalement dans la bile (33 et 24 %
respectivement chez le rat et le singe), tandis que seule une petite quantité (9 et 7 %,
respectivement) est présente dans 1'urine (Efsa, 2012 ; Eckert et al., 1978). Apres
une administration expérimentale par voie intraveineuse a des rates gravides, ’ergo-
tamine radiomarquée a pu étre détectée dans I'utérus, le placenta et le sac vitellin,
avec de petites quantités dans le liquide amniotique et les tissus foetaux. Le passage
transplacentaire de I'ergotamine a été estimé a environ 2,8 % (Leist et Grauwiler,
1973 ; Jecta, 2023). Chez ’humain, I’excrétion urinaire de divers AE radiomarqués,
y compris certains dihydrodérivés, est faible (de 1 a 5 %). Aucune excrétion d’AE
dans le lait de vache n’a été détectée aprés consommation d’aliments contaminés
par l'ergot de seigle (Efsa, 2012).

On ne dispose que de peu d’informations sur la voie métabolique des AE, que ce
soit chez ’humain ou chez les animaux de laboratoire. Le métabolisme de I’ergo-
tamine implique le cytochrome P450 3A4 (CYP3A4). Les hydroxylations en posi-
tion 8 et dans une moindre mesure en 9 ont été identifiées comme les principales
réactions de métabolisation chez différentes especes (Homme, singe, rat, bovin),
contrairement au cheval qui hydroxyle les AE en positions 13 et 14. Dans tous les
cas, des formes mono- et/ou di-hydroxylées ont été observées. Il a été montré que le
métabolite 8’-OH-dihydroergotamine avait une affinité pour les récepteurs mono-
aminergiques et une activité vasoconstrictrice similaires a celles de son parent, la
dihydroergotamine (Jecfa, 2022 et 2023).

» Toxicite
Pour Chumain

Au Moyen Age, Iintoxication par les AE était désignée par des termes tels que
mal des ardents, feu sacré, feu de Saint-André, feu de Saint-Marcel, feu de Saint-
Antoine, feu d’Enfer. Les malades étaient décrits comme sentant leurs entrailles
dévorées par I'ardeur du feu sacré, avec des membres noircis comme du charbon
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qui, s’ils ne conduisaient pas a la mort, laissaient les survivants mutilés avec des
pieds et des mains gangrenés. Beaucoup souffraient d’'une contraction des membres
qui les déformait. Cette description qui, avec des variantes, dura plusieurs siccles,
illustre les deux formes de cette maladie : I'ergotisme gangreneux et I’ergotisme
convulsif. Les malades étaient aussi victimes d’hallucinations, qui étaient a cette
époque associ€es a de la sorcellerie ou aux démons.

En raison de leurs propriétés vasoconstrictives, certains alcaloides de I'ergot sont
utilisés en médecine humaine. C’est le cas de I'ergotamine et de 'ergométrine, qui
sont prescrites respectivement pour le traitement des migraines et des pertes de sang
post-partum. Aux doses thérapeutiques (1-2 mg de tartrate d’ergotamine ; 0,2 mg de
maléate d’ergométrine), les effets secondaires comprennent nausées, vomissements,
faiblesse, douleurs musculaires dans les extrémités, engourdissements et picotements
dans les doigts et les orteils. En cas de surdosages, des effets cardiovasculaires, de la
gangrene, de la confusion et des convulsions ont été signalés (Jecfa, 2023).

Pour les animaux de laboratoire

Les valeurs de la dose 1étale médiane (DLs,) par voie orale sont disponibles pour
certains des AE naturels, a savoir 'ergométrine, I'’ergotamine et I’ergostine (Griffith
et al., 1978). Ces valeurs varient de 460 a 3 200 mg/kg p.c. pour les souris, les rats et
les lapins, a 'exception de 'ergométrine chez les lapins (27,8 mg/kg p.c.). D’apres les
valeurs de DLs, orales disponibles, 'ergométrine est le plus toxique des AE d’ori-
gine naturelle.

Les signes cliniques d’une intoxication sublétale aigiie sont liés a la neurotoxicité
et incluent I’agitation, le myosis ou la mydriase, la faiblesse musculaire, les trem-
blements et la rigidité. Une gangréne de la queue a été observée chez des rats 5 a
7 jours apreés une exposition intrapéritonéale unique a un mélange d’AE (ergocor-
nine, o- et B-ergocryptine et ergocristine) a 25 mg/kg p.c.

Chez des rats ayant recu des aliments contaminés avec des teneurs croissantes de
tartrate d’ergotamine, une diminution significative du poids corporel quel que soit le
genre a été observée, accompagnée d’une augmentation du poids relatif de certains
organes (coeur, cerveau et foie) chez les femelles. De méme, cette exposition a
entrainé, chez tous les animaux testés, une rougeur de I'extrémité de la queue qui a
évolué, dans certains cas, vers une nécrose de I'extrémité de la queue (Efsa, 2012 ;
Speijers et al., 1992).

Lexposition au maléate d’ergométrine jusqu’a 250 mg/kg n’a pas affecté I'extrémité
de la queue. Les effets rapportés concernaient une baisse du taux de T4, une augmen-
tation du poids relatif du coeur, du foie et des ovaires, une hyperplasie modérée dans
les ganglions lymphatiques médiastinaux et des modifications histologiques du foie
(Peters-Volleberg et al., 1996).

Concernant 'o-ergocryptine, chez les rats recevant des concentrations supérieures a
4 mg/kg d’alimentation, des changements significatifs ont été observés pour certains
parametres hématologiques, des activités enzymatiques, de la concentration d’urée
sérique, et de la filtration glomérulaire. La prolactine a diminué chez les rats des deux
sexes ayant recu 20, 100 et 500 mg/kg. Des changements ne dépendant pas de la dose
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administrée (en forme de U) ont été observés pour certains parameétres, ce qui pour-
rait étre lié a la relation dose-réponse en forme de U pour la prise alimentaire, en
raison des propriétés dopaminergiques de I'a-ergocryptine. Lexamen microscopique
a 'autopsie a révélé des résultats liés au traitement au niveau des reins (néphrose),
du foie (atrophie, stockage de glycogéne), du thymus (atrophie), de la queue (dégé-
nérescence musculaire), des ovaires (atrophie) et de I'utérus (atrophie). La dégéné-
rescence musculaire de la queue pourrait étre due aux propriétés vasoconstrictrices
de 'ergocryptine. Lergocryptine a influencé le métabolisme des glucides et a affecté
les fonctions thyroidiennes et hypophysaires (Janssen et al., 1998, 2000a et b).

Sur la base de ces études chez le rat, le Jecfa (2022) a conclu qu’il n’y avait pas de
différence majeure dans la toxicité subaigué de I’ergotamine, de 'ergométrine et de
l'a-ergocryptine. Leffet le plus important de I'ergotamine et de I'ergocryptine est la
vasoconstriction, tandis que I'effet le plus important de I’ergométrine est la contrac-
tion des muscles lisses.

Pour le porc

Des porcelets sevrés ont été exposés a de la nourriture contaminée par des sclérotes.
Lalcaloide le plus abondant dans les sclérotes était I’ergotamine, suivi de I'ergosine,
de lergocristine et de leurs épimeres -inines correspondants. La consommation
alimentaire quotidienne d’aliments des animaux exposés a la dose la plus élevée (2,5 g
de sclérotes par kilogramme d’aliments) a été réduite d’environ 18 % par rapport a
celle du groupe témoin. Cette réduction de I'ingestion d’aliments a été associée a une
diminution du gain de poids des animaux. Lexposition a I’ergot a entrainé des Iésions
légeres a modérées du foie et du jéjunum des porcelets (Maruo et al., 2018).

Une autre expérimentation du méme type, basée sur l'ajout de sclérotes dans
l’alimentation de porcelets sevrés, a aussi montré une baisse du gain de poids de
82 % (au bout d’une semaine) et 38 % (apres 2 semaines) chez les animaux traités
comparés aux animaux témoins, due a une réduction de la consommation quoti-
dienne d’aliments et de l'efficacité alimentaire. Lalcaloide le plus abondant dans les
sclérotes était I'ergocristine, suivi de I’ergotamine, de I'ergosine, de I'ergocryptine
et de I'ergocornine. Les AE ont entrainé une baisse significative de la prolactine
sérique mesurée dans les échantillons prélevés au 28° jour chez tous les groupes
traités, sans pour autant qu’une relation dose-réponse dans la réduction du taux de
prolactine ait été constatée (Oresanya et al., 2003).

Toujours chez le porcelet sevré, des sclérotes d’ergot d’orge ont été ajoutés a I’ali-
mentation pendant 50 jours. Les sclérotes contenaient principalement de ’ergocris-
tine, suivie de ’ergotamine, de I'ergocristinine, de ’ergocryptine, de 'ergométrine,
de l'ergosine et de 'ergocornine. Les porcelets nourris avec la plus forte concen-
tration d’ergot (1,8 g/kg d’aliment) étaient moins efficaces dans la conversion des
aliments en gain de poids, et les animaux recevant des alcaloides de I’ergot se sont
révélés beaucoup plus excitables et difficiles a maitriser que les animaux témoins
apres 3 semaines d’alimentation contenant des sclérotes. Aucun autre signe clinique
n’a été observé.
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Des changements histopathologiques ont été observés dans le foie, les reins et la
rate. La gravité de ces changements était liée a la concentration d’ergot dans I’ali-
mentation (Dignean et al., 1986).

Une seule étude a été réalisée avec une durée d’exposition de 13 semaines, chez
des rats males et femelles exposés au tartrate d’ergotamine dans ’alimentation. Par
rapport aux témoins, la prise de poids et la consommation d’aliments ont diminué
de maniére significative chez les seules femelles nourries a la concentration élevée
de 80 mg/kg d’aliment. Cunique effet histopathologique li€ au traitement a été une
atrophie musculaire de la queue des animaux des groupes ayant recu la concentra-
tion la plus élevée. Latrophie consistait en une disparition partielle ou totale des
fibres, en des changements tinctoriaux et de la fibrose. De plus, des changements
dégénératifs des nerfs ont été observés (Speijers et al., 1993).

Le Jecfa (2022) a conclu que les AE d’origine naturelle ne présentaient pas de
préoccupation quant a leur potentiel génotoxique.

Chez l'animal, les AE ont des effets sur 'ovulation, 'implantation, le début de la
gestation et le développement embryonnaire et foetal, entrainant des avortements,
une mortalité néonatale élevée, des malformations foetales et des retards de crois-
sance (Jecfa, 2022). Les effets varient en fonction de ’AE considéré. Le Jecfa a noté
que les effets sur I'implantation et le maintien de la gestation chez les rongeurs sont
dus a une réduction de la sécrétion de prolactine, ce qui n’est pas pertinent pour les
humains a ce stade de la grossesse.

Les AE inhibent la sécrétion de prolactine et altérent la lactation chez les rongeurs
et les humains.

Pour les autres espéces d’élevage

Les AE ont des effets négatifs sur la croissance (diminution de la consommation
d’aliments et de la prise de poids) et les performances reproductives des animaux
d’élevage (diminution des niveaux de prolactine, baisse de la conception et du poids
a la naissance, et chez les males, réduction du potentiel de fécondation), notam-
ment chez les bovins, les chevaux, les porcs et les moutons (revue par Klotz, 2015).
Lergotisme gangreneux est I'une des manifestations les plus aigiies et les plus
évidentes de la maladie, liée a une vasoconstriction des artéres et des veines.

La consommation d’AE réduit le rendement de la production de lait chez les bovins,
les chevaux et les moutons. Poole et Poole (2019) ont mené une revue des effets
des AE sur la reproduction des femelles, chez les especes d’animaux d’élevage en
paturage. Les effets rapportés comprennent la modification du cycle, la suppression
de la sécrétion d’hormones, la réduction des taux de gestation, la perte embryon-
naire précoce, I’agalactie et la réduction du poids a la naissance de la progéniture.
Chez les bovins, la réduction des taux de gestation peut étre attribuée a I’altération
du développement des follicules ovariens, a un dysfonctionnement lutéal et a des
concentrations réduites d’hormones stéroidiennes circulantes.
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Mode d’action

Les mécanismes pharmacologiques associés a la toxicité des AE sont complexes et
n’ont pas été entierement élucidés a ce jour (Jecfa, 2022 et 2023). Ils comprennent
la vasoconstriction périphérique, le blocage adrénergique périphérique, la réduc-
tion de la sécrétion de prolactine et la stimulation du muscle lisse utérin, la
réduction de I'appétit.

Les AE sont structurellement proches des amines biogenes telles que la noradréna-
line, la dopamine et la sérotonine. Cette similarité structurelle permet aux AE d’inter-
agir avec les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG ; par exemple, les récepteurs
dopaminergiques, noradrénergiques et sérotoninergiques), en tant qu’agonistes et/ou
antagonistes. Laffinité et la sélectivité des récepteurs, ainsi que l'activité intrinseque
(efficacité) des AE, dépendent des substituts présents en positions 1, 6, 8 et 10 de la
partie de la fraction d’acide lysergique. En outre, I'interaction spécifique entre les AE
et les récepteurs monoaminergiques semble spécifique de I'organe.

Les effets vasculaires des AE sont connus depuis des siecles. Lapparition de la
gangrene chez diverses especes animales est étroitement liée a leur potentiel vaso-
constricteur (Griffith et al., 1978).

Caractérisation du danger

Le Jecfa (2022 et 2023) a identifié I'effet pharmacologique du maléate d’ergomé-
trine sur l'utérus (provoquant des contractions utérines chez la femme a la fin de la
grossesse et dans le post-partum) comme I’effet critique pour I’évaluation des AE
dans l’alimentation.

Il a établi une dose de référence aigiie (ARED ou acute reference dose) sur la base

des éléments suivants :

1. La dose thérapeutique orale la plus faible de 0,2 mg de maléate d’ergométrine
(équivalente a 2,5 ug/kg p.c., exprimée en ergométrine) est considérée comme un
niveau d’effet pharmacologique chez les individus les plus sensibles, c’est-a-dire
ceux chez qui I’absorption est la plus élevée ;

2. Parmi les AE utilisés comme médicaments, I’ergométrine est celui ayant I’activité
la plus élevée sur les contractions utérines.

Un facteur d’incertitude de 2 a été appliqué pour extrapoler cette dose avec un effet
pharmacologique (réversible de courte durée) vers un niveau de dose sans effet,
puis un facteur de 3,16 pour la variation interindividuelle, conduisant a une ARfD
de 0,4 ug d’ergométrine par kilogramme p.c. Cette valeur s’applique a la somme des
AE (avec un facteur d’équivalence toxique de 1). Elle correspond également a la
dose journaliere tolérable (DJT) pour une exposition chronique.

Précédemment, en 2012, ’Efsa avait élaboré une ARfD de 1 ug/kg p.c. et une DJT
de 0,6 ug/kg p.c., sur la base de données animales chez le rat (atrophie musculaire de
la queue apres une exposition alimentaire a 'ergotamine de 13 semaines ; Speijers
et al., 1993). Ces valeurs toxicologiques de référence s’appliquent pour la somme des
12 AE d’intérét. Elles ont été élaborées a partir d’une limite inférieure a I'intervalle
de confiance de la benchmark dose (BMDL10) de 0,33 mg/kg p.c./j, d'un facteur
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d’incertitude de 100 pour la variabilité inter- et intra-individuelle, et d’un facteur
d’inquiétude supplémentaire de 3 pour le manque d’information sur la toxicité pour
la reproduction pour 'ARfD. Pour la DJT, un facteur supplémentaire de 2 a été
appliqué pour 'extrapolation d’'une exposition de 13 semaines chez le rat a une
exposition chronique (vie entiere).

» Conclusion

C. purpurea contamine les graminées cultivées, mais également de nombreuses
especes de graminées sauvages, fourrageres et gazons. Les sclérotes constituent la
forme de dormance du champignon ; ils sont formés d’un corps dur issu du mycé-
lium et contenant des alcaloides. Bien que la quantité d’alcaloides présents varie
d’un sclérote a I’autre, il existe, en moyenne, une corrélation positive entre la teneur
en ergot sur un épi et la concentration en alcaloides.
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Chapitre 9
Les toxines d’Alternaria spp.

Léna Dole, Caroline Strub, Angélique Fontana,
Thierry Gauthier et Sabine Schorr-Galindo

» Introduction

Les toxines d’Alternaria spp. sont des métabolites spécialisés tres préoccupants pour
la santé des consommateurs, produits par différentes especes fongiques du genre
Alternaria qui sont souvent seulement considérées comme des phytopathogenes.
Elles peuvent contaminer les fruits et les Iégumes tels que la tomate, les céréales et
les oléagineux, en se développant lors de la culture ou en post-récolte.

Connues depuis les années 1970, les toxines d’Alternaria spp. sont toujours consi-
dérées comme émergentes a ce jour, car elles ne font 'objet que d’une recomman-
dation et non d’une réglementation européenne (voir chapitre 20), en raison du
manque des données expérimentales qui permettraient d’établir des seuils toxicolo-
giques de référence et du manque de données sur leur occurrence dans les produits
alimentaires qui permettraient d’estimer ’exposition de la population. Cette carence
est principalement liée a 'importante diversité structurale de ces toxines, associée a
une grande diversité d’effets toxiques et de potentiels effets de mélange, et a I'insuf-
fisance de méthodes de dosages adaptées a cette diversité. Les données récoltées
ces dernicres années indiqueraient cependant que I’exposition a I'alternariol, I'alter-
nariol monométhyl éther et 'acide ténuazonique n’est pas négligeable, ce qui laisse
présager une future reglementation.

» Structure chimique des toxines d’Alternaria spp.

Les champignons du genre Alternaria produisent de trés nombreux métabolites
secondaires, dont plus de 70 phytotoxines qui ont été répertoriées par Wang
et al. (2022). Certaines de ces molécules ont également démontré de potentiels
effets déléteres sur la santé humaine et animale et ont donc été qualifiées de myco-
toxines (figure 9.1).
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Figure 9.1. Structure chimique de membres représentatifs des 5 groupes de toxines
d’Alternaria spp.

De nombreux métabolites secondaires produits par Alternaria spp. restent a carac-
tériser quant a leur fonction et leur potentielle toxicité (Patriarca, 2016). Les prin-
cipales toxines d’Alternaria spp., dont la présence dans I’alimentation humaine a
été avérée dans différentes études, sont classifiées en fonction de leur structure
chimique :

— lalternariol (AOH), I’alternariol monométhyl éther (AME) et 'altenuéne (ALT)
sont des dibenzo-o-pyrones ;

— l'acide ténuazonique (TeA) et I'iso-Te A sont des acides tétramiques ;
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— les altertoxines I, II et III (ATX L, II et III), Ialterpériglenol et la stemphyl-
toxine III (STTX III) présentent des structures de peryléne quinones ;

— les toxines d’Alternaria alternata f. sp. Lycopersici (AAL-toxins en anglais), qui
sont des toxines spécifiques des tomates, structuralement proches des fumonisines ;
— les structures diverses comme la tentoxine (TEN).

Les toxines d’Alternaria peuvent étre modifiées par des réactions chimiques ou
biochimiques (par exemple dérivés AOH-3-glucoside, AOH-9-glucoside, AME-3-
glucoside, AOH-3-sulfate, AME-3-sulfate), dans le cadre du métabolisme des xéno-
biotiques des étres vivants, de la digestion des humains et animaux, et des processus
de transformation des produits alimentaires (Chen et al., 2021). Ces modifications
n’entrainent pas nécessairement la formation de molécules moins toxiques et
peuvent étre inversées par la reformation de la forme parente. Par conséquent, la
quantification des toxines dans les produits alimentaires dans leur forme parente
uniquement peut constituer une sous-évaluation du risque.

» Les especes du genre Alternaria productrices
de mycotoxines

Les Alternaria spp. sont des ascomycetes appartenant a la famille des Pleosporaceae,
majoritairement connus pour leur phytopathogénicité. Ils sont facilement iden-
tifiables par la morphologie de leurs conidies septées et plurinucléées, qui ont la
forme de massues et qui sont riches en mélanine.

Le genre Alternaria comprend plus de 250 espéces, et sa taxonomie a fait I’objet de
nombreuses actualisations. A ’heure actuelle, il est réparti en 26 sections basées sur
diverses études phylogénétiques et morphologiques (Woudenberg et al., 2015).

Tableau 9.1. Especes d’Alternaria spp. productrices des principales toxines.

Mycotoxine Espéces productrices (en gras, les plus fréquentes)

AOH A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A. gaisen, A. tangelonis, A. turkisafria,
A. limonia sperae, A. mali, A. dauci, A. solani

AME A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A. gaisen, A. tangelonis, A. turkisafria,
A. limonia sperae, A. mali

ALT A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A. mali

TeA A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A. longipe, A. gaisen, A. tangelonis,
A. turkisafria, A. limonia sperae, A. mali

TEN A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A. gaisen, A. tangelonis, A. turkisafria,
A. mali, A. porri, A. solani

ATX 1 A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A. longipes, A. gaisen, A. tangelonis,
A. turkisafria, A. limonia sperae, A. mali

AALs A. alternata £. sp Lycopersici
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Lidentification de ses espéces se fait aujourd’hui majoritairement par du séquen-
cage multilocus, mais est souvent corrélée a des analyses chémotypiques sur les
métabolites secondaires et a I’étude morphologique des conidies. Le tableau 9.1
regroupe une liste non exhaustive des especes productrices des principales myco-
toxines (Fernandez Pinto et Patriarca, 2017).

D’autres especes fongiques sont capables de produire des toxines d’Alternaria spp.
comme Bipolaris oryzae, qui peut synthétiser le TEN, Phoma sorghina, Magnaporthe
oryzae ou Aspergillus spp., qui peuvent synthétiser le Te A, ou Stemphylium botryosum
qui synthétise la STTX III (Wang et al., 2022).

» Biosyntheése de toxines d’Alternaria spp.

Biosynthése de U'AOH et ses dérivés

Le cluster de genes de 15 kb responsable de la formation de ’AOH et de ses dérivés
a été décrit chez A. alternata et est composé des genes pksl, omtl, moxI, sdrl et doxI
codant pour des enzymes telles quune polycétide synthase (PksI), une O-méthyl
transférase (Omtl), une monooxygénase FAD-dépendante (MoxI), une déshydro-
génase a chaine courte (Sdrl), et une extradiol dioxygénase putative (DoxI), ainsi
que d’un géne (aohR) codant pour un facteur de transcription. La PksI se lie a une
amorce d’acétylCoA par une liaison thiol, puis 'amorce est liée a six malonyl-CoA
par des condensations de Claisen. La chaine produite est libérée par une thioesté-
rase et une aromatisation conduit a la formation ’AOH. LAOH peut ensuite étre
converti en AME par OmtI (Wenderoth et al., 2019).

Biosynthése du TeA

Le TeA est un métabolite secondaire hybride dont la biosynthése fait intervenir deux
précurseurs : le polycétide acétoacétyl-CoA et 'acide aminé L-isoleucine. La nature
des genes impliqués n’a pas encore été totalement élucidée, mais la réaction de
biosynthese implique la TeA synthétase 1 (TAS1), qui est une enzyme hybride entre
une PKS et une peptide synthétase non ribosomique. Cette enzyme est composée
de quatre domaines : adénylation (A), condensation (C), protéine porteuse
d’acyle (PCP) et cétosynthase (KS). La L-isoleucine est lié¢e au PCP et la réaction
de catalyse débute au niveau de A. Le groupement amine de la L-isoleucine se lie
a la fonction carbonyle de l'acétoacétyl, puis une cyclisation a lieu au niveau du
domaine KS (Sun et al., 2022). Dans sa forme finale, le TeA est instable, ce qui peut
par exemple conduire a la formation d’isoTeA ou de Cu(TeA),.

Biosynthése de la TEN

Lenzyme responsable de la formation de la TEN se lie aux acides aminés précurseurs
— la glycine, la L-leucine, la L-alanine et la phénylalanine —, avant que n’ait lieu une
N-méthylation de I'alanine et de la phénylalanine. Une cyclisation permet la forma-
tion de dihydrotentoxine, qui est ensuite convertie en TEN (Wang et al., 2022).

112



Les toxines d’Alternaria spp.

Biosynthése des ATXs

Les perylénes quinones sont synthétisées au niveau des hyphes immergés dans le
substrat. La synthese est réalisée par la PksA, qui est également impliquée dans la
biosynthése de la DHN-mélanine au niveau des spores et des hyphes aériens. A partir
d’acétyl-CoA et de malonyl-CoA, on observe une formation de T4HN (1,3,6,8-tétra-
hydroxynaphthaléne), qui sera réduit en scytalone grace aux enzymes BrM2 ou BrM3.
La scytalone sera réduite en 1,3,8-THN (1,3,8-trihydroxynaphthaléne) par I’action
de la BrM1, elle-méme réduite en vermelon par la BrM2. Le vermelon est réduit en
1,8-DHN (1,8-dihydroxynaphthaléne), le dernier intermédiaire commun aux voies de
biosynthese de la DHN mélanine et des pérylenes quinones. Lenzyme permettant la
dimérisation de deux 1,8-DHN et la formation des pérylénes quinone n’est pas encore
connue, mais on sait que la biosyntheése des ATXSs est strictement dépendante de 'ex-
pression du gene codant pour le facteur de transcription CmrA (Gao et al., 2022).

Biosynthése des toxines AAL

Les toxines AAL sont structuralement tres similaires aux fumonisines, ce qui laisse
présager que leurs voies de biosynthese et les clusters de génes respectifs impliqués
dans leurs productions partagent de nombreuses similitudes. ALT1, une polycétide
synthase homologue & FUMI1 (voir chapitre 6), a été identifiée comme responsable
de la premicre étape de la cascade enzymatique menant la biosynthese des toxines
AAL. Lintégration du géne A/t] dans une souche dépourvue du gene Fuml rétablit
la production de fumonisines chez cette souche. ALT1 fait partie d’un cluster d’au
moins 13 génes présentant des similarités significatives avec les génes Fum. La délé-
tion de plusieurs de ces genes a mené a une absence de production de toxines AAL,
confirmant I'implication de ce cluster dans leurs syntheses.

» Occurrence des toxines d’Alternaria spp.
et principaux aliments contaminés

Les toxines d’Alternaria spp. contaminent majoritairement les fruits et 1égumes et
leurs produits dérivés comme les jus, les purées ou les concentrés. En particulier, des
toxines sont tres régulierement retrouvées dans les tomates, les pommes, le raisin,
les agrumes et les figues séchées et leurs dérivés transformés. Les toxines d’Alter-
naria spp. contaminent également les céréales et leurs produits dérivés. Des toxines
ont €té notamment retrouvées dans des farines et des produits a base de blé, de
mais, d’avoine, d’orge et de riz. Enfin, on retrouve des toxines d’Alternaria spp. dans
les oléagineux et les huiles végétales, comme dans les graines de tournesol et I’huile
de tournesol, ou les olives et I’huile d’olive (Patriarca, 2016 ; Fernandez Pinto et
Patriarca, 2017 ; Chen et al., 2021).

Le TeA est globalement le contaminant retrouvé en teneurs les plus élevées et le
plus fréquemment (Chen et al., 2021). LAOH et 'AME sont trés régulicrement
détectés, mais a des teneurs généralement plus faibles. La contamination par les
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autres toxines d’Alternaria spp. est plus rare, mais de plus en plus rapportée dans
la littérature, car les méthodes de dosage de ces molécules sont en développement.

La consommation réguliere de produits transformés peut augmenter 1’exposition du
consommateur par la présence ponctuelle, dans les lots destinés a la transformation,
de produits bruts trés contaminés non triés, ou par une augmentation de la teneur
en toxines lors des procédés de séchage ou de concentration. Les premieres études
ne montrent pas ou peu de dégradation de TAOH et de ’AME par des traitements
thermiques ou haute pression.

» Toxicité des principales toxines d’Alternaria spp.

Parmi les mycotoxines produites par les especes d’A. alternata, le TeA, TAOH et
I’AME sont les toxines ayant le taux de prévalence le plus élevé et étant retrouvées
en plus grande quantité dans des produits alimentaires. Il faut toutefois préciser
que la plupart des études toxicologiques relatives a ces toxines ont été conduites sur
des modeles in vitro.

Toxicité de lalternariol et du méthyléther alternariol

Plusieurs études ont montré que des concentrations micromolaires d’AOH et
d’AME produisent des effets génotoxiques sur différents types de cellules telles
que des cellules coliques, hépatiques, gastriques et vulvaires humaines, ainsi que
sur des fibroblastes pulmonaires de hamster et des macrophages murins (Fehr
et al., 2009 ; Fleck et al., 2016 ; Lin et al., 2023 ; Solhaug et al., 2012). En effet, ces
toxines induisent des cassures des brins d’ADN des la premiere heure d’exposition.
Néanmoins, chez HepG2 et HT29, ces dommages ne sont plus observables dans
les deux a trois heures suivantes indiquant un processus de réparation efficace de
I’ADN (Fleck et al., 2016). Ce processus de réparation coincide avec un ralentisse-
ment du cycle cellulaire en G2/M.

La propriété génotoxique de ’AOH et de TAME est reliée a leur capacité a interférer
avec les topo-isomérases (Fehr et al., 2009). Laction des topo-isomérases provoque
le relachement de la structure enroulée de ’ADN, en générant des ruptures tran-
sitoires et réversibles des liaisons phosphodiesters, afin de permettre les étapes de
traduction et de transcription. La topo-isomérase I induit des cassures simple brin
alors que la topo-isomérase II induit des cassures double brin. CAOH est un inhi-
biteur de l'activité des topo-isomérases I et II o et B, alors que ’AME n’inhibe
que la topo-isomérase II o. Contrairement a ’AME, ’AOH a aussi la propriété de
stabiliser le complexe ADN-topo-isomérase I et II o, avec une plus grande efficacité
pour I'isoenzyme II o, lui conférant la qualification de poison de topo-isomérase.
Cette propriété favorise ainsi les cassures double brin sur TADN. Bien que ces
mycotoxines induisent 'accumulation de radicaux oxygénés et 'expression de genes
codant pour des enzymes antioxydantes contrdlées par Nrf2 (Pahlke et al., 2016),
signature d’un stress oxydant, les études in vitro ne révelent pas de dommages dus a
I’oxydation de bases de ’ADN dans les cellules intestinales HT29 (Fehr et al., 2009).
Cependant, dans les macrophages murins RAW264.7, I’AOH est capable d’induire
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un stress oxydant et 'oxydation de bases de ’ADN (Solhaug et al., 2012). Par ailleurs,
un effet mutagene de ’AOH et de TAME a été démontré pour Bacillus subtilis et
Escherichia coli ainsi que pour des cellules fibroblastiques de hamster V79 et des
cellules de lymphome de souris.

Plusieurs travaux ont montré un impact comparable de ’AOH et de 'TAME sur la capa-
cité proliférative de cellules humaines in vitro, notamment sur des cellules intestinales,
des cellules hépatiques, des cellules d’cesophage (Bensassi et al., 2015 ; den Hollander
etal., 2022 ; Pahlke et al., 2016). Les cellules hépatiques HepG2 semblent plus sensibles
que les cellules intestinales a ces mycotoxines. Leffet de I'association des deux myco-
toxines dans des proportions 1:1 diverge selon le modele : il est additif dans les cellules
coliques HCT116 (Bensassi et al., 2015), mais synergique dans les cellules Caco-2.
Dans les cellules gastriques GES-1, I'association des deux mycotoxines est antagoniste
a faibles concentrations, mais additif a fortes concentrations (Lin et al., 2023).

LCAOH et 'AME induisent la voie intrinseque de l'apoptose dans les cellules
coliques HCT116, ce qui se traduit par une diminution du potentiel membranaire
mitochondrial due a la formation de pores dans la membrane mitochondriale et
l'activation des caspase 9 et 3 (Bensassi et al., 2015). Ce processus s’accompagne
de la production d’anions superoxydes au niveau mitochondrial provenant d’un
dysfonctionnement de la chaine respiratoire. Linduction d’apoptose par ces deux
mycotoxines mettant en jeu 'activation de la caspase 3 a également été démontrée
dans les cellules gastriques GES-1 (Lin et al., 2023). Ce processus active les voies
de signalisation ATR-Chk1, réponse spécifique au stress réplicatif, et ATM-ChK2,
réponse spécifique aux cassures d’ADN double brin, qui aboutissent a la phospho-
rylation de la protéine P53 et de I'histone H2AX. Lactivation de cette méme voie
de signalisation a également été observée chez des macrophages murins exposés a
I’AOH avec un arrét du cycle cellulaire en G2/M (Solhaug et al., 2012).

Il a été récemment montré que 10 uM d’AOH sont capables d’activer la transloca-
tion des facteurs de transcription Nrf2 et Ahr dans les cellules coliques HCEC CT
(Groestlinger et al., 2022), confirmant ainsi leur capacité a induire une réponse
antioxydante et I’expression d’enzymes de phase I, comme le cytochrome P450 1A1
(CYP1A1). Ainsi, ’AOH induit I’expression des CYP1AL1 via le récepteur Ahr dans
plusieurs types cellulaires MCF-7, HepG2 et KYSE (Pahlke et al., 2016), tandis que
pour TAME, cet effet n’a été démontré que chez HepG2. Dans des cellules d’ceso-
phage humain, la métabolisation de ’AOH et de TAME en dérivés hydroxylés par
des enzymes de phase I rend ces composés moins génotoxiques.

LAOH est capable d’induire une réduction de la réponse pro-inflammatoire dans
des macrophages humains, ainsi que dans cellules intestinales humaines stimulées
par le lipopolysaccharide (LPS) (Groestlinger et al., 2022). En effet, son action réduit
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-8, 'IL-6 et le TNF «, et
accroit la sécrétion d’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire. De plus, ’AOH réduit
la translocation nucléaire de Nf-kB qui joue un role important dans la réponse
immunitaire. La structure moléculaire de ’AOH Iui permettrait de s’insérer dans
des domaines membranaires riches en cholestérol, tels que les cavéoles, ce qui modi-
fierait I'interaction entre le récepteur TLR-4 et la caveolin-1 dont dépend la produc-
tion de cytokines pro-inflammatoires.
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LAOH possédant une structure similaire a des composés oestrogenes montre des
propriétés agonistes des récepteurs oestrogéniques et ostrogéniques ER o et § pour
des cellules humaines de I’endometre (cellules Ishikawa), avec toutefois une meil-
leure affinité pour ’ER B, mais qui reste cependant 10 000 fois inférieure a celle du
17 B cestradiol. Elle est ainsi capable d’induire un effet oestrogénique a des concen-
trations micromolaires, identifiable par la mesure d’une activité phosphatase alca-
line (Louro et al., 2023). Par contre, cet effet n’a pas été observé avec des cellules
primaires provenant d’endometre de porc et un faible potentiel cestrogénique
de PAOH a été constaté sur des cellules mammaires humaines. Par ailleurs, des
extraits d’A. alternata contenant un mélange de mycotoxines produisent un effet
anti-oestrogénique inattendu sur les cellules de I'endometre.

Toxicité de lacide ténuazonique

Leffet ribotoxique du TeA a été montré des 1963. En effet, le TeA a la propriété d’in-
hiber la synthese protéique en empéchant la libération des protéines nouvellement
synthétisées du ribosome. Néanmoins, le TeA montre un pouvoir cytotoxique in vitro
beaucoup plus faible que TAOH et ’AME dans les cellules intestinales, hépatiques
et gastriques (den Hollander et al., 2022 ; Lin et al., 2023). Contrairement a TAME
et ’AOH, le TeA est dépourvu d’effets génotoxiques sur des cellules en culture et n’a
montré aucune propriété mutagene sur Salmonella typhimurium. Des études de toxi-
cité aigiie sur des rongeurs ont montré que, lors de 'administration par voie orale de
TeA, la LD, était supérieure a 160 mg/kg p.c. chez le rat et de 81 a 186 mg/kg p.c.
chez la souris.

Toxicité des altertoxines

Laltertoxine II (ATX II) et la stemphyltoxine III (STTX III), molécules de la famille
des pérylenes quinones possédant un groupement époxyde, produisent un effet géno-
toxique bien supérieur a celui de ’AOH et de TAME ou du mélange AOH/AME/
TeA. Ainsi, elles induisent un effet génotoxique vingt fois supérieur et un poten-
tiel mutagene cinquante fois supérieur a 'AOH dans les cellules fibroblastiques
pulmonaires V79 (Fleck et al., 2016). De plus, une concentration de 1 uM d’ATX II
induit trois fois plus d’effet génotoxique que PAOH dans les cellules HT29. A la
différence de ’AOH et de ’AME, I'ATX II et la STTX III engendrent une oxyda-
tion des bases de TADN révélée par ’enzyme formamido-pyrimidine DNA glyco-
lysale (fpg), sans qu’un stress oxydant soit observé. A Pinstar de I'aflatoxine B, la
présence du groupement époxyde pourrait expliquer la formation d’adduits de type
2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamido-pyrimidine (FapydG) sensibles a I’action de la
fpg. La formation d’adduits d’ATX II avec la guanine et la cytosine a été récemment
confirmée (Soukup et al., 2020). CATX II et la STTX III ne sont pas des poisons pour
la topo-isomérase, contrairement a ’AOH, ce qui les rendrait moins susceptibles
d’engendrer des cassures doubles brins (Fleck et al., 2016). Chez HepG?2, les cassures
générées par STTX III sont plus persistantes que celles produites par ATX 11, ce qui
traduit des mécanismes de réparation différents pour chacune de ces toxines.
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LATX II et la STTX III sont partiellement métabolisées, respectivement en ATX I
et alterperylénol dans les cellules Caco-2, par transformation du groupement
époxyde en radical monohydroxyle (Fleck et al., 2014). Cette transformation a été
également démontrée dans les cellules HepG2 et HCT116 pour 'ATX II. CATX 1
étant moins mutagene et génotoxique que ’ATX I, cette biotransformation peut
étre considérée comme une voie cellulaire de détoxification. En outre, TATX II et
la STTX III ne traversant que peu (ATX II) voire pas (STTX III) une monocouche
épithéliale de cellules Caco-2, leur toxicité devrait étre restreinte au tractus digestif
(Fleck et al., 2014). Par ailleurs, lorsque ’ATX II est donnée par gavage a des rats,
une augmentation de la forme phosphorylée H2AX (y H2AX) est observée dans
le colon, mais pas dans le foie, confirmant cette hypothése (Aichinger et al., 2022).
De plus, lorsque la méme dose d’ATX II est administrée dans un extrait de culture
d’A. alternata, I’effet génotoxique est moins prononcé, ce qui suggere un effet anta-
goniste des autres toxines d’A. alternata.

Toxicité des toxines AAL

Les toxines AAL sont des molécules structuralement proches des fumonisines (voir
chapitre 6). Ainsi, a I'instar de ces dernicres, elles inhibent la céramide synthase,
conduisant a I'accumulation de sphinganine et bloquant la synthése de novo des
céramides, augmentant de ce fait, comme les fumonisines, le ratio sphinganine (Sa)
/ sphingosine (So) (Van der Westhuizen et al., 1998). Les toxines AAL sont égale-
ment cytotoxiques envers diverses lignées cellulaires comme les cellules hépatiques
de rat H4TG ou les cellules rénales canines MDCK, mais égales envers des cellules
primaires hépatique de rat (Mirocha et al., 1992).

» Conclusion

Les principales toxines d’Alternaria spp. contaminent un large éventail de produits
alimentaires, conduisant a une exposition significative de la population. Les études
concernant leur toxicité in vitro ne sont pas abouties, mais semblent inquiétantes,
en particulier en ce qui concerne ’'AOH, 'AME et les pérylenes quinones. Il est
nécessaire de mieux connaitre les toxines d’Alternaria spp. et leur toxicité in vivo, et
de disposer d’autres solutions que les fongicides de syntheése pour limiter leur déve-
loppement et leur toxinogénese.

» Reférences

Aichinger G., Pahlke G., Puntscher H. et al., 2022. Markers for DNA damage are induced in the rat
colon by the Alternaria toxin altertoxin-1I, but not a complex extract of cultured Alternaria alternata.
Frontiers in Toxicology, 4, 977147, https://doi.org/10.3389/ftox.2022.977147.

Bensassi F, Gallerne C., Sharaf el dein O. ef al., 2015. Combined effects of alternariols mixture on
human colon carcinoma cells. Toxicology Mechanisms and Methods, 25, 56, https://doi.org/10.3109/
15376516.2014.985354.

Chen A., Mao X., Sun Q. et al., 2021. Alternaria Mycotoxins: An Overview of Toxicity, Metabolism, and
Analysis in Food. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 69, 7817-7830, https://doi.org/10.1021/
acs.jafc.1c03007.

117


https://doi.org/10.3389/ftox.2022.977147
https://doi.org/10.3109/15376516.2014.985354
https://doi.org/10.3109/15376516.2014.985354
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.1c03007
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.1c03007

Les mycotoxines

Den Hollander D., Holvoet C., Demeyere K. et al., 2022. Cytotoxic Effects of Alternariol, Alternariol
Monomethyl-Ether, and Tenuazonic Acid and Their Relevant Combined Mixtures on Human
Enterocytes and Hepatocytes. Frontiers in Microbiology, 13, 849243, https://doi.org/10.3389/
fmicb.2022.849243.

Fehr M., Pahlke G., Fritz J. et al., 2009. Alternariol acts as a topoisomerase poison, preferentially affec-
ting the II alpha isoform. Molecular Nutrition and Food Research, 53, 441, https://doi.org/10.1002/
mnfr.200700379.

Fernandez Pinto V., Patriarca A., 2017. Alternaria Species and Their Associated Mycotoxins. Methods
in Molecular Biology, 1542, 13-32, https://doi.org/10.1007/978-1-4939-6707-0_2.

Fleck S.C., Pfeiffer E., Metzler M., 2014. Permeation and metabolism of Alternaria mycotoxins
with perylene quinone structure in cultured Caco-2 cells. Mycotoxin Research, 30, 17, https://doi.
org/10.1007/s12550-013-0180-0.

Fleck S.C., Sauter E, Pfeiffer E. et al., 2016. DNA damage and repair kinetics of the Alternaria mycotoxins
alternariol, altertoxin IT and stemphyltoxin I11 in cultured cells. Mutation Research Genetic Toxicology
and Environmental Mutagenesis, 798-799, 27, https://doi.org/10.1016/j.mrgentox.2016.02.001.

Gao J., Wenderoth M., Doppler M. et al., 2022. Fungal Melanin Biosynthesis Pathway as Source for
Fungal Toxins. mBio, 13, €00219-22, https://doi.org/10.1128/mbio.00219-22.

Groestlinger J., Spindler V., Pahlke G. et al., 2022. Alternaria alternata Mycotoxins Activate the Aryl
Hydrocarbon Receptor and Nrf2-ARE Pathway to Alter the Structure and Immune Response
of Colon Epithelial Cells. Chemical Research in Toxicology, 35, 731, https://doi.org/10.1021/acs.
chemrestox.1c00364.

Lin H., Jia B., Wu A., 2023. Cytotoxicities of Co-occurring alternariol, alternariol monomethyl ether
and tenuazonic acid on human gastric epithelial cells. Food and Chemical Toxicology, 171, 113524,
https://doi.org/10.1016/j.fct.2022.113524.

Louro H., Vettorazzi A., Lopez de Cerain A. et al., 2023. Hazard characterization of Alternaria toxins
to identify data gaps and improve risk assessment for human health. Archives of Toxicology, 98, 425-
269, https://doi.org/10.1007/s00204-023-03636-8 .

Mirocha C.J., Gilchrist D.G., Shier W.T. et al., 1992. AAL toxins, fumonisins (biology and chemistry)
and host-specificity concepts. Mycopathologia, 117, 47-56, https://doi.org/10.1007/BF00497278.

Pahlke G., Tiessen C., Domnanich K. et al., 2016. Impact of Alternaria toxins on CYP1A1 expression in
different human tumor cells and relevance for genotoxicity. Toxicology Letters, 240, 93, https://doi.
org/10.1016/j.toxlet.2015.10.003.

Patriarca A., 2016. Alternaria in food products. Current Opinion in Food Science, 11, 1-9, https://doi.
0rg/10.1016/j.cofs.2016.08.007.

Solhaug A., Vines L.L., Ivanova L. et al., 2012. Mechanisms involved in alternariol-induced cell cycle
arrest. Mutation Research, 738-739, 1-11, https://doi.org/10.1016/j.mrfmmm.2012.09.001.

Soukup S.T, Fleck S.C., Pfeiffer E. ez al., 2020. DNA reactivity of altertoxin II: Identification of two
covalent guanine adducts formed under cell-free conditions. Toxicology Letters, 331, 75, https://doi.
org/10.1016/j.toxlet.2020.05.018.

Sun E, Cao X., Yu D. et al., 2022. AaTASI and AaMFS1 Genes for Biosynthesis or Efflux Transport of
Tenuazonic Acid and Pathogenicity of Alternaria alternata. Molecular Plant-Microbe Interactions, 35,
416-427, https://doi.org/10.1094/MPMI-12-21-0300-R.

Van der Westhuizen L., Shephard G.S., Snyman S.D. ez al., 1998. Inhibition of sphingolipid biosynthesis
in rat primary hepatocyte cultures by fumonisin B1 and other structurally related compounds. Food
and Chemical Toxicology, 36, 497-503, https://doi.org/10.1016/50278-6915(98)00012-x.

Wang H., Guo Y., Luo Z. et al., 2022. Recent Advances in Alternaria Phytotoxins: A Review of Their
Occurrence, Structure, Bioactivity, and Biosynthesis. Journal of Fungi, 8, 168, https://doi.org/10.3390/
jof8020168.

Wenderoth M., Garganese F, Schmidt-Heydt M. et al., 2019. Alternariol as virulence and coloniza-
tion factor of Alternaria alternata during plant infection. Molecular Microbiology, 112, 131-146,
https://doi.org/10.1111/mmi.14258.

Woudenberg J.H.C., Seidl M.E, Groenewald J.Z. et al., 2015. Alternaria section Alternaria:
Species, formae speciales or pathotypes? Studies in Mycology, 82, 1-21, https://doi.org/10.1016/j.
simyc0.2015.07.001.

118


https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.849243
https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.849243
https://doi.org/10.1002/mnfr.200700379
https://doi.org/10.1002/mnfr.200700379
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-6707-0_2
https://doi.org/10.1007/s12550-013-0180-0
https://doi.org/10.1007/s12550-013-0180-0
https://doi.org/10.1016/j.mrgentox.2016.02.001
https://doi.org/10.1128/mbio.00219-22
https://doi.org/10.1021/acs.chemrestox.1c00364
https://doi.org/10.1021/acs.chemrestox.1c00364
https://doi.org/10.1016/j.fct.2022.113524
https://doi.org/10.1007/s00204-023-03636-8
https://doi.org/10.1007/BF00497278
https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2015.10.003
https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2015.10.003
https://doi.org/10.1016/j.cofs.2016.08.007
https://doi.org/10.1016/j.cofs.2016.08.007
https://doi.org/10.1016/j.mrfmmm.2012.09.001
https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2020.05.018
https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2020.05.018
https://doi.org/10.1094/MPMI-12-21-0300-R
https://doi.org/10.1016/s0278-6915(98)00012-x
https://doi.org/10.3390/jof8020168
https://doi.org/10.3390/jof8020168
https://doi.org/10.1111/mmi.14258
https://doi.org/10.1016/j.simyco.2015.07.001
https://doi.org/10.1016/j.simyco.2015.07.001

Chapitre 10
Autres toxines d’Aspergillus spp.
et Penicillium spp.

Nolwenn Hymery et Monika Coton

» Introduction

Les Aspergillus et Penicillium sont des champignons filamenteux ubiquitaires trés
fréquemment rencontrés sur une large diversité de substrats dans la chaine alimen-
taire. De nombreuses especes sont des saprophytes (c.-a-d. contamination des
aliments surtout a partir de la récolte), d’autres sont commensales (c.-a-d. contami-
nation des plantes au champs). Les especes appartenant aux deux genres sont bien
connues pour leur forte capacité a produire de nombreux métabolites spécialisés qui
peuvent contribuer aux différents processus biologiques des champignons dont la
compétition, la communication voire d’autres interactions microbiennes. Parmi eux,
les mycotoxines sont toxiques pour ’humain et/ou I’animal.

Les especes toxinogenes majeures rencontrées dans diverses matrices ou aliments
ainsi que les mycotoxines produites sont détaillées dans le tableau 10.1, celles-ci
présentant des structures chimiques variées. A noter que certaines espéces d’As-
pergillus et de Penicillium produisent également des mycotoxines d’importance
telles que les aflatoxines, 'ochratoxine A et la patuline, qui font I'objet de chapitres
spécifiques et dont les teneurs dans les aliments sont soumises a une reglementa-
tion européenne (voir chapitre 20). Cependant, ce n’est pas le cas pour toutes les
mycotoxines, telles que les roquefortines, I’acide cyclopiazonique ou la toxine PR
produits essentiellement par les Penicillium spp., ou encore la stérigmatocystine, la
terréine ou 'acide 3-nitropropionique générés par des Aspergillus spp.
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Tableau 10.1. Mycotoxines produites par Penicillium et Aspergillus spp.

Mycotoxines Formule chimique, structure, Exemples d’espéces Denrées
structure du squelette et poids productrices alimentaires et
moléculaire (g . mol™!) aliments pour
animaux ou ces
especes ont été
identifiées*
Acide CyoHyN,O; A. flavus Céréales, cacao,
cyclopiazonique H,C 0 A. minisclerotigenes épices, fromages,
fruits, fruits a
A. oryzae coque/cacahueétes,
A. tamarii maticres premicres
P. biforme tropicales, mais,
P camemberti saucissons, sauce
var. camemberti soja, riz, ensilage
Hybride (PKS/NRPS)
P. fuscoglaucum
336,4
P. griseofulvum
P. palitans
Acide C,7H»O¢ P. bialowiezense Caf¢,
mycophénolique CH, P. roqueforti cha'mpignons, eau,
HO A P. chrysogenum :ns.l lage,, fromages,
ruits, [égumes,
0 H:’C\O P. brevicompactum  mais, pain,
P. carneum pain de seigle,
Hvbri A. pseudoglaucus produits laitiers,
ybride (PKS-TC) p 8! saucissons/
320,3 charcuteries
Acide C;H;NO, A. oryzae Cacahuetes,
3-nitropropionique o A. flavus céréales, fruits a
o /\/U\ coque, fruits secs,
\N+ OH sucre de canne,
b' mais, graines,
produits fermentés
119,1

asiatiques

Acide sécalonique D C;,H;,044

Ho' G
o o

l

HsC

Polycétide (PKS)
638,6

P. chrysogenum

Grains, mais,
produits secs ou
salés, produits
riches en sucrose
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Mycotoxines Formule chimique, structure, Exemples d’espéces Denrées
structure du squelette et poids productrices alimentaires et
moléculaire (g . mol™!) aliments pour
animaux ou ces
especes ont été
identifiées*
Acide sécalonique F C3,H3,0 1,4 P. chrysogenum
A. brunneoviolaceus
HsC
Polycétide (PKS)
638,6
Andrastine A CysH330, P. bialowiezense Caf¢,
P. carneum champignons,
fruits, Iégumes,
P. corylophilum . s
pain, pain de
s P. paneum seigle, produits
P. roqueforti laitiers, saucissons
P rubens / charcuteries,
' ensilage
Polycétide (PKS)
486,6
Citréoviridine Cy3H3,0¢ P. citreonigrum Riz
o A. terreus
Citrinine C3H405 P. citrinum Céréales, épices,
O OH P. expansum fromages, fruits,
p fruits a coque,
HO 0 . Verrucosum saucissons,
0% “CH, viandes séchées
CH, CH,
Polycétide (PKS)
250,25
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Mycotoxines

Formule chimique, structure,
structure du squelette et poids
moléculaire (g . mol!)

Exemples d’espéces
productrices

Denrées
alimentaires et
aliments pour
animaux ou ces
especes ont été

identifiées*

Erémofortine A

P. roqueforti

Ensilage, fromages

Erémofortine B

Cy7H,05
0
0
-~
0
o CHj,
K, o™ on,
H,c™ 0
Terpene (TC)
306,4
Ci5Hy05
0
o
CH,

HO

CH,
CH, CH,

Terpene (TC)
248,3

P. roqueforti

Ensilage, fromages

Fumigaclavine A
etB

A CgH,N,0,

Alcaloide (DMATS)
298,4

Alcaloide (DMATYS)
256,3

P. palitans

A. fumigatus

Eau, pain de
seigle, saucissons /
charcuteries
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Mycotoxines Formule chimique, structure, Exemples d’espéces Denrées
structure du squelette et poids productrices alimentaires et
moléculaire (g . mol™!) aliments pour
animaux ou ces
especes ont été
identifiées*
Gliotoxine CsH;4,N,O,S, A. fumigatus Céréales, fruits
secs, grains,
ensilage
Peptide non ribosomique
(NRPS)
326,4
Griséofulvine C,;H,,ClIO; P. griseofulvum Céréales, pommes
HyC P. sclerotigenum de terre, patates
douces
?
CH, ©
Polycétide (PKS)
352,8
Iso-fumigaclavine A A : C;gH»,N,O, P. carneum Eau, fromages,
etB CH, pain de seigle,

saucissons /
charcuteries

<

Alcaloide (DMATS)

298,4
B : C,H,,N,O
CHj

HO,,.

“CHj,
N
H
Alcaloide (DMATS)
256,3
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Mycotoxines

Formule chimique, structure, Exemples d’espéces

Denrées
alimentaires et
aliments pour
animaux ou ces
especes ont été

identifiées*

Méléagrine

structure du squelette et poids productrices
moléculaire (g . mol!)
Cy3Hp3N;O, P. allii

P. chrysogenum

Fruits a coque,
légumes (oignon,

HsC P rub ail), produits secs
Hzcd /CH3 - rubens ou salés, produits
e ,,,/," N/O riches en sucrose
-N—H
—0O
HO H
o N
Y
\ N
Hybride (DMATS NRPS)
433,5
Pénitréme A C37H,,CINOg P. carneum Pain de seigle,
H,C P. crustosum s:':\ucisson’s, ;
H k\CH3 viandes séchées

(¢]

5 . CH
H O"H ’
H,C
Terpene (TC)
634,2
Roquefortine C C,H»N50, P. allii Céréales,
P. carneum ensilages,

H,C o
A

P. chrysogenum

N N
. / /) P. crustosum
N P expansum
° P. gri i
Hybride (DMATS NRPS) - griseofulvum

389.4 P. paneum
P. roqueforti
P. rubens

P. sclerotigenum

fromages, fruits,
fruits a coque,
légumes, mais,
pain, pain de
seigle, saucissons
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Mycotoxines Formule chimique, structure, Exemples d’espéces Denrées
structure du squelette et poids productrices alimentaires et
moléculaire (g . mol™!) aliments pour
animaux ou ces
especes ont été
identifiées*
Roquefortine D C,H,5N50, P. carneum Céréales, ensilage,

H.C 0 P. roqueforti

! /) P. crustosum

P. expansum

P. chrysogenum

P. griseofulvum

fromages, fruits,
fruits a coque,
légumes, mais,
pain, pain de
seigle, saucissons

Hybride (DMATS NRPS)
391,5 P. paneum
P. rubens
P. sclerotigenum
Stérigmatocystine C3sH,0¢ A. creber Céréales, cacao,
A. nidulans épices, fruits a
coque / cacahuetes,
A. protuberus frui
ruits secs,

OH 4. versicolor grains, herbes,
produits laitiers,
riz, aliments

5 déshydratés
© H © (|) (herbes, épices...),
CH, salami, mais
Polycétide (PKS)
3243
Terréine CgH 1O4 A. terreus™* Ecorces de riz
o] A. flavipes**
.OH
= OH

HsC

Polycétide (PKS)

154,2

Toxine PR C,7H,0¢ P. roqueforti Céréales, ensilage,
0 P rubens fromages (mais
probablement
dégradée
en d’autres
0 ¥ X0 . .
CH > composés), mais
/& CH; 753 CH,

H,C™ ™0

Terpene (TC)

320,3
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Mycotoxines Formule chimique, structure, Exemples d’espéces Denrées
structure du squelette et poids productrices alimentaires et
moléculaire (g . mol!) aliments pour

animaux ou ces
especes ont été
identifiées*

Versicolorine A CsH,,0, A. versicolor Céréales, épices,
fromages, fruits a
coque / cacahuetes,
grains, produits
secs ou salés

Polycétide (PKS)
338,3

NRPS : peptide synthétase non ribosomique ; PKS : polycétide synthase ; TC : terpene cyclase ; DMATS :
diméthylallyle tryptophane synthase. * En gras : contamination par des mycotoxines décrites.

Source des structures chimiques : https:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov. Exemples de souches productrices :
Samson et al., 2019 (sauf indiqués par **).

» La citrinine

La biosynthese de la citrinine (CIT) implique un cluster de plusieurs génes, tres
homologues entre les especes de Monascus et Penicillium connues comme produc-
trices, dont un géne d’importance codant pour la citrinine synthase (Geisen et al.,
2018). La CIT est formée suite a la condensation d'un acétyl-CoA et de quatre
molécules de malonyle-CoA, et sa biosynthése chez certaines Penicillium spp. serait
modulée par plusieurs facteurs, dont la température, I’activité de I’eau ou encore
le pH, sauf chez Penicillium citrinum qui est décrite comme fortement productrice.
La CIT est reglementée uniquement dans le cadre des compléments alimentaires
a base de riz fermenté avec de la levure de riz rouge (Monascus purpureus) et se
retrouve dans de nombreuses matrices telles que les céréales, les fruits ou encore les
produits salés (fromages, salaisons et charcuteries).

La CIT est une molécule de faible masse molaire, constituée d'un benzopyrane
phénolique. Diverses bioactivités in vitro, notamment des propriétés antibacté-
riennes, antifongiques, anticancéreuses et neuroprotectrices, ont été décrites.
Malgré la présence de propriétés antibiotiques, la CIT n’a jamais été exploitée a
des fins thérapeutiques, car elle présente des effets toxiques sur les mammiferes.
De nombreuses lignées cellulaires humaines et espéces animales ont été utilisées
pour étudier sa toxicité. Outre ses propriétés immunotoxiques, hépatotoxiques,
tératogeénes et embryotoxiques, elle est surtout reconnue pour sa néphrotoxicité. Sur
les cellules rénales bovines, elle induit une cytotoxicité (Coton et al., 2019). Dans les
tissus, des Iésions rénales et des effets sur le métabolisme hépatique ont également
été observés. Cette mycotoxine est souvent produite simultanément avec 'OTA. Il a
¢été observé la formation d’un adduit ADN C-C8dG-OTA a la suite d’une exposition
conjointe a la CIT et a 'ochratoxine A.
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De plus, la CIT possede un mécanisme d’action impliquant le métabolisme mito-
chondrial. Chez le rat, il a été observé que, dans les mitochondries des cellules
hépatiques et rénales, elle inhibe plusieurs enzymes, notamment la malate déshy-
drogénase et la glutamate déshydrogénase, ainsi que le complexe ATP synthase
impliqué dans la chaine respiratoire.

» Lacide 3-nitropropionique

Identifié pour la premiere fois en Chine, aprés 'ingestion de canne a sucre moisie,
’acide nitropropionique (3-NP) a provoqué un trouble du mouvement comprenant
la dystonie et la chorée. Ce composé, de faible poids moléculaire (199,08 g/mol), est
produit par les especes Aspergillus oryzae et A. flavus. 1l est décrit comme un inhibiteur
irréversible du complexe II mitochondrial. Le 3-NP entraine un dysfonctionnement
mitochondrial aprés une administration systémique en inhibant la succinate déshy-
drogénase du complexe mitochondrial II, entrainant ainsi des symptomes similaires a
ceux de la maladie de Huntington chez les animaux et ’humain. Linhibition aigiie et
chronique de la succinate déshydrogénase par injection systématique de 3-NP a été
utilisée pour produire également des modeles animaux de la maladie d’Alzheimer
chez le rat et le singe. En fait, les noyaux gris centraux du cerveau semblent particu-
licrement sensibles aux effets de cette toxine. La neurotoxicité du 3-NP implique trois
processus en interaction, a savoir la déficience énergétique, I'excitotoxicité et le stress
oxydant. Cependant, les mécanismes par lesquels le 3-NP produit des Iésions dans
le striatum ne sont pas enticrement caractérisés. Bien que l'altération du métabo-
lisme énergétique se produise dans toutes les cellules du corps et du cerveau, c’est le
striatum des noyaux gris centraux qui est le plus gravement touché, en partie a cause
d’une vulnérabilité préférentielle a I'inhibition du cycle de I'acide tricarboxylique des
neurones GABAergiques qui constituent la majeure partie des neurones du striatum.

» La terréine

La terréine (Ter A) est une mycotoxine de faible poids moléculaire (154,16 g/mol).
Sa voie de biosynthese a été récemment décrite et élucidée chez Aspergillus terreus
et implique un cluster de 11 genes (~ 33 kpb). Elle met en jeu une enzyme de type
polycétide synthase, Ter A, qui génere trois composés intermédiaires, mais un autre
composé, le 6-hydroxymelléine, a été également démontré comme intermédiaire clé
dans sa biosynthese. Ter A fait partie des métabolites majeurs produits par A. terreus
et sa biosynthese est fortement induite sur des milieux a base de dérivés végétaux
comme la pomme de terre. Ce métabolite pourrait avoir de nombreuses activités
écologiques (antisouillure, inhibition de la croissance des plantes), antimicro-
biennes, antioxydantes et antiprolifératives.

Lactivité antiproliférative a été étudiée notamment sur les cellules cancéreuses. Des
inhibitions de la prolifération des cellules cancéreuses du sein, de 'angiogenese dans
la lignée cellulaire (LNCaP-CR) du cancer de la prostate stimulée par les androgenes,
de la viabilité cellulaire et de la prolifération sur des cellules épithéliales cancéreuses
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pulmonaires ont été démontrées (Buachan et al., 2021). Ter A agit également comme
un inhibiteur du protéasome en réduisant I'activité de la chymotrypsine et favorise
I'apoptose dans les lignées cellulaires tumorales du poumon humain (NCI-H292).
Ter A est capable de supprimer les processus angiogéniques des cellules cancéreuses
pulmonaires humaines, notamment la sécrétion du facteur de croissance de I’endo-
thélium vasculaire (VEGF), la formation de tubes capillaires et 'interaction VEGF/
VEGFR2. Ces phénomenes s’accompagnent d’une réduction des niveaux des inté-
grines, de FAK (Focal Adhesion Kinase) et de leurs médiateurs en aval (par exemple
PI3K, AKT, mTORCI1 et P70S6K) (Buachan et al., 2021).

» La gliotoxine

La gliotoxine est un dipeptide cyclique de la classe des épipolythiodioxopipérazines.
Un cluster de 13 genes impliqué dans sa biosynthese a été décrit chez Aspergillus
fumigatus et sa biosynthése est surtout induite et régulée par un facteur de transcrip-
tion Zn(II),Cys, finger, GliZ. D’autres facteurs tels que le pH, la température ou
encore I'aération peuvent également influencer sa biosynthese. La gliotoxine peut
étre rencontrée comme contaminant dans les fruits secs, le mais, le sorgho ou encore
dans les ensilages en alimentation animale.

Plusieurs propriétés potentiellement d’intérét ont été décrites. Hormis ses propriétés
fongicides et insecticides pour lutter contre les maladies des plantes, en particulier
des maladies du riz comme le mildiou, la pyriculariose et le rabougrissement, la
gliotoxine possede des propriétés intéressantes pour ’humain. Elle peut inhiber la
prolifération des cellules tumorales et la réplication de ’ARN viral, induire I'apop-
tose des cellules stellaires hépatiques et entraver I'expression du facteur nucléaire
kappa B (NF-xB) (Scharf et al., 2016). En ciblant le protéasome 20S responsable
de la dégradation de la protéine IK-Bo. se liant spécifiquement a NF-xB, la glio-
toxine peut supprimer 'activité de NF-xB qui est étroitement associée a la fonction
d’angiogenese, a la réponse immunitaire et a la prolifération cellulaire (Ye et al.,
2021). Ce mécanisme explique le fait que la gliotoxine est capable de réprimer la
fonction des cellules présentatrices d’antigenes et d’induire I'apoptose des mono-
cytes, a l'origine des effets immunoévasifs sur les cellules T et les cellules présenta-
trices d’antigenes (Stanzani et al., 2005). La gliotoxine pourrait également atténuer
le développement de la fibrose hépatique et de la cirrhose dans un modele de rat
thioacétamide, par I'induction de I'apoptose des cellules stellaires hépatiques acti-
vées dans le foie (Scharf ef al., 2016). Enfin, en raison de son interaction avec les
protéines membranaires, la gliotoxine est capable de pénétrer facilement et d’al-
térer la barriere hématoencéphalique (Patel et al., 2018).

» Lacide cyclopiazonique

Lacide cyclopiazonique (CPA), un composé de type acide indole-tétramique, est produit
par plusieurs especes de Penicillium et Aspergillus, la premiere espece décrite comme
productrice ayant été Penicillium cyclopium. Chez P. camemberti var. camemberti, un
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cluster de 6 genes impliqués dans la biosynthese de CPA a été décrit, dont un gene
codant pour I'enzyme clé, CpaA, une polycétide synthase-non-ribosomale peptide
synthétase (PKS-NRPS) (Ropars et al., 2020), alors qu’il s’agit d’un cluster de 7 génes
chez Aspergillus oryzae et A. flavus incluant un facteur de transcription putatif, CpaR
(Shinohara et al., 2011). Lespece P. camemberti var. caseifulvum et des souches indus-
trielles d’A. oryzae ne sont pas capables de produire cette mycotoxine, alors que P.
camemberti var. camemberti et A. flavus sont productrices. Cela est dfi a une mutation
du géne codant pour 'enzyme clé CpaA qui la rend non fonctionnelle. Cette mutation
peut étre un marqueur d’adaptation de ces especes au cours de leur domestication.
En ce qui concerne 'occurrence de cette mycotoxine, elle est retrouvée dans plusieurs
matrices, dont les céréales, les fruits a coque, les produits fermentés salés (fromages,
salaisons, sauce soja...), les fruits, ainsi qu’en alimentation animale.

La toxicité in vivo du CPA a été étudiée chez de nombreuses espeéces animales telles
que les rongeurs, le porc et le poulet. Il s’agit d’un inhibiteur puissant, spécifique et
réversible de ’ATPase activée par le calcium dans les réticulums sarcoplasmique et
endoplasmique de différents tissus. Cependant, I'affinité de I’enzyme pour le CPA
dépend de I’état conformationnel du complexe Ca?*/ATPase. Chez le rat, les valeurs
de DL, ont été établies respectivement a 2,3 mg/kg p.c. et 36 mg/kg p.c., apres admi-
nistration intrapéritonéale et orale, respectivement a 13 mg/kg et 64 mg/kg chez la
souris pour les mémes voies d’administration.

Les études en toxicité chronique a moyen et long termes ont montré I'existence de
plusieurs organes cibles comme les muscles, le foie et la rate. En ce qui concerne les
autres mammiferes, le porc est 'espece la plus sensible. Aucun effet cancérogeéne ni
génotoxique n’a été mis en évidence a ce jour. Parmi les autres effets toxiques décrits,
le CPA a montré un potentiel immunomodulateur conduisant a des effets immuno-
suppresseurs. In vitro, le CPA inhibe la différenciation des macrophages humains
(Hymery et al., 2014). Les études subchroniques sur des rongeurs ont mis en évidence
une lymphopénie aprés une administration intrapéritonéale. Des propriétés stimu-
lantes du CPA sur la sécrétion de cytokines ont été observées in vitro. En effet, au
niveau des macrophages murins WEHI-3, le CPA stimule la sécrétion d’IL-6 et des
observations similaires ont €té faites sur des macrophages péritonéaux de souris.

» Les mycotoxines trémorgénes

Les toxines trémorgenes forment un vaste groupe comprenant une vingtaine de
composés, dont les principaux sont I’aflatréme, les fumitrémorgenes A et B, la paxil-
line, les pénitremes A et E, les roquefortines et la tryptoquivalline. Elles posent
un probléme préoccupant en santé humaine et animale (animaux de compagnie
et d’élevage), car elles sont fréquemment identifiées dans le mais, les fourrages
et ensilages, ainsi que dans les viandes fermentées et les fromages. On peut citer
I'exemple de la roquefortine C qui est retrouvée dans certains fromages bleus, en
raison de l'utilisation de Penicillium roqueforti dans la maturation de ces fromages.
Le cluster de geénes impliqués dans sa biosynthese a été d’abord mis en évidence chez
P. chrysogenum et implique des genes corégulés dans la biosynthese de la roquefor-
tine C et la méléagrine (Garcia-Estrada et al., 2011), alors que chez P. roqueforti la
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voie ne contient que 4 genes et un pseudogene permettant la biosynthese de la seule
roquefortine C (Kosalkova et al., 2015).

Ces toxines sont qualifiées de trémorgenes compte tenu de leur neurotoxicité qui
se manifeste par des tremblements et des crises épileptoides pouvant conduire a la
mort. Ces symptdmes neurologiques pourraient étre dus a la capacité des toxines
trémorgenes a stimuler la libération de neurotransmetteurs excitateurs (aspartate
et glutamate) et a inhiber la sécrétion des neurotransmetteurs inhibiteurs comme
I’acide y-aminobutyrique.

La roquefortine C est une mycotoxine ayant des propriétés neurotoxiques. Cette
dicétopipérazine modifiée, qui présente une activité bactériostatique contre
les bactéries Gram-positives, interagit par liaison au fer héminique avec le cyto-
chrome p450 et interféere avec la synthese de ’ARN. Elle présente également une
toxicité aigiie sur les monocytes et cellules intestinales humaines, couplée a un
effet synergique ou additif en coexposition avec I'acide mycophénolique (Fontaine
et al., 2016). Les études in vitro chroniques sur les cellules intestinales humaines ont
montré une altération de la barri¢re intestinale (Hymery et al., 2018).

» Lacide mycophénolique

La voie de biosynthese de I'acide mycophénolique (MPA), qui implique 7 génes
regroupés au sein dun cluster d’environ 24 kpb, a été mise en évidence chez
Penicillium brevicompactum (Regueira et al., 2011) et P. roqueforti (Del-Cid et al.,
2016 ; Gillot et al., 2017). Chez P. roqueforti, le géne mpaC, codant pour une polycé-
tide synthase, est une enzyme clé dans sa biosynthese et la production de MPA est
dépendante de la souche (Gillot et al., 2017). De maniére frappante, la structure des
populations récemment décrites au sein de 'espece P. roqueforti (Coton et al., 2020 ;
Crequer et al., 2023) a démontré que toutes les souches appartenant a la population
fromagere « non-Roquefort » ont perdu leur capacité a produire cette mycotoxine,
ce qui peut étre expliqué par une délétion de 174 pb dans le gene mpaC (Gillot et al.,
2017). Concernant I’occurrence de cette mycotoxine, elle a été le plus fréquemment
décrite dans les produits laitiers (dont les fromages a pate persillée), les produits de
salaisons (saucissons, jambon séché...), les fruits et en alimentation animale, surtout
dans le mais et ’ensilage. Dans les ensilages, on retrouve souvent des contamina-
tions fongiques par P. roqueforti, mais aussi par une autre espece productrice de
MPA, Byssochlamys nivea.

Le MPA ou ses formes associées (mycophénolate mofétil, MMF) étant utilisés pour
des applications médicales, leur mécanisme d’action est bien décrit. Il repose sur
I'interférence de la synthése des purines par I'inhibition de I'inosine-5’-monophos-
phate déshydrogénase (IMPDH). Les effets cytotoxiques du MPA ont été étudiés
sur plusieurs types de cellules humaines, en particulier sur les lymphocytes et les
monocytes. Dans ce cadre, il a été observé une inhibition de la prolifération des
cellules monocytaires, un arrét de la division du cycle cellulaire en phase S et une
augmentation de I'apoptose sur des lignées cellulaires lymphocytaires T (MOLT-4) et
monocytaires (THP-1 et U937). 1l a été également rapporté que le MPA supprimait
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la maturation des cellules dendritiques, induisait la différenciation de la lignée cellu-
laire monocyte-macrophage humaine, diminuait 'expression de linterleukine-1
(IL-1) et augmentait I'expression de ’antagoniste du récepteur de I'IL-1. Ces effets
cytotoxiques du MPA présentent des propriétés pertinentes (antiprolifératives,
immunosuppressives et anti-inflammatoires) pour le traitement de la transplanta-
tion et de I'arthrite rhumatoide. La co-occurrence avec la roquefortine C a incité
Fontaine et ses collaborateurs (2016) a évaluer leur toxicité aigiie in vitro sur cellules
intestinales et immunitaires, en montrant notamment un effet synergique ou additif
en fonction des concentrations.

» Latoxine PR

La toxine PR, un sesquiterpene bicyclique de la classe des érémophilanes, a été
décrite pour la premiere fois comme métabolite secondaire de P. roqueforti. Elle
est également produite par Penicillium rubens (espéce proche de P. chrysogenum).
Cette mycotoxine est synthétisée par ’enzyme aristolochéne synthase a partir du
farnésyl-pyrophosphate. Grace aux données récentes du séquencage du génome de
P. roqueforti, 1a voie de biosynthese a été décrite et inclut 11 génes dans une région
d’environ 22,4 kpb (Hidalgo et al., 2017). Lors de la biosynthése, d’autres érémophi-
lanes, comme les érémofortines A et B, sont également synthétisés et peuvent parfois
s’accumuler lors de cultures de P. roqueforti. La production ou I’accumulation de ces
composées est variable et dépendante de la souche chez P. roqueforti (Gillot et al.,
2017). La toxine PR se retrouve dans différentes matrices, en particulier ’ensilage
ou le mais utilisé pour I’alimentation animale, ce qui peut poser un risque sani-
taire du fait de sa toxicité. Elle peut également étre détectée dans d’autres denrées
alimentaires telles que les céréales ou le fromage. Dans des matrices comme les
fromages a pate persillée, elle n’est pas considérée comme stable et est convertie en
d’autres composés tels que la PR-imine, la PR-acide ou encore la PR-amide.

Concernant sa toxicité, la toxine PR est considérée comme la plus toxique parmi
toutes les mycotoxines produites par P. roqueforti. De maniere générale, les animaux
consommant de la nourriture contaminée peuvent développer des symptomes
comme l'inappétence, I'arrét de la rumination ou bien des gastroentérites. Bien
que la toxine PR soit identifiée depuis longtemps, la littérature ne contient que peu
de données sur sa toxicité et les mécanismes toxicologiques impliqués. Des études
antérieures réalisées il y a pres de 40 ans ont montré qu’elle est mortelle pour les
rats et les souris et que les valeurs de la dose 1étale médiane (DLs) sont respective-
ment de 115 et 5,8 mg/kg apres administration par voie orale chez le rat et par voie
intrapéritonéale chez la souris. Les dérivés de la toxine PR tels que la PR-imine
se sont révélés moins toxiques chez les souris apres une exposition aigiie. En ce
qui concerne les études de génotoxicité, la toxine PR a induit des liaisons transver-
sales ADN-protéine dans la chromatine de cellules cultivées et de noyaux de foie
de rat isolés. Elle a été précédemment décrite en tant qu’inhibiteur, a des concen-
trations élevées, de I'activité succinate-cytochrome c-réductase, principalement par
l’action inhibitrice sur la succinate déshydrogénase. Ce mécanisme pourrait expli-
quer I'induction de la nécrose cellulaire sur les cellules intestinales et immunitaires
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humaines, qui est également associée a une activation transcriptionnelle des cyto-
kines pro-inflammatoires (Hymery et al., 2017).

» La stérigmatocystine

La stérigmatocystine (STE) est un des précurseurs de I’aflatoxine B1. Les genes impli-
qués dans la biosynthese de STE font partie de la voie de biosynthése des aflatoxines,
qui comprend 25 génes dans une région d’environ 70 kpb (voir chapitre 1). Une autre
mycotoxine, la versicolorine A, est également un intermédiaire dans cette voie de
biosynthese et peut aussi contaminer des aliments. En ce qui concerne la STE, elle
contamine de nombreuses matrices au champ, mais aussi des produits alimentaires,
dont les grains et céréales, le riz, le café, les épices et les produits laitiers. Elle se
retrouve également dans différentes matrices utilisées en alimentation animale.

La STE est cytotoxique sur plusieurs lignées cellulaires et animales, et elle
possede, a I'image des aflatoxines, une activité immunomodulatrice et mutagene,
en induisant en outre une inhibition du cycle cellulaire (Diaz Nieto et al., 2018).
Les études ont montré qu’elle induit des tumeurs chez plusieurs especes animales,
telles que la souris, le rat, le singe et le poisson, apres des administrations orales,
intrapéritonéales, sous-cutanées et cutanées. Les tumeurs malignes comprennent
des carcinomes hépatocellulaires, des hémangiosarcomes du foie et des adénomes
pulmonaires (Efsa, 2013 ; Pfeiffer et al., 2014). Le mécanisme de mutagénicité est lié
a la formation du groupe époxy, qui est tres réactif. Cette espece réactive peut étre
liée de maniere covalente a ’ADN en générant des adduits STE-N7-guanine. Un
autre mécanisme a ¢té toutefois proposé par Pfeiffer ef al. (2014), qui ont suggéré
que I’hydroxylation du cycle aromatique générait un catéchol. Ce dernier peut réagir
avec ’ADN. La STE est classée dans le groupe 2B du CIRC, comme agent possible-
ment cancérogéne pour ’humain.

» Conclusion

La présence dans I’alimentation humaine ou animale de nombreuses mycotoxines
non réglementées produites par les espéces de Penicillium et d’Aspergillus a été
rapportée. Leur présence dans ces matrices est liée a une contamination fongique
en amont, qui peut survenir a tous les stades de la chaine alimentaire, en fonction
des especes toxigéniques et des substrats. Leur production dépend notamment
des conditions environnementales (c.-a-d. température, humidité relative, CO,,
lumiere...). Le réchauffement climatique pourrait donc augmenter le dévelop-
pement d’espéces toxinogenes et la production des mycotoxines. Les futurs défis
concernant les mycotoxines évoquées dans ce chapitre sont, d'une part, d’acquérir
une meilleure connaissance des conditions favorisant le développement fongique
ainsi que des interactions entre especes, mais également de la biosynthése de ces
mycotoxines. D’autre part, il apparait essentiel d’évaluer leur toxicité seule ou en
mélange, en exposition chronique et aigiie, afin de mieux évaluer les risques.
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Chapitre 11
Principales mycotoxines produites
par les champignons endophytes
de graminées

Philippe Guerre

» Introduction

Est qualifié d’endophyte tout micro-organisme qui se développe pour tout ou
partie a I'intérieur d’'un végétal. Ce mode de développement est décrit pour diffé-
rentes especes fongiques du genre Neotyphodium, parmi lesquelles les especes
N. coenophialum et N. lolii, respectivement rencontrées dans la fétuque élevée
(Lolium arundinaceum) et le ray-grass anglais (Lolium perenne), sont les plus
connues. En échange d’une protection et de nutriments, Neotyphodium confere a
la plante divers avantages comme une meilleure tolérance aux stress et aux rava-
geurs, notamment due a la production de plus d’'une quarantaine de mycotoxines.
Lergovaline et le lolitrem B sont les plus toxiques pour les animaux herbivores et
sont a l'origine d’'un nombre varié d’intoxications, dont certaines ont été obser-
vées en France. De nombreuses herbacées fourrageres endophytées se sont déve-
loppées au cours du temps dans différents pays, les plus récentes produisant des
mycotoxines insecticides et nématocides sans danger connu pour les herbivores.
Apres avoir brievement présenté les champignons endophytes des graminées,
nous envisagerons les mycotoxines produites et leur toxicité dans le contexte de la
production fourragere frangaise.
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» Les champignons endophytes de graminées

Entre 20 et 30 % des graminées de la famille des Poaceae seraient colonisées
par différents champignons de la famille des Clavicipitaceae, dont Atkinsonella,
Balansia, Epichloé, Myriogenospora, Neotyphodium, Nigrocornus et Parepichloé pour
les plus connus (Cheplick et Faeth, 2009). La spécificité de I’endophyte pour une ou
plusieurs especes végétales est variable, des hybridations fongiques sont observées.
Lassociation champignon et plante, principalement décrite pour N. coenophialum et
L. arundinaceum, et N. lolii et L. perenne, est de type mutualiste : le champignon est
sous une forme strictement endophyte, il croit dans I’ovule et colonise les semences,
sa reproduction est asexuée. Des interactions de type antagoniste et de type pléio-
tropique sont également décrites (Repussard et al., 2013).

Le genre Neotyphodium, forme anamorphe (asexuée) du genre Epichloé
(Leuchtmann et al., 2014), est particulicrement étudié, car a I'origine de la produc-
tion de mycotoxines (Schardl ef al., 2012). La spécificité du Neotyphodium vis-a-vis
de son hote est forte, mais la fréquence d’infestation est variable. En Amérique et
en Afrique du Nord, 70 a 100 % des graminées sauvages seraient infectées, mais
peu d’associations sont trouvées. En Europe centrale et du Sud et en Asie, le taux
d’endophytes varie de 55 a 60 %, alors qu’en Europe du Nord et en Océanie moins
de 35 % des graminées seraient endophytées.

Neotyphodium est transmis par les semences, de la plante mere a la plante fille
(Repussard et al., 2013). Bien que Neotyphodium colonise ’espace intercellulaire
de toutes les parties de la graminée, un gradient de concentration croissant de la
base a I'apex a été mis en évidence. Les Neotyphodium produisent des hormones
végétales et enzymes qui modifient la photosynthese, la conductance stomatique et
I’ajustement osmotique. En présence de stress, 'endophyte apporterait une meil-
leure résistance a la secheresse, diminuerait le taux de fertilisation nécessaire a
la croissance végétale et confererait une meilleure capacité de compétition inter-
spécifique (Schardl et al., 2012). Les effets bénéfiques de I’endophyte pour la plante
varient toutefois beaucoup selon '’endophyte et le génotype de I’hdte. La production
de mycotoxines permettrait une meilleure résistance aux ravageurs de type insectes
ou nématodes, et également aux herbivores. Ainsi, la présence de Neotyphodium
dans différentes variétés de fétuques et ray-grass est exploitée depuis des décennies
en monoculture fourragere en Amérique, Australie, Nouvelle-Z¢élande. Comme ces
monocultures ont été aussi historiquement associées a de nombreux cas de myco-
toxicoses cliniques et a des pertes économiques majeures, cela a conduit au dévelop-
pement et a la commercialisation de variétés fourrageres endophytées productrices
de mycotoxines insecticides, mais non productrices de mycotoxines toxiques pour les
vertébrés herbivores (Guerre, 2015 et 2016).

A linverse de ce qui est observé en Amérique, Australie ou Nouvelle-Zélande, la
culture de variétés fourrageres endophytées n’a pas été commercialement exploitée
en France et, side telles variétés devaient étre présentées a I'inscription, il est probable
qu’elles correspondraient a celles ne produisant pas de mycotoxines toxiques pour le
bétail. Aussi, la problématique francaise des mycotoxines produites par endophytes
concerne les variétés sauvages ou les variétés non fourrageres. Plusieurs groupes et
especes d’endophytes ont été identifiés sur les graminées sauvages francaises (Gibert
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et al., 2012). Le taux moyen de Neotyphodium sur le ray-grass anglais est de 70 %,
mais il varie de 1 a 100 %. Il en va de méme pour de nombreuses autres especes de
graminées (Repussard et al., 2013).

» Les mycotoxines produites par le genre Neotyphodium

A la fin du x1x¢ et au début du xx¢ siécle, plusieurs cas d’intoxication d’équins,
ovins et bovins ont été répertoriés en Amérique, Asie, Europe, et Océanie, suite
a la consommation d’herbacées contaminées. Des appellations évocatrices, telles
«herbe endormie », « herbe ivre » ou « herbe tremblante », ont alors vu le jour. Dans
les années 1980-1990, ces toxicoses ont été reliées a la production d’alcaloides, dont
la nature et la teneur varient fortement (Guerre, 2015 et 2016). Plus de la moitié
des especes de Neotyphodium répertoriées produirait des alcaloides (figure 11.1)
appartenant aux groupes des alcaloides de l’ergot, des indole-diterpenes, des
1-aminopyrrolizidines (lollines) et des pyrrolopyrazines (péramine) (Guerre, 2015).
Les alcaloides de I’ergot et les indoles-diterpenes sont des molécules possédant des
acides aminés a cycle aromatique. Leurs effets biologiques concernent principale-
ment les mammiferes herbivores. Les lolines et la péramine sont de petites molécules
hétérocycliques ou aliphatiques, surtout toxiques pour les insectes et nématodes.

Lolitréeme B

Loline Péramine

Figure 11.1. Principales mycotoxines produites par le genre Neotyphodium.

Depuis les années 1980, des études ont été menées pour comprendre et dissocier le
rOle des mycotoxines du role du Neotyphodium dans la symbiose ; de nombreuses
variétés endophytées non productrices d’alcaloides de l'ergot (AE) et d’indole-
diterpeénes (ID) ont été développées (Forte et al., 2020 ; Hudson et al., 2021). Bien
que difficile a démontrer, le role des AE et des ID serait de conférer aux plantes une
résistance a la pature par diminution de 'appétence et évitement de I’ensemble du
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troupeau, qui contribuerait a expliquer le faible nombre de cas d’intoxication sur
prairies permanentes. En revanche, I'effet des mycotoxines sur les ravageurs suggere
une augmentation de la mortalité des adultes et une inhibition de la croissance des
larves. D’autres effets bénéfiques pour les plantes, telles une meilleure résistance
aux pathogenes (champignon, levures, bactéries, virus) et une meilleure tolérance
au stress hydrique, sont évoqués.

Les alcaloides de Uergot

Les alcaloides de I'ergot (AE) regroupent trois types : les clavines, les dérivés amides
(ergoamides) et les dérivés peptidiques (ergopeptines) de I’acide D-lysergique. Les
ergopeptines peuvent représenter jusqu’a 50 % des AE dans la fétuque élevée. Ce sont
des peptides non ribosomiques contenant de 'acide D-lysergique et trois acides aminés
qui varient d’'un composé a 'autre. Ils sont synthétisés par un complexe enzymatique
multifonctionnel qui regroupe un trés grand nombre de genes de différents clusters
(Repussard et al., 2013). Lergovaline est la plus abondante (Guerre, 2015).

Du fait d’une analogie structurale avec la noradrénaline, la dopamine et la séroto-
nine, les AE présentent une forte neurotoxicité pour les vertébrés. Leurs différences
physicochimiques leur conférent des différences pharmacologiques et toxicociné-
tiques. Les ergopeptines seraient les principales responsables des symptomes de
fescue toxicosis chez les animaux consommant de la fétuque élevée. D’autres alca-
loides de ce groupe peuvent avoir des effets importants.

Les indole-diterpénes

Les indole-diterpénes (ID) appartiennent au groupe de la paxilline dont on diffé-
rencie 9 types structuraux : les pénitréemes, les janthitrémes, les lolitrémes, I’afla-
treme, la paxilline, les paspalines/paspalinines/paspalitremes, les terpendoles,
les shearinines et les sulpinines (Guerre, 2016). Leur synthese, qui implique une
dizaine de génes répartis dans trois clusters, part d'un tryptophane (noyau indole).
Lexpression du gene /rmM, impliqué dans la synthése de la paspaline, précurseur
commun, serait fortement exprimée dans I’épillet pendant la phase préanthese,
puis apres la fécondation ainsi que pendant la germination (Repussard et al., 2013),
conduisant a des variations de concentrations en mycotoxines selon le stade de déve-
loppement des plantes.

Les indoles-diterpenes sont responsables d’une modification de la perméabilité des
canaux ioniques qui les rend trémorgenes chez les mammiferes et toxiques chez les
insectes. Les lolitremes A, B et F sont considérés comme les plus trémorgenes.

Autres toxines

Les 1-aminopyrrolizidines ou lolines proviennent de I'assemblage de deux acides
aminés : la proline et ’homosérine. Une dizaine de composés sont synthétisés par
les Neotyphodium et exercent une action nématocide et insecticide comparable a
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celle de la nicotine (Repussard et al., 2013 ; Schramm et al., 2019). La toxicité des
lolines pour les vertébrés est considérée comme faible.

La péramine est 'unique mycotoxine du groupe des pyrrolopyrazines produite par
Neotyphodium. Sa synthése n’impliquerait qu'un complexe enzymatique. Cette molé-
cule possede des propriétés toxiques et répulsives contre de nombreuses especes d’in-
sectes, mais est considérée comme peu toxique pour les vertébrés (Schardl ez al., 2013).

» Variations des concentrations en mycotoxines
dans la plante

La répartition des mycotoxines dans la plante varie en fonction du tissu, du stade
végétatif, du génotype de la plante et de I’endophyte, et de facteurs extrinseques tels
que l'eau, les minéraux, la température, le CO, atmosphérique, les ultraviolets, le
paturage et la fauche. En France, différentes études sur fétuque élevée et ray-grass
anglais endophytés révelent que les teneurs maximales en ergovaline et lolitreme B
sont atteintes a la fin du printemps et/ou a I'automne (Repussard et al., 2014a et b).
Elles peuvent alors atteindre ou dépasser les seuils réputés toxiques pour ovins et
bovins. Ces variations saisonnieres sont similaires a celles observées pour les mémes
plantes aux Etats-Unis, en Nouvelle-Zélande et Australie.

Lergovaline se concentre dans la tige et la gaine foliaire des feuilles d’age intermé-
diaire de la fétuque élevée et du ray-grass anglais. Le limbe des feuilles est la partie
qui en contient le moins. Les teneurs les plus élevées sont mesurées dans les tiges
(0,4-3 mg/kg de maticre seche, MS) et les graines (8-10 mg/kg MS). Le stade végétatif
est déterminant : sur prairies non paturées, le maximum est observé au printemps au
cours de la formation des graines (Repussard et al., 2014a et 2013) ; sur les prairies
paturées, il survient en été et a 'automne. Le risque d’intoxication animale varie ainsi
selon la période de I'année et le type d’élevage. De nouvelles variétés fourrageres
présentant les avantages de 'endophytisme pour la plante, sans en présenter les incon-
vénients pour les herbivores, sont développées (Hudson et al., 2021).

Les concentrations les plus élevées en lolitreme B se trouvent dans les tissus les plus
agés et sénescents, proches du talle (jusqu’a 6 mg de lolitreme B/kg MS) et dans
les graines, ou elles peuvent représenter jusqu’a 60 % de la quantité dans la plante
entiere (Repussard et al., 2014a). Les tissus les plus jeunes ont les teneurs les plus
basses (moins de 1 mg/kg MS).

La capacité de production des ID varie également selon le génotype de Neotiphodium.
Comme pour la fétuque, des variétés endophytées de ray-grass ne produisant pas de
lolitreme B sont aujourd’hui commercialisées (Forte ef al., 2020).

Les concentrations en lolines sont croissantes de la base a la partie apicale de la
plante. Les parties végétatives contiennent moins de 40 % des quantités totales,
alors que les épis ou panicules en contiennent de 60 a 80 %. Les teneurs en lolines
peuvent atteindre 20 000 mg/kg MS (Repussard et al., 2013).

De tous les alcaloides, la péramine est celui dont la répartition dans la plante hote
est la plus homogene, pouvant méme se trouver dans les racines. Cette homogénéité
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serait due a son hydrosolubilité, permettant sa dispersion dans toute la plante. Les
variations saisonnicres des concentrations en péramine seraient moins détermi-
nantes que pour les autres mycotoxines (Repussard et al., 2013). Dans le ray-grass
anglais endophyté par N. lolii, les niveaux en péramine sont voisins de 20 mg/kg MS
de la base a la pointe des feuilles.

» Principales mycotoxicoses

Les circonstances des intoxications par les mycotoxines produites par les champi-
gnons endophytes sont trés variables. Dans les pays ou la culture de fétuque ou ray-
grass anglais endophytés par Neotyphodium non sélectionnés est réalisée, comme
Amérique du Nord, Australie, Nouvelle-Zélande, les intoxications sont graves et
fréquentes, et occasionnent des pertes économiques importantes. La problématique
est bien connue et est a origine de la sélection de graminées endophytées produc-
trices de mycotoxines insecticides, peu toxiques pour les vertébrés. A I'inverse, en
France, ou les grainées fourrageres commerciales historiques ne contiennent pas
d’endophytes sauvages, les intoxications sont rares.

Intoxications par la fétuque élevée

Des cas de boiteries associés a la consommation de fétuque, qualifiés de fescue foot
disease, ont été rapportés sur bovins en Amérique du Nord, Australie et Nouvelle-
Zélande au x1x°¢ et début du xx° siecle, avant que leur étiologie ne soit attribuée a
I'ergovaline produite par N. coenophialum (Zbib et al., 2014a). Laffection se caracté-
rise par des boiteries débutant habituellement au niveau des postérieurs et pouvant
conduire a une nécrose du pied. Elle est principalement décrite en hiver alors que
I'ergotisme, de symptomatologie proche, survient en été.

Deux cas de toxicoses li€es a la consommation de fétuque élevée en culture mono-
spécifique ont été décrits en France (Repussard et al., 2013). Le premier cas sur
bovins charolais en Vienne, au cours de deux étés successifs particulierement chauds
et secs, s’est manifesté par de ’hyperthermie, un amaigrissement, une boiterie des
postérieurs et une nécrose de I'extrémité caudale. N. coenophialum était présent
sur plus de 50 % des plants, aucun dosage de toxine n’a été réalisé. Le deuxieme
cas sur une vache laitiere, dans les Landes en hiver, a entrainé une gangréne s¢che
des extrémités associée a de ’hyperthermie, de I’anorexie, de 1'agalaxie. N. coeno-
phialum était présent a hauteur de 15 % sur la prairie au printemps, aucun dosage
d’alcaloide n’a été réalisé.

Le Summer syndrome, le fat necrosis syndrome, une baisse de lactation et une alté-
ration des fonctions de reproduction sont des troubles plus rares également attri-
bués a cette intoxication. Le Summer Slump ou Summer syndrome est caractérisé
par une diminution du gain de poids, une intolérance a la chaleur, une salivation
excessive, une croissance anormale des poils, une élévation de la température, de
la nervosité, une diminution de la production laitiere et des problemes de fécon-
dité. Il concernerait bovins, ovins et équins, se traduisant principalement chez
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ces derniers par un épaississement du placenta conduisant a la mort du poulain
peu avant la naissance, et quelquefois a la mort de la mere, ou a une agalaxie.
Des températures anormalement élevées au cours d’étés particulicrement chauds
sont considérées comme déterminantes dans la survenue de l'affection (Zbib
et al., 2014a). La nécrose lipidique est une affection rare observée chez un grand
nombre d’especes animales, dont le mécanisme physiopathologique est une modi-
fication de la composition en acides gras des masses graisseuses abdominales, au
sein desquelles la vascularisation devient déficiente. Bien que différents facteurs
soient suspectés d’étre a I'origine de ces 1ésions, des reproductions expérimentales
réalisées sur bovins consommant de la fétuque endophytée suggerent son implica-
tion (Zbib et al., 2014a).

Intoxications par le ray-grass anglais

Des tremblements faisant suite a la consommation de ray-grass par les herbivores
et connus sous le nom de rye gras staggers disease sont décrits depuis le début du
xx¢ siecle en Nouvelle-Zélande. Observés sur ovins, bovins et équins, ces symptomes
sont également observés lors de la consommation d’ergot. Ils surviennent sur ray-
grass lors de la consommation de la partie basse des plantes et des hampes florales,
notamment a la suite d’'une période de sécheresse (Zbib et al., 2014a). Différentes
altérations biochimiques attribuables a la présence d’ergovaline dans les fourrages
contaminés sont aussi observées (Zbib et al., 2015).

Quatre cas impliquant du foin ou des patures de ray-grass anglais endophyté ont
été répertoriés en France (Repussard ef al., 2013). A titre d’exemple, un premier
cas survenu I’été sur un troupeau de vaches laitieres dans les Cotes-d’Armor a
conduit a des symptomes de type tremblements, incoordination motrice, perte de
poids apres deux semaines de consommation de ray-grass anglais. Une contamina-
tion de 30 % de la parcelle par Neotyphodium et des teneurs de 30 et 500 ug/kg MS
d’ergovaline et de lolitreme B y ont été mesurées. Un autre cas, caractérisé par
des tremblements de la téte et du cou, une démarche ébricuse et des contractures
des postérieurs, est apparu en €té dans un centre d’insémination artificielle sur des
taureaux, a la suite de la distribution de fourrage de ray-grass anglais cultivé pour
la production de semences. Des teneurs de 3 000 a 5 000 wg/kg MS de lolitreme B
y ont été mesurées.

» Toxicocinétique et mécanismes d’action

Les mycotoxicoses liées a la consommation de fourrages endophytés sont des affec-
tions complexes dont les toxines en cause sont multiples, rendant difficile I'identi-
fication d’un agent étiologique unique. Les reproductions expérimentales, souvent
réalisées par distribution de graines endophytées plutot que de fourrages, ont permis
de fixer des seuils de toxicité. Les effets des différents alcaloides en mélanges restent
toutefois largement méconnus, et méme si les lolines et la péramine ne sont pas
considérées comme des causes majeures dans les cas spontanés de mycotoxicoses,
aucune évaluation de leur innocuité n’a, a proprement parler, été réalisée.
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Fescue foot disease et ergovaline

Des intoxications expérimentales réalisées sur ovins et bovins ont permis d’établir
des seuils toxiques de 500 a 1 000 ug d’ergovaline par kilogramme d’aliment. Ces
seuils sont des moyennes, le jeune age et les températures extrémes (hautes ou
basses) étant des facteurs aggravants ; la production de lait serait a I'origine d’une
meilleure tolérance. Leffet de la durée d’exposition est complexe, une adaptation
des animaux ayant été décrite dans certaines études. Enfin, les facteurs génétiques
et le microbiote intestinal sont des facteurs importants de sensibilité, conduisant a
la sélection de bovins plus résistants (Koester et al., 2020). La prolactinémie est le
principal biomarqueur d’exposition, respectivement diminuée des la dose de 300 et
500 ng/kg d’aliment respectivement chez les bovins et ovins (Zbib et al., 2014a).

Lergovaline présente des analogies structurales avec la dopamine, la noradrénaline
et la sérotonine, a l'origine d’effets périphériques et centraux. Elle présente une
forte activité vasoconstrictrice qui se manifeste plus au niveau des veines que des
arteres, et serait principalement liée a fixation de la toxine aux récepteurs sérotoni-
nergiques de type 2, 'effet alpha-1 adrénergique étant moindre. Les vasoconstric-
tions sont longues a apparaitre et longues a disparaitre. Elles sont a 'origine d'une
anoxie des tissus périphériques, qui, exacerbée par le froid, conduit a une gangréne
seche des extrémités, selon un mécanisme similaire a 'ergot de seigle. Des effets
digestifs seraient responsables d’une inhibition des contractions du réticulo-rumen,
a l'origine de baisses de gain moyen quotidien et de digestibilité. Etant un alcaloide,
I’ergovaline diffuse dans le systeme nerveux, ou elle peut exercer une action centrale,
dont l'effet le plus caractéristique est 'inhibition de la libération de prolactine.

La toxicocinétique de I’ergovaline n’est que partiellement connue. Son absorption
orale est difficile a quantifier du fait d’un fort effet de premier passage conduisant
a la formation d’acide lysergique, qui peut étre dosé dans les urines des animaux
intoxiqués. Lergovaline n’est pas retrouvée dans le lait ou les muscles des animaux
exposés (Zbib et al., 2014b).

Rye gras stagger disease et lolitréme B

Chez les ovins et bovins, des signes de tremblement ou de raideur des membres
sont observés quelques jours apres la consommation d’aliments contenant de 2 000
a2 500 ug de lolitréme B par kilogramme de mati¢re s¢che. Des doses voisines de
1 500 ng/kg seraient assez bien tolérées chez les brebis en lactation, mais a I'origine
d’une réduction de gain de poids chez les agneaux. Les équins seraient plus sensibles
(Zbib et al.,2014a). Bien que coproduite dans le ray-grass endophyté, ’ergovaline ne
serait pas présente a des teneurs suffisantes pour entrainer de signes autres qu’une
chute de la prolactinémie (Zbib et al., 2015).

Laction trémorgene du lolitreme B serait due a une inhibition des canaux potas-
siques dépendant des ions calcium (BK channels). Ces canaux, présents au niveau
des neurones et des muscles, jouent un rdle dans le controle de I'excitabilité. Le
lolitréme B bloquerait les canaux potassiques par fixation a la sous-unité 8 4, condui-
sant a une augmentation de ’excitabilité cellulaire et aux tremblements. Cet effet
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pourrait étre amplifié par une fixation directe du lolitreme B aux récepteurs GABA
de type A, sur le site des benzodiazépines, conduisant a un blocage du récepteur et a
une augmentation de ’excitabilité. Des effets centraux secondaires a une action sur
les récepteurs a I’acide aspartique et au glutamate ont également été évoqués. Enfin,
le lolitreme B pourrait avoir des effets cholinergiques en stimulant les récepteurs
nicotiniques musculaires et les récepteurs muscariniques du réseau rumen (Zbib
et al.,2014a).

La toxicocinétique du lolitreme B est un peu mieux connue que celle de I'ergova-
line. Cabsorption de la molécule est faible, mais son excrétion sous forme inchangée
persiste plusieurs jours, une demi-vie d’élimination de 38 heures ayant été mesurée
chez la vache en lactation. Lexcrétion lactée du lolitreme B a été rapportée chez les
ovins, les caprins et les bovins, de méme que sa présence dans la graisse musculaire
des bouvillons (Zbib et al., 2015).

» Conclusion

Le développement symbiotique de champignons dans les plantes est spécifique
et différent de la plupart des modes de contamination fongique a l'origine de la
production de mycotoxines. Lendophyte confere des avantages €cologiques a la
plante, qui sont exploités dans certains pays a travers des variétés commerciales.
De ce fait, 'importance et les circonstances des intoxications sont excessivement
variables selon les régions du monde. En France, bien qu’un taux important d’endo-
phytisme soit rapporté sur des variétés sauvages de graminées, trés peu de cas de
toxicoses ont été répertoriés.
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Chapitre 12
Toxines de Stachybotrys spp.

Virginie Séguin et David Garon

» Introduction

Le nom Stachybotrys provient du grec stachus, qui signifie épi, et de botrys, qui
signifie grappe, en rapport avec la morphologie de ce micromycete. Ce champignon
a été isolé pour la premicere fois par Corda en 1837 a partir de papier peint dans une
habitation de Prague et décrit comme Stachybotrys atra, appartenant a la famille
des Stachybotryaceae et a I'ordre des Hypocréales, au sein des Ascomycota. Cette
espece, synonyme de Stachybotrys chartarum (figure 12.1), est souvent désignée par
I'appellation « moisissure noire toxique » (toxic black mold).

» Structures des métabolites élaborés par Stachybotrys

Stachybotrys chartarum est capable de produire plus de 200 métabolites (Ibrahim
et al., 2022). Parmi eux, on retrouve des métabolites secondaires terpénoides
dérivant du métabolite primaire farnésyl pyrophosphate (FPP) : les satratoxines

Figure 12.1. Stachybotrys chartarum en culture sur de la gélose a ’extrait de malt (MEA en
anglais) (a gauche) et en microscopie (X 1000, a droite). © D. Garon, université de Caen.

145



Les mycotoxines

(satratoxines G et H), qui sont des trichothécénes macrocycliques, les atranones
(atranones A-G), qui sont des diterpénoides, et les phénylspirodrimanes (PSD),
caractérisés par une structure sesquiterpene (drimane) associée a un groupement
phényl (figure 12.2). Ces derniers comptent plus de 80 métabolites présentant une
multitude d’activités biologiques (Jagels et al., 2019). D’autres composés ont été mis
en évidence chez S. chartarum : un composé immunosuppresseur de type cyclospo-
rine ; des composés organiques volatils tels que des alcools et des aldéhydes ; et de
nombreuses enzymes cellulolytiques ainsi qu'une protéase (stachyrase A) capable
d’hydrolyser des protéines pulmonaires (Ibrahim et al., 2022).

Figure 12.2. Structures chimiques des principaux métabolites de Stachybotrys.
a) Les trichothécenes macrocycliques, avec I'exemple de la satratoxine H ; b) les atranones, avec
I'exemple de I'atranone A ; et c) les phénylspirodrimanes, avec I'exemple de la stachybotrysine B.

» Biosyntheses

Récemment, les génomes de plusieurs Stachybotrys, en particulier S. chartarum et
S. chlorohalonata, ont été séquencés, confirmant des différences de génotypes en
termes de genes associés a la synthése de métabolites secondaires (Ulrich et al.,
2020). Ainsi, plusieurs génotypes de S. chartarum existent, a I'origine de deux prin-
cipaux chémotypes correspondant a leur capacité a produire des trichothécenes
macrocycliques, tels que les satratoxines (chémotype S) ou les atranones (chémo-
type A). On considére qu’environ un tiers des especes de Stachybotrys retrouvées en
milieu intérieur appartiennent au chémotype S (Andersen et al., 2003).

Ulrich et al. (2020) suggerent méme que S. chartarum peut étre subdivisé en trois
génotypes A, S et H, en fonction de la présence ou de ’absence de genes atr et sat
codant respectivement pour les enzymes de biosynthése des atranones et des satra-
toxines (figure 12.3).

S. chartarum génotype H S. chartarum génotype S S. chartarum génotype A
[SC1 (sat1-10)][SC3 (sat17-21)| | |[SC1 (sat1-10)| [SC2 (sat11-16)] [SC3 (sat17-21)]
| ACH (atr1-14) | | ACH (atr1-14) |

S. chlorohalonata génotype

| ACH (atr1-14) |

Figure 12.3. Représentation schématique des génotypes de S. chartarum et S. chlorohalonata.
Les cadres blancs représentent les clusters de génes SAT, les cadres gris les clusters de genes
ATR. En gras, les genes incomplets. D’apres Ulrich et al., 2022.
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Des clusters de genes spécifiques des deux chémotypes principaux, A et S, ont été
mis en évidence par Semeiks et al. (2014) (figure 12.4) : des clusters de génes CAC ou
ACI1 comprenant les génes atr (atrl-14) codant pour des enzymes qui produisent les
atranones par des réactions incluant une oxydation de Baeyer-Villiger ; des clusters
de genes SC1-3 comprenant les génes sat (sat1-21) qui codent des protéines incluant
des polykétides synthases (PKS), des acétyltransférases et d’autres enzymes néces-
saires a la modification du squelette des trichothécenes. Un autre cluster spécifique
des atranones, AC2, a été décrit, mais sa fonction reste inconnue, trois des six genes
étant également conservés dans le génotype S (Semeiks ef al., 2014). Le génotype S
(souches produisant des satratoxines) poss¢de tous les genes sat, mais pas le cluster
de geénes atr ; le génotype A (souches ne produisant pas de satratoxines) possede les
genes atr, mais pas les genes sat ; et parmi les souches ne produisant pas de satra-
toxines, le génotype hybride H possede tous les genes atr et un ensemble incomplet
de genes sat. Le génotype de S. chlorohalonata ne semble contenir, quant a lui, que
des génes atr (Ulrich et al., 2020).

D’apres Ulrich (2020 et 2022), les types A et S semblent émerger d’un ancétre
ressemblant au génotype H caractérisé par la présence d’un cluster AC et 'absence
d’un SC2, et hétérogeéne concernant I'exhaustivité des clusters SC1 et SC3. Le géno-
type S proviendrait de la perte de AC1 et de l'acquisition de SC2.

Les satratoxines ont été découvertes a partir des années 1973 (Jarvis, 2003) et les
atranones plus tardivement (Hinkley et al., 2000). La voie des atranones passe par
la cyclisation du géranylgéranyl pyrophosphate pour former le dolabellane (terpéne
cyclase) puis les atranones. Les trichothécenes sont, quant a eux, des sesquiterpénes
issus de la cyclisation du farnésyl-pyrophosphate (FPP). Le trichodermol, premicre
molécule possédant le cycle caractéristique 12,13-époxytrichothéc-9-¢ne (EPT), a
été mis en évidence chez d’autres producteurs de trichothéceénes et provient de I’ac-
tion d’enzymes caractérisées chez Fusarium (Tri5) ou Trichoderma (Tri4 et Trill),
formant successivement des précurseurs tels que le trichodiéne ou le trichodiol.
Chez Stachybotrys, le trichodermol semble a I'origine de trichoverrols (A et B) et de
trichoverrines (A et B). Les trichothécénes macrocycliques (roridines, verrucarines
et satratoxines) sont ensuite formés (Semeiks et al., 2014).

Les phénylspirodrimanes (PSD), quant a eux, représentent les métabolites les
plus abondants issus du genre Stachybotrys et produits par tous les chémotypes. Ils
appartiennent aux méroterpénoides et se créent a partir du FPP et de I’acide orsel-
linique en un intermédiaire commun, l'ilicicoline B (Ibrahim et al., 2022). D’apres
Dayras et al. (2023), ils peuvent ensuite étre divisés en trois classes : les sesquiter-
pénoides aromatiques tétracycliques avec des fonctions alcool et/ou aldéhyde tels
que le stachybotrydial ; les sesquiterpénoides aromatiques pentacycliques tels que
le stachybotrylactame et la stachybotrylactone ; et la stachyfline et ses dérivés, qui
présentent un noyau cyclopentyldécaline cis (Dayras et al., 2023).
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» Espéces productrices

En 1958, Stachybotrys atra et Stilbospora chartarum ont été considérés comme une
méme espece nommée Stachybotrys chartarum (Lombard, 2016). Cette espece de
Stachybotrys chartarum (Ehrenb. Ex link) Hughes est un concept encore large et est
également connue sous différents synonymes dont Stachybotrys atra et S. alternans.
Certaines especes comme Stachybotrys junnanensis, S. chlorohalonata et S. eucylin-
drospora sont tres similaires a S. chartarum. Son isolement n’est pas facile, car les
cultures sont souvent envahies par d’autres genres courants, comme Aspergillus et
Penicillium. Sa culture pure doit étre réalisée sur milieu riche en cellulose. Sur milieu
contenant de I'extrait de malt (MEA), les colonies sont gris-blanc puis gris-noir et
présentent un mycélium pigmenté en noir. De plus, les caractéristiques phénotypiques
de ce genre (taille des phialides, ornementation des conidies...) sont trés variables, ce
qui rend difficile I'identification interspécifique, méme parfois avec des outils molé-
culaires. Enfin, la forme, la couleur, la taille et 'ornementation des conidies peuvent
changer selon leur age (Dylag ef al., 2022). En se basant sur des critéres moléculaires
(séquences tri5, chsl et tubl), Andersen et al. (2003) ont identifié deux taxa différents,
S. chartarum et S. chlorohalonata, et deux principaux chémotypes au sein de S. char-
tarum. Selon Wang et al. (2015), S. chartarum représente un complexe d’especes dont
I'identification d’espéces cryptiques nécessite I'utilisation d’outils moléculaires.

» Milieux contaminés

Stachybotrys est un genre comportant des especes saprophytes ou pathogenes de
plantes et d’animaux, avec une répartition géographique tres large. S. chartarum est
capable de se développer a des pH de 3 a 9,8 (optimal de 5,6 a 6) et a des tempéra-
tures de 20 a 25 °C. Un parametre clé est 'humidité : une humidité relative (HR)
supérieure a 90 % est nécessaire pour sa croissance et une activité de ’eau (aw) supé-
rieure a 0,9 pour la production de mycotoxines. Les conidies de S. chartarum sont
regroupées en tétes humides qui, apres séchage, peuvent étre dispersées dans lair et
constituer des bioaérosols fongiques. Le caractere cellulolytique de cette moisissure,
souvent qualifiée d’agent de pourriture molle (soft rot fungi), est a I'origine du fait
quelle est fréquemment retrouvée sur des végétaux morts comme la paille ou les
herbes culinaires et sur des matériaux de construction (papier peint, platre...) (Dylag
et al., 2022). Stachybotrys est considéré comme un colonisateur tertiaire intervenant
suite aux especes pionnicres telles qu’Aspergillus et Penicillium spp. capables, quant a
elles, de croitre a des aw inférieures a 0,8 et des HR inférieures a 80 %.

La croissance fongique et la production de mycotoxines ont particulierement lieu
lorsque le matériau riche en cellulose est pauvre en azote et présente une humidité
élevée. D’autres facteurs tels que la peinture sur le support et la lumiere semblent
intervenir sur le profil toxinogene (Jagels et al., 2020).

Des especes de Stachybotrys ont d’abord été identifiées dans le secteur agricole
comme pathogenes en Ukraine et dans d’autres pays d’Europe de I’Est au début des
années 1930. Puis, cette moisissure a été retrouvée dans des habitats dégradés ainsi
que dans les fourrages humides et dans des bioaérosols issus de stabulations (Lanier
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et al.,2012). Plusieurs intoxications identifiées sous le terme de stachybotryotoxicose
ont ainsi été décrites chez les chevaux et le bétail, apres la consommation de foin et
d’aliments dont la contamination résultait d’un stockage humide (Dylag et al., 2022).

Lhabitat intérieur constitue aussi un environnement particulierement propice au
développement des moisissures. La présence d’humidité et le temps passé a 'inté-
rieur sont des facteurs susceptibles de favoriser le développement des moisissures
et I’exposition aux bioaérosols fongiques, qui sont a I'origine de maladies respira-
toires telles que asthme et les allergies. Selon certains auteurs, Stachybotrys pour-
rait également étre un facteur étiologique du syndrome des batiments malsains (Sick
Building Syndrome), qui rassemble des symptOmes tres différents et dont les causes
sont multiples et restent mal connues (Redlich et al., 1997). De plus, depuis 1993,
S. chartarum est considéré comme un agent responsable d’hémorragies pulmonaires
chez les nourrissons a Cleveland, Ohio, Etats-Unis. Toutefois, selon le CDC (Centers
for Disease Control and Prevention), S. chartarum ne peut pas étre reconnu comme
agent étiologique certain de ces hémorragies pulmonaires décrites chez des nour-
rissons de 1993 a 1996 ; pour autant, 91 % des 52 cas décrits ont été associés a la
présence de cette moisissure (Dylag ef al., 2022).

C’est dans ce cadre que les especes du genre Stachybotrys font partie des champi-
gnons a l'origine de problemes de santé les plus redoutés en milieu intérieur. Shelton
et al. (2002) ont montré la présence de S. chartarum dans 6 % des 1 717 habitats
étudiés aux Etats-Unis. De méme, les mycotoxines produites par Stachybotrys
peuvent étre détectées en milieu intérieur. Ces dernic¢res ont été retrouvées sur
des matériaux de construction (toile de verre, papier peint, polystyréne, laine de
verre...), mais aussi dans les poussic¢res. Des satratoxines ont, en effet, été¢ quanti-
fiées dans l'air d’habitats dégradés par I’eau (Jagels et al., 2019). DoSen et al. (2016)
ont mis en évidence la présence de PSD dans les poussieres. Ils les ont détectés dans
onze échantillons de poussicres, a des taux de 600 pg/cm? dans la piece endommagée
et de 340 pg/cm? dans la piece adjacente de leur étude. Ces larges distributions en
quantités détectables dans la poussiere suggereraient que les PSD pourraient étre
de bons biomarqueurs d’exposition au genre Stachybotrys en milieu intérieur.

» Métabolisme et genése de forme modifiée

Les données sur le métabolisme des stachybotryotoxines sont peu nombreuses. En
effet, aucune étude sur le métabolisme des atranones in vitro et in vivo n’a encore été
réalisée, a I'inverse de la satratoxine G et des PSD. Amuzie ef al. (2010) ont mis en
évidence, via une administration intranasale, que la satratoxine G était rapidement
absorbée par le nez, distribuée au niveau des tissus respiratoires, immunitaires et
neuronaux, puis éliminée. Il est apparu par ailleurs que suite a cette exposition intra-
nasale une quantité significative de cette mycotoxine était retenue dans les fosses
nasales, ce qui pourrait expliquer par la suite les observations faites chez des souris
par Ibrahim et al. en 2022 d’une apoptose des neurones sensoriels olfactifs, avec
atrophie de I’épithélium olfactif .

Lindemann et al. (2022) se sont intéressés, en utilisant les microsomes hépatiques
équin et humain, aux métabolismes in vitro de quatre types de PSD : le stachybotrydial,
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le stachybonoide, le L-671 et le stachybotrylactame. Des métabolites de phase I et
IT ont été mis en évidence, mais les auteurs tiennent a souligner que ces résultats
dépendent de la structure chimique des PSD considérés et de I'origine du modele
hépatique utilisé. En effet, ils ont constaté que l'activité métabolique du modele hépa-
tique humain était plus élevée que pour le modele équin. Des réactions d’oxydation
et d’hydroxylation (phase I) ainsi que des métabolites conjugués a des groupements
sulfates et glucuronides (phase II) ont été détectés pour tous les PSD étudiés.

» Toxicite

La plupart des mycotoxines de S. chartarum présentent un danger pour la santé
humaine. Lexposition humaine aux mycotoxines de Stachybotrys peut avoir lieu par
contact cutané, ingestion et inhalation. Le chémotype S incluant les roridines, verru-
carines et satratoxines est le plus cytotoxique (Andersen et al., 2003). Il est impliqué
dans des maladies chez les chevaux, la stachybotryotoxicose pouvant avoir lieu apres
absorption orale de mycotoxines. Chez les animaux, les intoxications se traduisent
par une inflammation des muqueuses, une rhinite, une conjonctivite, une neutro-
pénie et des symptdmes tels que les diarrhées et la fievre, et peuvent conduire au
déces de I'animal (Wang et al., 2015).

Chez les humains, comme évoqué précédemment, I’exposition aux toxines a surtout
lieu dans des batiments détériorés par ’humidité ou I’eau. Lexposition aux tricho-
thécénes macrocycliques peut causer des hémorragies pulmonaires chez les nourris-
sons ou des symptomes liés au syndrome des batiments malsains. Des manifestations
inflammatoires de la peau et des muqueuses ont été décrites, ainsi que des symp-
tdmes respiratoires (toux, rhinite, oppression thoracique...). Linhalation de conidies
de S. chartarum peut provoquer des I€sions pulmonaires, en particulier lorsqu’elle
est répétée (Dylag et al., 2022).

Le mécanisme exact responsable de la toxicité de Stachybotrys n’est pas totalement
connu. Les trichothécénes macrocycliques seraient a 'origine de la formation d’ad-
duits aux protéines, les atranones causeraient une inflammation pulmonaire. En se
liant de fagon irréversible a la sous-unité ribosomale 60S, les satratoxines inhibent la
biosynthese des protéines et peuvent induire 'apoptose dans des lignées de cellules
neuronales (Karunasena et al., 2010). Les trichothécénes macrocycliques sont beau-
coup plus cytotoxiques que les trichothécenes de type A (comme la toxine HT-2) et
de type B (comme le déoxynivalénol). La satratoxine H possede par exemple une
DLy, d’un milligramme par kilogramme chez la souris en intrapéritonéale contre
9 mg/kg pour la toxine HT-2. La cytotoxicité des trichothécenes macrocycliques est
associée a un processus d’apoptose apres activation des MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinase). Chez la souris, une exposition intranasale a la satratoxine G induit
une inflammation et une apoptose des cellules centrales de I'épithélium olfactif
(Ibrahim et al., 2022).

D’autres composés formés tels que des protéinases, hémolysines, B-glucanes et
PSD contribueraient a la physiopathologie des intoxications par Stachybotrys. La
stachylysine, une molécule de type hémolysine, pourrait par exemple étre impliquée
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dans ’hémosidérose pulmonaire liée a I'exposition a S. chartarum. Certains PSD
tels les stachybochartines ou encore les bistachybotrines sont cytotoxiques, mais
a un degré moindre que les trichothécenes macrocyliques (Ibrahim et al., 2022 ;
Lindemann et al., 2022).

» Autres activites

La richesse métabolique de Stachybotrys est également explorée dans le domaine
des bioactivités thérapeutiques. Certains dérivés de PSD de Stachybotrys semblent
avoir des activités anti-inflammatoires, antibactériennes ou antivirales. C’est le cas
des stachybotrysines A et G et de la stachybosine qui montrent une activité anti-
VIH. D’autres métabolites comme la stachyfline, isolée de Stachybotrys, présente
un potentiel contre le virus de la grippe. Certaines atranones et analogues semblent,
quant a elles, avoir une activité cytotoxique sur des lignées cellulaires d’ostéosar-
come ou présenter des activités antimicrobiennes (Ibrahim et al., 2022).

Enfin, certaines espéces de Stachybotrys comme S. elegans semblent posséder une
activité régulatrice sur le développement de Rhizoctonia solani en produisant des
enzymes telles que des chitinases et des glucanases (Wang et al., 2015).

» Conclusion

Stachybotrys est un genre complexe d’'un point de vue taxonomique et chimique.
Sur le plan écologique, il s’agit d’'une moisissure aux propriétés cellulolytiques qui
a été mise en évidence dans des habitats humides dégradés ainsi que dans des four-
rages humides. S. chartarum peut étre subdivisé en plusieurs génotypes et chémo-
types, a 'origine de nombreux métabolites secondaires tels que les satratoxines, les
atranones et les phénylspirodrimanes. Certaines de ces mycotoxines nécessitent une
surveillance en raison de leurs activités cytotoxiques et de leur implication dans des
symptOmes chez ’animal et ’humain, en particulier au niveau respiratoire.
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Partie 11

La problématique mycotoxines
et les enjeux a venir

Réduire le risque d’exposition des consommateurs aux mycotoxines nécessite, entre
autres :

— la mise en ceuvre de plans de surveillance ;

— la définition de stratégies de prévention des événements de contamination ;

—le développement de modeles de prédiction du risque prenant en compte I’évolu-
tion des pratiques de production, de transformation et de consommation, ainsi que
les changements environnementaux, dont ceux liés au climat.

Si, en effet, les mycotoxines produites par les especes du genre Fusarium sur céréales
ont été au premier plan des préoccupations des filieres au cours des dernieres décen-
nies, leur importance tend a diminuer et d’autres problématiques émergent comme
celles liées aux aflatoxines et aux alcaloides de I'ergot.

Latteinte des objectifs précédents ne pourra €tre obtenue sans une connaissance
approfondie de I’écophysiologie des champignons toxinogenes, sans la compréhen-
sion des facteurs et mécanismes qui conditionnent la présence de mycotoxines tout
au long des chaines agri-agroalimentaires, et sans une vision précise et exhaustive
des interactions entre les champignons toxinogenes, les matrices colonisées et les
communautés microbiennes présentes sur ces matrices.

De plus, ces champs d’investigation ne peuvent pas étre dissociés des systemes de
production, de stockage et de transformation. Ils doivent aussi prendre en compte
la réglementation européenne sur ces contaminants et son évolution constante vers
une augmentation du nombre de mycotoxines reglementées et vers une modulation,
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le plus souvent un abaissement, des seuils autorisés. Les progres technologiques
et méthodologiques ouvrent la voie au développement de nouvelles stratégies
analytiques vers des méthodes plus spécifiques ou rapides, ainsi qu’a une nouvelle
dynamique dans l'identification de solutions de biocontréle et de procédés de décon-
tamination. Lensemble de ces enjeux scientifiques et technologiques sera discuté au
travers des différents chapitres constituant la seconde partie de cet ouvrage.
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Chapitre 13
Effet des conditions environnementales
sur la croissance fongique
et la production de mycotoxines

Claudia Lopez Rodriguez, Akita Meklat
et Carol Verheecke-Vaessen

» Introduction

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires des moisissures ; leur production
est conditionnée par une interaction complexe de différents facteurs qui peuvent
étre de nature biotique ou abiotique. Lidentification et la caractérisation de ces
derniers sont importantes afin de pouvoir mettre en place des systemes de prédic-
tion, de prévention et de gestion de la contamination en mycotoxines au sein de la
chaine agri-agroalimentaire. De méme, une connaissance approfondie de I'impli-
cation de chacun de ces facteurs dans la croissance fongique et la production de
mycotoxines par les champignons est essentielle pour comprendre leur potentiel de
production dans I'environnement dynamique qu’est la chalne agri-agroalimentaire.

La température et la disponibilité de I'eau (déterminée par l'activité de I’eau ; a,,)
sont les conditions environnementales primaires les plus importantes qui controlent
la croissance des champignons mycotoxinogenes et la production de mycotoxines. En
outre, une connaissance approfondie du cycle de vie des champignons mycotoxino-
genes, de leur écologie et des niches écologiques qu’ils colonisent est indispensable.
Cela implique aussi de prendre en considération la complexité et le dynamisme de
la présence de différents genres et especes le long de la chaine agri-agroalimen-
taire, et plus spécialement durant les étapes clés du préstockage, du stockage et des
premicres transformations des produits agroalimentaires.

Dans ce chapitre, nous présenterons des exemples de I'impact de certains para-
metres physicochimiques de l'environnement sur la croissance des principales
especes fongiques toxinogeénes et leur production des principales mycotoxines.
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» Ecophysiologie des principales espéces fongiques
toxinogénes

Il est important de connaitre les conditions optimales et limites associées a la croissance
fongique et a la production de mycotoxines. Parmi les différents genres producteurs de
mycotoxines, les conditions de croissance des Aspergillus spp. sont plus chaudes (6 a
55 °C) et potentiellement plus seches (a,, w0,77) par comparaison a celles des Fusarium
spp. (5 a 37 °C, a,,  0,88), Penicillium spp. (2 a 34 °C, a,, > 0,80) et Alternaria spp.
(1a34°C, a, > 0,84) (Lee et al., 2015). Méme si les membres d’'un méme genre
peuvent avoir des conditions de croissance similaires, les conditions environnementales
de production de toxines sont propres a chaque famille de toxine. Dans les prochaines
sections, nous explorerons des exemples de conditions environnementales de produc-
tion pour les principales mycotoxines reglementées au sein de I’'Union européenne.

Les aflatoxines

Les conditions de production d’aflatoxines par les Aspergilli section Flavi (chapitre 1)
dans le mais sont les plus documentées. Les deux especes productrices principales
sont Aspergillus flavus et A. parasiticus. Pour A. flavus, la croissance est observée
pour des températures comprises entre 5 et 42 °C pour une a,, 00,82 ; pour A. parasi-
ticus, la croissance a lieu a une a,, supérieure a 0,80 pour des températures comprises
entre 18 et 36 °C (Garcia et al., 2011), avec une production d’aflatoxines connue a
des températures comprises entre 10 et 40 °C et une a,, @ 0,85. Il a également été
montré, en milieu infusé de mais, que 4. flavus peut produire des aflatoxines en
moins de 24 heures a 36 °C pour une a,, de 0,995 (données non publiées). Les condi-
tions de production favorables sont conservées parmi les isolats méme si la quantité
d’aflatoxines accumulée peut varier.

Un modele mécanistique a été élaboré pour A. flavus prenant en considération I’en-
vironnement, la maturité de la plante et I’écophysiologie de 'espece (figure 13.1).
Il permet de prédire correctement 70 % des concentrations en aflatoxines.

Lochratoxine A

Une autre mycotoxine produite par les Aspergilli est I'ochratoxine A (OTA) (voir
chapitre 2). Cette derniére est produite par les especes des sections Circumdati et
Nigri. Le tableau 13.1 illustre les conditions optimales de germination et croissance
des souches ochratoxinogenes et celles de la production d’OTA dans le café. Les
conditions limites pour la croissance de ces especes sont une température de 15 °C
et une a,, de 0,87 (Vipotnik et al., 2017). Concernant la production d’OTA, A. wester-
dijkiae ne produit pas d’OTA a 23 °C (sauf a une a,, de 0,99) ou au-dessus de 37 °C
indépendamment de la valeur de a,, alors que A. steynii la produit a une a, ® 0,91
a23°Ceta37°C pour une a, de 0,95-0,97 (Gil-Serna et al., 2014). A. ochraceus et
A. carbonarius ne produisent pas d’OTA a une a,, de 0,87 et une température de
15 °C (Kapetanakou et al., 2009). Dans certaines denrées telles que les raisins, la
contamination par ’OTA est trés courante en raison des températures comprises
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PRECIPITATIONS Facteurs primordiaux :

v’ activité de I'eau

Taux de sporulation | v géficit en vapeur deau
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Spores sur la source d’inoculum

K Taux de dispersion v pluie/humidité
v

Spores sur les soies
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v

Spores sur les épis
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Taux de production
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v’ activité de I'eau

EPI DE MAiS
Figure 13.1. Modele prédictif de la production d’aflatoxines par Aspergillus flavus sur mais.
Source : Battilani et al., 2013.

entre 15 et 34 °C pendant leur récolte. Ces conditions, associées a une a,, élevée,
favorisent la croissance et la production d’OTA chez des especes treés ochratoxino-
genes telles que A. carbonarius (Cervini et al., 2020). En plus des conditions environ-
nementales, la quantité d’OTA produite dépend de la souche fongique et du temps
d’incubation dans un environnement donné.

Tableau 13.1. Conditions optimales de germination, croissance et production d’ochra-
toxine A par les principaux Aspergilli ochratoxinogeénes du café.

Especes Germination Croissance Production d’ochratoxine A
T(O) a, T(C) a, T(C)  a,
A. ochraceus 20-30  0,95-0,99 24-31  0,95-0,99  25-30 0,98
A. westerdijkiae 20-30  0,95-0,99 20-30  0,95-0,99 28 0,99
A. steynii 20-30  0,95-0,99 28-32  0,95-0,99 28 0,99
A. carbonarius 32-35 0,95 32-37  0,95-0,99  15-25 0,96-0,98
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LOTA est également produite par Penicillium nordicum et P. verrucosum. Ce dernier
est le principal producteur d’OTA sur le blé et croit a une a,, ®0,85 et une température
comprise entre 2 et 34 °C. Les conditions environnementales permettant la produc-
tion d’OTA par P. verrucosum sont plus restrictives et correspondent a une a,, 0,83 et
une température comprise entre 3 et 35 °C. Cette production dans le blé survient aux
étapes clés du stockage, ou le compactage des grains et la respiration de ces derniers
peuvent entrainer une augmentation de la concentration de CO, dans lair. Toutefois,
cette derni¢re peut finir par inhiber la croissance du champignon et la production
d’OTA, si elle atteint au moins 50 % de CO, dans I'air (Cairns-Fuller et al., 2005).

La patuline

Aspergillus, Paecilomyces et Penicillium sont les genres producteurs de la patuline
(PAT). Penicillium expansum est plus particulicrement I’espece principale produi-
sant la PAT, notamment dans les pommes (voir chapitre 3). P. expansum peut croitre
a des températures comprises entre 3 et 35 °C avec pour température optimale
environ 25 °C. La production de PAT, quant a elle, est optimale a 16 °C avec des
températures de production comprises entre 8 et 25 °C. Néanmoins, ces tempéra-
tures sont discutées, avec certaines études montrant que la production de PAT est
stimulée lorsque la température diminue de 20 a 10 °C ou 4 °C, alors que d’autres
ont observé une stimulation a 25 °C et une diminution a 4 °C (Tannous et al., 2016).

P. expansum peut se développer a une a, o 0,83. Néanmoins, la production de la
PAT n’a été détectée qu’a une a,, 0,90. Cette production est également possible a
des pH compris entre 2,5 et 4. Cela est d’autant plus important que la PAT est stable
aux pH de 2,5 a 5,5, augmentant le risque d’accumulation durant les procédés de
transformation des aliments comme la pomme.

Sur la base de ces données, un modele prédictif est disponible pour les producteurs
de pommes et les industriels de jus de fruits (Tannous et al., 2016).

Les trichothécenes

Les parametres environnementaux de production des divers trichothécénes (types A,
B, C et D) sont différents malgré des structures chimiques trés similaires.

Type B : déoxynivalénol

Parmi les trichothécenes, la production de déoxynivalénol (DON) est la plus étudi¢e
(voir chapitre 5). Fusarium graminearum est le principal producteur de DON dans
le blé et peut se développer a des températures comprises entre 5 et 37 °C, pour
une a,, < 0,90. Aprés inoculation de F. graminearum sur grains de blé, la produc-
tion optimale de DON a lieu pour une a,, de 0,995 et une température de 30 °C,
elle est observée des les premiers jours de croissance avec une production optimale
apres six semaines. Il est important de noter que les conditions environnemen-
tales influencent également la forme des mycotoxines produites. Ainsi, selon les a,,
testées, un ensemble de quatre souches de F. graminearum produisent du DON a
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hauteur de 60 % (a,, 0,98 ; apres 10 jours d’incubation a 25 °C) et seulement 16 %
(ay 0,94) du cocktail DON, 15ADON et 3ADON (Medina et al., 2017).

En se basant sur ces données et des paramétres environnementaux complémen-
taires du champ tels que 'humidité relative, les précipitations, ainsi que le temps de
séchage des feuilles et le stade de croissance de la plante, un modéle mécanistique
capable de prédire a 84,1 % la concentration en DON (basse, moyenne ou élevée)
a été défini (Liu et al., 2018). Ce modele a récemment été complété par une étude
des facteurs environnementaux en condition de stockage du blé concluant qu’une
température inférieure a 15 °C et une a,, inférieure a 0,76 sont nécessaires pour
éviter la croissance de F. graminearum et la production de DON (Pei et al., 2022).

F. graminearum est prévalent sur tous les continents, néanmoins, dans le nord-est
de I’Asie, Fusarium asiaticum devient prédominant et pourrait s’étendre a d’autres
continents, notamment du fait de sa capacité d’adaptation aux températures plus
¢élevées (Xu et al., 2021). Afin de comprendre le risque li€ a cette espéce, un modele
probabiliste a été développé (figure 13.2) et a mis en évidence une différence de
probabilité de production de DON entre souches de cette espece, avec notamment
une probabilité élevée pour la production de DON a des températures de 5 a 15 °C
(Garcia-Cela et al., 2022).

Type A: T-2 et HT-2

Les toxines T-2 et HT-2 sont produites par Fusarium sporotrichioides et F. lang-
sethiae dans le nord de ’Europe. La présence de T-2 et HT-2 dans I’avoine est un
probleme majeur. Des études récentes ont montré que la croissance et la production
de T-2 et HT-2 par F. langsethiae sont stoppées a une a,, 0,90 (apres 10 jours) pour
des températures inférieures a 10 °C et supérieures a 34 °C (Verheecke-Vaessen
etal.,2021).

En se basant sur les données écophysiologiques de F. langsethiae, les données de
contamination en T-2 et HT-2 sur neuf saisons et les données météorologiques de la
Norvege, un modele adapté au champ a été développé mettant en évidence que des
températures basses et un temps humide ou des températures modérées au moment
de la montaison, ainsi que des températures élevées et une humidité élevée au stade
laineux, entrainent un risque de présence de T-2 et HT-2 supérieure a 500 ug . kg™!
dans les grains d’avoine (Hjelkrem et al., 2018).

La zéaralénone

F. graminearum et F. asiaticum produisent également de la zéaralénone (ZEN),
principalement sur le blé. Méme si le DON et la ZEN sont produits par les mémes
champignons, les conditions environnementales de production des deux mycotoxines
sont différentes. La production de ZEN se fait sur une plage de températures plus
restreinte en comparaison de celle du DON, avec une absence totale de production
a des températures inférieures a 15 °C et une a,, inférieure a 0,93. Les conditions
de production de métabolites associés a la ZEN tels que la a-zéaralénol (a-ZOL)
et la B-ZOL ont montré que ces composés ne commengaient a s’accumuler dans
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le grain de blé qu’aux conditions optimales de production de la ZEN situées a une
température de 25 °C pour une a,, ® 0,93. Ces conditions de production optimales
ont également été confirmées pour F. asiaticum, avec un maximum de probabilités
d’accumulation de ZEN a 25 °C pour une a,, > 0,91 (figure 13.2).

Probabilité de production de déoxynivalénol Probabilité de production de zéaralénone
1 1 —
082 082 =
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Figure 13.2. Probabilité estimée de la production de (a) déoxynivalénol (DON) et de
(b) zéaralénone (ZEN), sous différentes conditions environnementales pour la souche de
F. asiaticum 082, lors d'une colonisation sur milieu de blé apres 10 jours.

Source : Garcia-Cela et al., 2022.

Les fumonisines

Fusarium verticillioides est le principal producteur de fumonisines (FUM) sur le
mais. La germination du champignon commence a une température de 5 °C jusqu’a
37 °C, avec une a,, o 0,88 (tableau 13.2). Les conditions de production des toxines
sont plus restrictives, avec une gamme de températures entre 10 et 37 °C et une a,,
entre 0,922 et 0,995. 1l est intéressant de souligner que les conditions environne-
mentales impactent le ratio de production des FUM B1, B2, B3, B4. Ainsi, selon
ces parameétres, le ratio de FB1/FB3 peut passer de 14,33 (a 20 °C, 0,91 a,) 2 6,22 (a
30°C, 0,95 a,). La variation de ces ratios peut avoir un impact important dans I’accu-
mulation de FUM dans les aliments, d’autant que les réglementations actuelles ne
prennent pas en compte les FB3 et FB4.

Tableau 13.2. Conditions environnementales permettant la germination et la croissance
de Fusarium verticillioides et d’Aspergillus niger, et la production de leurs toxines. D’apres
Perera et al. (2021) et Samapundo et al. (2005).

Champignons Facteurs Germination Croissance Production de toxines
Fusarium Température (°C) 5~37 2,5~37 10 ~ 37

verticillioides — x ivit6 de eau (a,) 0,88 ~ 0,995 0,90 ~ 0,995 0,92 ~ 0,995
Aspergillus Température (°C) - >20~et>35 >20~et<35

riger Activité de I'eau (a,) - 0,92 ~0,995 092~ 0,995

Les FUM sont également produites par les champignons du genre Aspergillus,
notamment A. niger et A. welwitschiae dans le raisin. Lécophysiologie de la produc-
tion de FUM par ces champignons est encore mal connue, mais ils peuvent les
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produire a des températures plus élevées que F. verticillioides (> 35 °C) et pour une
a,, plus basse (< 0,92) (Perera et al., 2021). Des études complémentaires seraient
nécessaires pour comprendre quelles sont les limites de production pour ces cham-
pignons, plus particulierement quand le taux de sucre augmente a 'approche de la
récolte et que I'a,, du grain de raisin diminue.

Les toxines émergentes d'Alternaria

La famille des mycotoxines d’Alternaria comprend principalement I’alternariol
(AOH), le méthyléther monométhylique de I’alternariol (AME), la tentoxine (TEN),
l'altenuéne (ALT) et l'acide ténuazonique (TeA) (voir chapitre 9). La croissance
des especes d’Alternaria est influencée par des facteurs abiotiques qui exercent leur
influence en interaction, en particulier la température, I'a,, et le pH (tableau 13.3).
Alternaria alternata et A. tenuissima germent de 1 a 35 °C avec une a,, minimale
nécessaire de 0,84 et un pH de 2,5 a 10. La production de toxines est soumise a des
conditions plus restrictives de températures (> 10 et < 35 °C) et une a,, > 0,88.

Tableau 13.3. Conditions environnementales permettant la germination et la croissance
d’Alternaria alternata et d’A. tenuissima, et la production de leurs toxines. D’aprés Lee
etal.,2015.

Facteurs Germination Croissance Production de toxines
Température (°C) 1~35 >let<35 >10et <35
Activité de I'eau (a,,) 0,84 ~ 0,995 > 0,85 > 0,88
pH 2,5~ 10 >25et< 10 >25et<9

Parmi les différentes mycotoxines produites par les Alternaria, les conditions de
production des ALT, AOH et AME sont les plus connues. Loptimum de production
pour ces trois toxines est a une température de 25 °C et des a,, de 0,94 a 0,995. Ainsi,
la toxine AOH d’Alternaria peut étre produite a partir de 5 °C et ’ALT peut étre
produite a partir d’une a,, de 0,88. Cependant, a la limite inférieure de cette plage
d’a,, (c’est-a-dire 0,90), tres peu de ces mycotoxines sont produites (Lee et al., 2015).

» Ecophysiologie et interaction des champignons
mycotoxinogénes : impact sur la production de toxines

La plupart des données écophysiologiques connues sur les champignons mycotoxi-
nogenes sont obtenues in vitro sur milieu synthétique ou sur grains irradiés, mais ne
prennent pas en compte un des parametres majeurs qui est la compétition au sein de
la niche microbienne pour les nutriments et P'espace. Létude de cette compétition
est importante, car celle-ci détermine le profil de mycotoxines produites par I'asso-
ciation d’especes fongiques en interaction.

Lexemple le plus connu est I'interaction entre A. flavus et F. verticillioides. La présence
des deux champignons sur un milieu a base de mais entraine un impact sur la produc-
tion d’aflatoxines et FUM, avec une augmentation de la production d’aflatoxines a
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15 °Cet 20 °C et une baisse a 25-30 °C, et une augmentation de la production de FUM
a 20-25 °C. Sur la base de ces données, un modele basé sur une approche d’intelli-
gence artificielle a été développé et une capacité de prédiction pour les deux familles
de toxines w75 % a été validée (Camardo Leggieri et al., 2021).

Cette interaction entre champignons peut également avoir un impact réducteur
de la production de toxines. En effet, I'utilisation de souches non toxinogenes de
Iespece A. flavus est devenue un outil de biocontrole commercialisé contre I’accu-
mulation d’aflatoxines (voir chapitres 15 et 17). Néanmoins, ’efficacité d’inhibition
de la production d’aflatoxines est dépendante des parametres environnementaux,
avec une efficacité de réduction de la concentration en aflatoxines comprise entre
20 % (a,, de 0,95 ; 30 °C) et 82 % (a,, de 0,98 ; 35 °C) sur grain de mais (Gasperini
etal.,2019).

» Conclusion

La connaissance de I'impact des parametres environnementaux sur la croissance
fongique et la production de mycotoxines est un prérequis essentiel pour comprendre
le cycle de vie du champignon et développer des outils de lutte efficaces contre la
production de toxines. Parmi ces paramétres environnementaux, la température et
la disponibilité en eau (mesurée par I’a,) sont les parametres primordiaux. Dans ce
chapitre, nous avons résumé la connaissance actuelle quant a I'impact de ces para-
metres sur les principaux genres producteurs de mycotoxines.

Néanmoins, la connaissance d’autres parametres environnementausx, tels que le pH, la
concentration en gaz (O, et CO,), ainsi que I'interaction avec la matrice, le mycobiome
et le microbiome de la phyllosphére des grains et des denrées étudiées, est primordiale
afin d’augmenter la fiabilité de prédiction du risque. Une meilleure compréhension de
la dynamique de 'impact de ces parametres en interaction est cruciale.

Ces dynamiques complexes sont en constante évolution, et seront accélérées par
le changement climatique qui, par 'augmentation de la température, les épisodes
de sécheresse et la concentration accrue en CO, dans I'atmosphére, entraine
une augmentation de la production de toxines par certains champignons tels que
A. flavus sur le mais (Medina et al., 2017) ou F. langsethiae sur 'avoine (Verheecke-
Vaessen et al., 2019)

Enfin, dans ce chapitre nous avons également présenté les nouveaux modeles
développés sur la base des données écophysiologiques et fournissant des valeurs
de prédiction indispensables pour I'industrie agroalimentaire. Conjointement a
une meilleure compréhension de I’évolution et de I'adaptabilité des champignons
a l'interaction des facteurs biotiques et abiotiques au sein de leur environnement,
ces modeles constituent I'avenir de la prédiction de la présence de cocktails de
mycotoxines produites par de multiples champignons mycotoxinogenes le long de
la chaine alimentaire.
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Chapitre 14
Facteurs et mécanismes de régulation
de la biosynthese des mycotoxines

Olivier Puel, Chrystian Zetina-Serrano et Sophie Lorber

» Introduction

Comme en attestent les chapitres précédents, les mycotoxines n’appartiennent pas
a une seule famille chimique, mais constituent un groupe disparate de molécules
d’origines biosynthétiques différentes. Cependant, la syntheése de ces molécules
obéit a des processus communs. Un grand nombre de travaux visant a caractériser
les mécanismes, d’une part de biosynthese et d’autre part de régulation, ont été
menés sur des especes toxinogenes ou d’intérét pour les industries pharmaceutique
et agroalimentaire. Aussi, c’est par le biais de nombreux exemples que nous tente-
rons de comprendre comment un champignon synthétise ses mycotoxines, quels
sont les facteurs environnementaux qui déclenchent cette synthese et quels sont les
mécanismes de régulation régissant le métabolisme spécialisé fongique.

» Voie de biosyntheése et clusters de génes

Les mycotoxines, comme tout métabolite spécialisé, sont les produits de cascades
enzymatiques dont les précurseurs sont des unités chimiques simples issues du méta-
bolisme primaire telles que I'acétyl-CoA, le malonyl-CoA ou les acides aminés. La
synthése débute généralement par I'action d’enzymes qui catalysent la formation
du squelette de la molécule. Parmi ces enzymes peuvent étre citées les polycétide
synthases (PKS pour Polyketide Synthase en anglais), qui prendront en charge des
métabolites du cycle de Krebs tels que I'acétyl-CoA, les enzymes de synthese des
peptides non ribosomiques (NRPS pour Non Ribosomal Peptide Synthetase), qui
auront comme substrat des acides aminés, mais également des terpene cyclases ou
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des tryptophane prényltransférases, qui catalyseront les réarrangements de molé-
cules dérivées de la voie du mévalonate telles que I'isopentényl-pyrophosphate
(IPP), le diméthylallyl-PP, le géranyl-PP ou le farnésyl-PP. La structure du squelette
sera ensuite modifiée via une multitude de réactions chimiques variées (réduction,
hydroxylation, méthylation, acétylation, cyclisation, époxydation), qui se combine-
ront entre elles pour aboutir a un produit qui ne sera plus transformé et qui sera
généralement sécrété par la cellule fongique.

Dans la plupart des cas, toutes les enzymes d’une voie de biosynthese sont actives au
méme moment de fagon a ce que le produit d’une enzyme soit pris immédiatement
en charge par '’enzyme suivante, et ainsi de suite le long de la cascade biosynthé-
tique. Ce processus implique donc que, simultanément, toutes les enzymes impli-
quées soient produites et que les genes les codant soient coactivés. Cela est rendu
possible par I'organisation physique de ces genes, qui sont regroupés sous forme de
clusters. En regle générale, tous les génes sont activés par un facteur de transcription
(FT) spécifique codé par un geéne tres souvent localisé a I'intérieur méme du cluster.
Deux types de FT spécifiques peuvent étre distingués : les FT a doigt de zinc, repré-
sentant plus de 90 % des FT codés par des génes localisés dans des clusters associés
au métabolisme spécialisé, et les FT a glissiere a leucine (leucine zipper ou bZIP).

AflR, le FT activant la production des aflatoxines (AF) chez Aspergillus flavus et
A. parasiticus, fait figure d’exemple historique (chapitre 1). Isolé concomitamment
chez ces deux especes, AflR est le premier FT associé a la synthése d’'un métabo-
lite spécialisé. Il présente un motif riche en résidus de cystéine, Zn(II),Cys,, qui
s’organisent autour de deux atomes de zinc composant une structure en forme
de trefle qui va se fixer sur ’ADN au niveau d’une région de 11 paires de bases :
5" TCGNsCGA-3’. Le motif de fixation d’AflR a été identifié sur les promoteurs
de 18 genes sur les 30 génes que contient le cluster des AF, y compris sur celui du
gene aflR, suggérant une autorégulation. Parmi les mycotoxines dont les niveaux de
contamination sont soumis a une reéglementation, PatL a été caractérisé comme l’ac-
tivateur de la synthese de la patuline (PAT) chez Penicillium expansum (chapitre 3).
Une analyse d’homologie montre qu’un gene orthologue codant pour PatL, localisé
dans le cluster de la PAT, est présent chez toutes les especes productrices de PAT,
quel que soit le genre. Ce géne est également conservé chez toutes les especes de
Penicillium dont le génome a été séquencé a ce jour, laissant suggérer que ce FT
aurait d’autres fonctions au sein du genre Penicillium. Au sein du cluster de génes
impliqués dans la biosynthese des trichothécenes se loge le gene tri6, codant pour
un FT de type doigt de zinc indispensable pour la production de ces composés chez
Fusarium graminearum. Ce gene est commun a toutes les especes produisant les
trichothécenes des types A et B. Des analyses transcriptomiques, d’une part, et de
ChIP-Seq, d’autre part, ont montré que chez F. graminearum TRI6 fait office de FT
global étendant son influence au-dela des seuls génes du cluster des trichothécenes
sur potentiellement environ 200 autres genes cibles.

En ce qui concerne d’autres toxines majeures, seuls les FT spécifiques de la voie de
biosynthese de I'ochratoxine A (OTA) et de la voie de biosynthése de la zéaralénone
(ZEN) appartiennent a la famille des FT a bZIP. Il s’agit respectivement de OTAR1
et ZEB2. Le mécanisme d’action original de ce dernier a été plus particulierement
étudié. 11 a été décrit précédemment dans cet ouvrage (chapitre 4). Aussi, nous ne
nous y attarderons pas.
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De nombreux autres FT spécifiques ont été identifiés. Les séquencages de génomes ont
révélé qu’environ 50 % des clusters liés au métabolisme spécialisé abritaient au moins
un gene codant pour un FT. C’est ainsi le cas de FUM21, GLIZ et CTNA, trois autres
FT de type Zn(II),Cys, impliqués respectivement dans la régulation de la synthese des
fumonisines, de la gliotoxine et de la citrinine (CIT). Aujourd’hui, seul le FT spécifique
de la voie de biosynthese des alcaloides de I’ergot demeure inconnu. Bien qu’identifié
depuis 2003, le cluster de genes impliqué serait dépourvu de gene régulateur.

» Stimuli environnementaux et régulateurs globaux
associés

Les champignons doivent s’adapter a tout changement de leur environnement et
répondre rapidement a tout stimulus (figure 14.1). La synthése de métabolites
spécialisés fait partie de leurs panoplies de réponse. Le métabolisme spécialisé est
dépendant aussi du stade développemental du champignon. Par exemple, la raréfac-
tion des ressources nutritives va induire chez certains champignons la reproduction
par sporulation et ainsi la production de métabolites spécifiques.
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Figure 14.1. Facteurs de transcription globaux impliqués dans la régulation des clusters de
génes du métabolisme spécialisé chez les champignons microscopiques. Lillustration montre
un modele de cluster de génes contenant un gene codant pour une enzyme hybride PKS-NRPS.

Le pH
Un des stimuli environnementaux les plus étudiés induisant ou réprimant la produc-

tion de mycotoxines est le pH (Macheleidt er al., 2016 ; Keller, 2019). Celui-ci
influence la production d’OTA, des AF, de la fumonisine et des trichothécenes, avec
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une réponse médiée par le FT PacC (Liet al., 2022). Ce dernier active la production
de pénicilline ou de PAT a pH alcalin, mais réprime la biosynthese des AF, des fumo-
nisines ou des trichothécenes, dans la méme gamme de pH. Ce FT contient trois
motifs Cys,His, a doigt de zinc identiques chez les ascomycetes. Un pH neutre ou
alcalin extracellulaire est requis pour 'activation de PacC via deux réactions protéo-
lytiques. Lune d’elles est catalysée par la protéase PalB, elle-méme guidée par PalA
se fixant sur la forme immature de PacC, qui devient incapable de pénétrer dans
le noyau ; la seconde est catalysée par le protéasome. PalA et PalB font partie de
la voie Pal qui non seulement participe a I’activation de PacC, mais aussi permet
a la cellule fongique de percevoir le pH ambiant. Une fois tronqué, PacC pénetre
dans le noyau et va se fixer a l'aide de ses trois structures a doigt de zinc a des
motifs spécifiques présents sur les promoteurs, activant ainsi les genes qui s’expri-
ment dans des conditions alcalines et réprimant, a I'inverse, les génes exprimés en
conditions acides. Les mécanismes de régulation actionnés en aval de PacC sont mal
connus. Tres récemment, il a été montré que PacC régule positivement I’expression
des ATPases EnaA-EnaC, éléments clés de la tolérance vis-a-vis des ions des métaux
alcalins tels que Nat et Lit chez Aspergillus nidulans et P. expansum. La création de
mutants déficients pour ces trois protéines conduit a une diminution significative des
expressions des genes du cluster de la PAT et par conséquent a une diminution de la
production de la toxine.

Sources de carbone et d'azote

Depuis une trentaine d’années, la composition du substrat a été étudiée comme
facteur influencant le métabolisme spécialisé (Macheleidt et al., 2016 ; Keller, 2019).
Dans ce chapitre, nous allons nous focaliser uniquement sur la source d’azote ou
de carbone.

La capacité des champignons a métaboliser une large gamme de composés azotés
leur permet de coloniser une grande variété d’habitats et de survivre a des environ-
nements appauvris en sources azotées préférentielles. En effet, une grande majorité
des especes fongiques favorise certaines molécules comme 'ammonium ou la gluta-
mine. Lors de 'appauvrissement de ces sources, I'utilisation de sources secondaires
nécessite un systeme enzymatique qui a été réprimé tant que les sources azotées prin-
cipales étaient présentes en quantité suffisante. Il s’avere que le mécanisme régula-
toire régissant cette répression conditionne également la capacité du champignon a
synthétiser des métabolites spécialisés tels que les mycotoxines (Tudzynski, 2014).
Le principal régulateur du métabolisme est le FT AreA a doigt de zinc Cys2-Cys2,
qui se fixe au moins a deux motifs SHGATAR-3’, situés a moins de 30 paires de
bases I'un de l'autre. Plusieurs voies de biosynthese sont soumises a 'action d’Are A
telles que celles de la PAT, des AF et des fumonisines. Chez F. graminearum, la délé-
tion du geéne areA inhibe la production des trichothécenes, mais pas celle de la ZEN.

La source de carbone joue aussi un role primordial dans la production des myco-
toxines, en activant ou en réprimant certaines voies de biosynthése. A titre d’exemple,
le glucose va stimuler la production d’AF, tandis que le glucose, le saccharose ou
I’arabinose déclenchent la production d’OTA chez Aspergillus niger. La production
de ces mycotoxines en réponse a la source de carbone trouve son origine dans I’action

170



Facteurs et mécanismes de régulation de la biosynthese des mycotoxines

de CreA, le plus connu des régulateurs du métabolisme du carbone. Autre exemple,
la perte de CreA induit une absence de production de la PAT lorsque P. expansum
se développe dans les pommes (El Hajj Assaf et al., 2020).

Stress oxydant et stress osmotique

Pour la cellule fongique, les stress oxydant et osmotique sont deux types de stress
auxquels elle est confrontée et auxquels elle doit répondre pour survivre. La biosyn-
thése de certaines mycotoxines telles que les AF a été décrite comme une réponse
métabolique a un stress oxydant. Aujourd’hui, il est clairement établi qu’un stress
oxydant active aussi la production des trichothécenes chez F. graminearum. Yapl,
un facteur de transcription de type bZIP, a été identifié comme coordonnant I'inter-
action entre le stress oxydant et le métabolisme spécialisé. Lors d’un stress oxydant,
Yapl s’accumule a I'intérieur du noyau et se fixe sur les promoteurs de génes codant
pour des enzymes antioxydantes. Aussi, en présence d’agent oxydant, Yapl permet
de rétablir le potentiel redox de la cellule fongique. En son absence, le stress oxydant
persiste, ce qui induit la production de certaines mycotoxines. Ainsi, chez F. grami-
nearum, I'invalidation de ce facteur a conduit a une surproduction de trichothé-
ceénes qui s’explique par la surexpression des génes du cluster. Chez A. parasiticus,
I’absence de Yapl conduit a une activation précoce du régulateur spécifique AfiR
entrainant une production prématurée d’AF (Reverberi et al., 2018).

Les liens entre d’autres FT impliqués dans la réponse au stress oxydant et le métabo-
lisme spécialisé ont été particuliecrement étudiés ces dernieres années. Chez F. grami-
nearum, en absence du facteur de transcription Atf1, une diminution de la production
des trichothéceénes in planta accompagnée d’une moindre virulence est observée
(Liu et al., 2015) tandis qu’AtfB, son homologue chez A. parasiticus, est directement
impliqué dans la régulation de la production d’AF puisqu’il se fixe sur les promoteurs
de six génes du cluster des AF (Hong et al., 2013). Chez certaines especes, le stress
osmotique peut réguler la production de mycotoxines. C’est le cas pour Penicillium
verrucosum, ou des teneurs croissantes en NaCl du milieu induisent la production
d’OTA, contrairement a la production de CIT qui décroit au fur 8 mesure de I'accrois-
sement de la concentration en NaCl. Cette réponse au stress osmotique met en jeu la
voie signalétique HOG (High Osmolarity Glycerol). Cela a été confirmé, d’'une part,
par I’évaluation de I’état de phosphorylation de la HOG MAP kinase et, d’autre part,
par I'invalidation de hog, le geéne correspondant (El Hajj Assaf et al., 2020).

La lumiere

Depuis des décennies, la lumiere est identifiée comme un autre parametre clé de
la régulation du métabolisme spécialisé. Une régulation positive de la production
d’alternariol par la lumiere a été décrite tandis que I'effet contraire a été observé
pour la voie commune menant a la synthése de la stérigmatocystine (ST) et des AF.
Grace a des photorécepteurs, les champignons détectent la lumiere de différentes
longueurs d’onde. Chez Neurospora crassa, la plupart des réponses a la lumiere
sont déclenchées par la lumicre bleue via les protéines white collar (Keller, 2019),
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alors que chez Aspergillus nidulans la lumiére rouge joue un réle dominant (Yang
et al., 2022). Chez Alternaria alternata, la lumiére bleue et la lumicre rouge semblent
toutes deux importantes.

La réponse a la lumiere est contrdlée en aval par un complexe protéique appelé
complexe Velvet, constitué de trois protéines : VelB, VeA et LaeA. Cette derniere
protéine possede un domaine de fixation S-adénosyl-méthionine présent chez toutes
les méthyltransférases. Chez A. nidulans, ce complexe va connecter le développe-
ment et la reproduction sexuée avec le métabolisme spécialisé. A la lumiére, seules
VeA et VelB vont interagir. A I'obscurité, les protéines VelB, VeA et LaeA inter-
agissent entre elles et 'importine o KapA leur permet de pénétrer dans le noyau.
La membrane nucléaire franchie, le complexe VelB/VeA/LaeA va se fixer sur les
promoteurs des genes cibles et activer leur expression. De plus, LaeA favoriserait
le relachement de I'hétérochromatine en modifiant la méthylation des histones,
permettant ainsi 'acces des FT aux régions promotrices des genes. LaeA jouerait
donc le rdle de régulateur épigénétique global du métabolisme spécialisé, ce qui
est suggéré par la réduction du métabolisme spécialisé lorsque LaeA est invalidé.
Cependant, cette hypothése n’a pas encore été étayée par une preuve solide, en
l'occurrence, 'identification du substrat méthylé par LaeA.

Depuis l’article fondateur de Bayram et al. (2008), plusieurs équipes ont étudié le
role de ce complexe chez de nombreuses especes. Chez P. expansum, la production
de PAT est sérieusement altérée en I’absence d’une des trois protéines, confirmant
quun complexe Velvet fonctionnel est indispensable a la biosynthese de cette myco-
toxine (El Hajj Assaf al., 2020 ; Tahtah al., 2023). Il en est de méme chez A4. flavus ou
des interactions entre VelB, VeA et LaeA sont requises pour la production ’AFB,;
et ’AFB, (Moon et al., 2023). Ce complexe protéique n’est pas propre a la famille
des Aspergillaceae représentée ici par les genres Aspergillus et Penicillium (classe des
Eurotiomycetes).

Un complexe similaire est présent chez des espéces d’autres classes telles que les
Sordariomycetes (Fusarium spp., N. crassa) ou les Leotiomycetes (Botrytis cinerea).
A titre d’exemple, chez F. graminearum, 'invalidation du géne de I'une des trois
protéines du complexe conduit systématiquement a une réduction de la synthése du
déoxynivalénol (DON), accompagnée in planta d’une atténuation de la virulence
(Merhej al., 2012).

Bien que de nombreuses études aient montré 'importance de la température et de
Pactivité en eau ay (chapitre 13), aucun FT global régulant la réponse du champi-
gnon a ces signaux environnementaux n’a encore ¢été identifié.

» Reégulation épigénétique

La colocalisation sous forme de clusters des génes soumis a une méme régulation et
impliqués dans la synthése d’'un métabolite spécialisé confere des avantages a I'orga-
nisme qui le possede : la capacité a répondre a une pression écologique dynamique et
la possibilité de transférer a une autre espece, en un seul évenement, tout un arsenal
de geénes associés a une fonction, ici la capacité de produire un métabolite spécialisé.
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Cependant, la contrepartie d’une organisation des genes en clusters est que de vastes
régions chromosomiques doivent étre accessibles pour permettre une transcription
efficace. Ainsi, I’état de relachement de la chromatine est un paraméetre important
dans la régulation de la biosynthese des mycotoxines (figure 14.2).

Euchromatine
(cluster de génes induit)

i aEHeE=pEmaoe=) |\

\
\

H3K27me3  H3K36me2  H3K36me3 A

4 HaK4me1-3

Hétérochromatine 4 hokomes 4 4 4
(cluster de génes éteint) Compass T Kmt6 Set2 (SetB) Set2 (SetB)
(Set1, CclA) AshA (Ash1)

Crl4/CIr8/Dim5

Figure 14.2. La chromatine a un impact sur la régulation transcriptionnelle des clusters
de métabolites spécialisés (MS). Les clusters de genes de MS peuvent étre situés dans des
régions génomiques hétérochromatiques transcriptionnellement répressives (en vert). En
réponse a différents signaux environnementaux, la chromatine peut passer (fleches noires)
d’hétérochromatine a euchromatine transcriptionnellement active (en rouge), permettant
ainsi l'activation des clusters de MS. D’apres Collemare et Seidl, 2019.

Acétylation et désacétylation des histones

Les premiers éléments en faveur d’une régulation épigénétique ont été mis en
évidence par une étude montrant une corrélation entre le niveau d’acétylation de
I’histone 4 au niveau des promoteurs des genes du cluster des AF et I'ordre de la
transcription des différents genes (Roze et al., 2007). En effet, plus les extrémités
N-terminales des histones sont acétylées, plus la chromatine est décompactée et les
sites de liaisons des FT et de la RNA polymérase accessibles. Cette observation a été
confirmée chez A. nidulans pour le gene hdaA qui code pour une histone désacéty-
lase. Labsence de ce gene aboutit a la surexpression d’AflR.

Lune des acétyltransférases les plus étudiées est GCNS, responsable de I'acétylation
des résidus lysine K9 et K14 de I'histone 3 (H3K9 et H3K14) a de nombreux loci chez
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A. nidulans. Chez A. flavus, GenE, qui acétyle uniquement en H3K14, est requis pour
la production des AE. Chez F. graminearum, la délétion de gcn5 induit une inhibition
de la production de DON suggérant que I’acétylation des lysines H3K18 et/ou H2BK11
est importante pour la biosynthése du DON. Tres récemment, une étude a montré que
la forme tronquée de PacC se fixe, a pH alcalin, sur gcn3, ce qui compromet I’acétyla-
tion d’extrémités N-terminales de H3 et H2B (Gu et al., 2022) et suggere que la répres-
sion de la biosynthese des trichothécenes par PacC passe par Iactivité de GCNS.

La famille MYST est une autre famille d’acétyltransférases importante. Chez
A. nidulans, un des membres de cette famille, Esal, régule positivement la produc-
tion de ST en acétylant I’histone H4 en H4K2 au niveau du cluster des AF/ST. Lors
de ces travaux, il a été mis en évidence qu’une surexpression de esal restaure la
production de ST chez une souche déficiente ALaeA, suggérant que cette méthyl-
transférase agit sur I’histone H4. Un autre membre de la famille MYST, SAS3, a
été étudié pour son implication dans la régulation du métabolisme spécialisé chez
F. graminearum. Cette acétyltransférase est indispensable a 'acétylation de H3K4.
De méme, SAS3 est requis pour une production normale du DON.

Méthylation et déméthylation des histones

Lacétylation n’est pas le seul type de modifications post-traductionnelles de I'extré-
mité N-terminale des histones. Parmi les autres types, la méthylation des lysines fait
figure de processus majeur dans la régulation épigénétique du métabolisme spécia-
lis€. Contrairement a I’acétylation des histones qui est associée généralement a ’ac-
tivation transcriptionnelle, la méthylation n’est pas synonyme d’une telle activation.

Le complexe protéique COMPASS, hautement conservé chez les eucaryotes, est
impliqué dans la méthylation de H3K4. Au sein du complexe, la méthyltransférase
associée est dénommée Setl. Chez P. expansum, Setl est requise pour la mono-, di- et
triméthylation de H3K4 au niveau de plusieurs régions du cluster de la PAT, activant
de ce fait sa biosynthese (Xu et al., 2023). De méme, la triméthylation H3K4me3 par
Setl conduit a P'activation des voies de biosynthese des trichothéceénes et des fumo-
nisines respectivement chez F. graminearum et F. verticillioides (Gu et al., 2017 ; Liu
et al., 2015). Par contre, la perte de CclA codant pour un partenaire de Setl au sein
du complexe COMPASS conduit a la surproduction de gliotoxine chez A. fumigatus.
La triméthylation H3K9me3 est catalysée par Crl4/ClrD/Dim-5, la méme protéine
portant des noms différents selon les especes. Cette triméthylation est une marque
dite répressive. En effet, chez A. nidulans, la perte de ClrD conduit a une augmen-
tation de I’expression des genes de plusieurs clusters du métabolisme spécialisé, dont
celui des AF/ST. Chez F. verticillioides, Dim-5 est le responsable majeur de la trimé-
thylation H3K9me3 et réprime la production de fumonisines.

Initialement caractérisée chez la drosophile, la méthyltransférase KMT6, respon-
sable de la marque répressive H3K27me3, fait partie du complexe PRC2. Bien que
conservé dans le regne fongique, le gene correspondant ainsi que d’autres genes
codant pour des composants du complexe PRC2 sont absents des génomes des
Aspergillaceae. De ce fait, la lysine 27 de I’histone H3 n’est pas modifiée. Excepté
chez ces especes, la marque H3K27me3 est tres fréquente sur les extrémités
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subtélomériques des chromosomes fongiques, régions a la fois tres riches en hété-
rochromatine et en clusters du métabolisme spécialisé. Chez les especes du genre
Fusarium, un tiers du génome est couvert par cette marque. Chez F. fujikuroi, la
perte de KMT6 méne a I’activation du cluster de la beauvéricine (Niehaus et al.,
2016). Chez Epichloe festucae, 1a perte de eshB, le géne orthologue de kmt6, conduit
a la dérépression du cluster des alcaloides de I'ergot (Chujo et Scott, 2014).

Les membres de la famille Set2 sont a ce jour les seules H3K36 méthyltransfé-
rases identifiées chez les champignons. Chez A. flavus, deux méthyltransférases :
AshA (Ashl) et SetB (Set2) régulent la diméthylation H3K36me?2, tandis que
SetB (Set2) catalyse aussi la triméthylation H3K36me3. Il semblerait que chez F. fuji-
kuroi ces deux enzymes ciblent des régions chromosomiques différentes, Ash1 inter-
venant plutot au niveau des extrémités subtélomériques. La perte d’un de ces deux
genes génére une sous-expression drastique des génes du cluster de I’ AF et conduit
a une absence de production de ’AFB1 (Yang et al., 2022). De méme, lorsque la
lysine K36 est substituée par une alanine pour les deux genes, aucune méthylation
n’est possible et aucune trace d’AFB1 n’est détectée, confirmant que la méthylation
de H3K36 est indispensable a la production de ’AFB1. Chez F. verticillioides, Set2
est requis pour la production de fumonisine B1.

En plus des résidus lysines, certains résidus arginines comme le H4R3 peuvent aussi
étre méthylés au niveau des histones. La méthylation conduit a une activation ou
a une répression. Cela dépend si la diméthylation survient sur un seul des atomes
d’azote terminaux (activation) ou si elle se répartit sur les deux atomes (répres-
sion). Le seul exemple d’arginine méthyltransférase impliquée dans la régulation
du métabolisme spécialisé fongique est I'arginine méthyltransférase A (RmtA ou
AMT]1 selon les especes). Celle-ci régule positivement la production du DON chez
F. graminearum et de 'AFB1 chez A. flavus.

Le compactage de la chromatine en hétérochromatine et son relachement en euchro-
matine sont des phénomenes dynamiques durant la vie de la cellule fongique. Aussi,
les marques de méthylation ou d’acétylation sont réversibles et peuvent étre suppri-
mées respectivement par des lysine déméthylases ou désacétylases. Deux classes
de lysine déméthylases ont été rapportées dans la littérature, les déméthylases
possédant un domaine Jumonji C (JmjC) et des amine oxydases Kdml. Seules les
enzymes possédant le domaine JmjC sont capables de déméthyler les trois formes
de méthylation (me3) des lysines. Chez A. nidulans, KdmB est une déméthylase
H3K4me3 spécifique contenant un domaine JmjC. Cette déméthylase est requise
pour une induction normale des genes de plusieurs clusters, dont celui des AF/ST.
H2A.Z est un variant d’histone hautement conservé chez les eucaryotes et il a été
prouvé que deux modifications post-transcriptionnelles d’histone (H3K4me?2/3 et
H3K27me3), impliquées dans la production de MS chez les champignons filamen-
teux, se colocalisent avec ce variant. Chez F. graminearum, une souche mutante de
délétion AH2A.Z a montré une réduction drastique de la production de DON et de
15-ADON (Chen et al., 2020).
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» Conclusion

La régulation de la biosynthese des mycotoxines est un processus complexe, extré-
mement contrdlé a la fois au niveau transcriptionnel et au niveau épigénétique,
en lien direct quelquefois avec le développement et la reproduction du champi-
gnon. La production des mycotoxines est déclenchée par de nombreux stimuli
environnementaux (pH, lumiere, stress oxydant, sources de carbone, d’azote et de
minéraux) qui agissent par I'intermédiaire de facteurs de transcription globaux, eux-
mémes activant les facteurs spécifiques localisés au sein des clusters. Bien que de
nombreux mécanismes de régulation aient été déja identifiés, il en reste certaine-
ment encore beaucoup a caractériser pour élucider 'ensemble des processus molé-
culaires régulant la production des mycotoxines. De plus, la connaissance est tres
inégale selon les mycotoxines ; en particulier, elle reste tres parcellaire pour les
toxines émergentes, comme la beauvéricine, les enniatines, I'apicidine, I'aurofusa-
rine ou la moniliformine.
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Chapitre 15
Quelles pratiques agronomiques
pour limiter la contamination par
des mycotoxines en prérécolte ?

Béatrice Orlando et Benoit Méléard

» Introduction

Quelques especes de champignons, naturellement présentes dans 'environnement,
sont a l'origine des principales contaminations au champ des denrées agricoles par
des mycotoxines. La maitrise du risque de contamination repose prioritairement sur
la lutte prophylactique, dans 'objectif de limiter la survie de 'inoculum. En France,
les principales cultures concernées sont les céréales ; la gestion agronomique des
mycotoxines abordée ici se focalise par conséquent sur ces grandes cultures.

Les actions a mettre en ocuvre débutent bien avant le semis, par le choix de la
rotation et par la gestion des résidus de la culture précédente, afin de maitriser
le potentiel infectieux dans I’environnement de la parcelle. A I'implantation, le
choix de semences non contaminées et une date de semis adaptée de la culture vont
compléter ces mesures dans une stratégie d’évitement. Le choix de variétés moins
sensibles aux contaminations est un levier efficace, mais I'information est disponible
pour un nombre limité de couples toxines/cultures.

» Une gestion multifactorielle qui s’adapte
pour chaque couple toxine/culture

La gestion des mycotoxines est multifactorielle et peut s’appuyer sur divers leviers
d’atténuation : le pilotage de I'irrigation, I'utilisation de la protection fongicide, le
contrdle des graminées adventices ou des populations d’insectes foreurs, pour citer
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les plus courants. Toutefois, le déploiement de ces techniques de prévention ne prend
un sens que dans des ensembles cohérents de pratiques agricoles, en interaction
avec le climat. En effet, leur action est variable selon les communautés fongiques
présentes et les spécificités de la culture concernée, car I’occurrence des mycotoxines
varie d’'une production a l'autre (tableau 15.1). Ainsi, du fait de la multiplicité des
facteurs agroclimatiques et des techniques culturales entrant en jeu, la gestion des
mycotoxines au champ se conduit au cas par cas, c’est-a-dire pour chaque couple
mycotoxine/grain. Elle s’est beaucoup développée depuis 30 ans, mais elle n’est
documentée correctement que sur quelques mycotoxines : aflatoxines, déoxyniva-
Iénol, zéaralénone et fumonisines, ainsi que sur I'ergot et ses alcaloides. Toutefois,
cette approche verticale gagnerait a étre raisonnée a ’échelle du systeme cultural.
En effet, certaines pratiques pertinentes vis-a-vis d’'une problématique — semis
direct, limitation de la fauche des bordures de parcelles, par exemple — peuvent
constituer un facteur favorable a une contamination de la culture.

Tableau 15.1. Occurrence des mycotoxines produites au champ pour les principales
productions francaises, dans les conditions pédoclimatiques frangaises actuelles
(exprimée en fréquence de détection).

DON ZEN T2-HT2 FB BEA MON ENN TA AE AF PA

BI¢ tendre
BI¢ dur
Orge de printemps

Orge d’hiver
Mais
Seigle

Sorgho

Avoine

Triticale

Pomme

Autres fruits, Légumes -
Oléoprotéagineux

En blanc : Présence non étudiée ; en gris clair : absence ou présence faible ; en gris moyen : présence
moyennement élevée ; en gris foncé : présence importante.
DON : déoxynivalénol ; ZEN : zéaralénone, T2-HT2 : toxines T2 + HT2 ; FB : fumonisines B1 + B2 ;
BEA : beauvéricine ; MON : moniliformine ; ENN : enniatines A, Al, B et B1 ; TA : toxines d’Alternaria ;
AE : alcaloides de I’ergot ; AF : aflatoxines ; PA : patuline.

» Maitriser le potentiel infectieux dans Uenvironnement
de la parcelle : un enjeu majeur

Influence du précédent cultural

Pour de nombreux champignons, tels que Fusarium spp. ou Aspergillus flavus, la
phase saprophyte s’effectue sur les résidus de culture restant au sol apres la récolte
(Moreau et Gourdain, 2013). Le précédent cultural et par conséquent la quantité
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et la nature des résidus présents dans la parcelle post-récolte peuvent également
affecter la biologie des champignons qui vont y passer leur stade saprophyte. A titre
d’exemple, un précédent mais suivi d’'un semis direct (sans gestion des résidus) laisse
au printemps suivant, pour la culture en place, cinq fois plus de résidus en surface
qu’un précédent blé (Caron et al., 2006).

La production d’inoculum sur ces résidus dépend également de 'espece végétale
et de la composition chimique de ses résidus, notamment leur rapport carbone sur
azote (C/N). Par exemple, la valeur C/N de la paille de blé est élevée (134), alors que la
valeur C/N des feuilles de blé est dix fois plus faible (Nicolardot et al., 2007). Les résidus
avec un faible rapport C/N, en particulier les tiges et les grains de mais, les épillets et les
grains de blé faiblement infestés, fournissent un habitat favorable, permettant un déve-
loppement saprotrophe plus long avant la production de péritheces, par rapport aux
résidus pauvres avec un rapport C/N élevé, comme les tiges et les grains de blé grave-
ment infestés (Khonga et Sutton, 1988). Ce rapport évolue par ailleurs au cours de la
décomposition des résidus et influence la croissance et la production de macroconidies.
Les macroconidies sont produites sur les résidus a un stade précoce de décomposition
alors que la production de péritheces a lieu plus tard, lorsque la décomposition est
beaucoup plus avancée et les conditions de croissance sont moins favorables.

Travail du sol et gestion des résidus

Il a été démontré, en inoculant des résidus de différentes cultures, que Fusarium
graminearum est capable de se développer en saprophyte et de réaliser une repro-
duction sexuée par production de péritheces sur tout type de résidu, sans distinction
entre plantes hotes et non hotes de sa phase pathogéne (Moreau et Gourdain, 2013).
La gestion de ces résidus constitue donc un levier agronomique incontournable dans
la maitrise du potentiel infectieux d’une parcelle : broyer et enfouir précocement
les résidus d’un précédent accélere leur décomposition avant le semis, une quasi-
nécessité en systeme de non-labour (Moreau et Gourdain, 2013 ; Orlando, 2022).

Dans le cas de résidus de culture de mais, présents en quantité importante a la
récolte, les tiges servent également de refuge hivernal aux larves de foreurs, pyrales
et sésamies, qui iront infester les mais au printemps suivant. Or, la présence de
foreurs constitue un des principaux facteurs de risque de contamination par les
fumonisines. Aussi, en systeme de mais sur mais, un broyage fin apres la récolte,
suivi d’un enfouissement, est indispensable dans toutes les parcelles de mais grain
pour réduire le potentiel infectieux de ces résidus et détruire les larves de foreurs.
En mais fourrage, dans les parcelles les plus infestées, ces opérations culturales ont
aussi leur utilité, car des larves peuvent se réfugier dans les 20 cm de tiges restant
au champ. Les broyeurs sous bec qui équipent les cueilleurs de la moissonneuse-
batteuse ne sont pas adaptés pour assurer un broyage suffisamment fin des résidus.
Un passage de broyeur spécifique apres la récolte est par conséquent conseillé pour
affiner les résidus et faciliter leur enfouissement.

Concernant Claviceps purpurea, la phase saprophyte du pathogene s’effectue a méme
le sol. Les sclérotes tombés a terre a la récolte constituent une source de contamina-
tion importante pour les campagnes suivantes, d’autant plus qu’ils sont viables pendant
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deux ans (Maunas et Leclere, 2013). En revanche, le labour, en enfouissant a plus de
10 cm les sclérotes, permet de diminuer de 85 % le potentiel infectieux de la parcelle
(figure 15.1). Certains sclérotes peuvent toutefois y échapper et se maintenir en surface,
Pefficacité du labour n’est donc pas totale. A I'inverse, il est recommandé I’année
suivante de se limiter a un travail du sol superficiel pour éviter d’exhumer en surface
des sclérotes enfouis I'année précédente. Un second labour n’est pas la solution, car il
est susceptible de ramener jusqu’a 60 % de sclérotes dans les couches superficielles du
sol. Adapter le travail en cas d’infestation participe ainsi efficacement a la lutte contre
I'ergot des céréales, mais impose d’alterner judicieusement labour et travail superficiel.

Année 2 Année 1 Année 2

0,5 % 100 %,
‘ 3% T
8 % 30
80 %-| . %
Labour |

38 %

36 %

60 %-
-
20 %-|

0%-

30 %

22 % !

Travail
simplifié

m 15-20 cm Lty 5%
®10-15¢cm o
5 40 80 % o5 5% 30 %
0-5cm 60 %
Travail 27 % Labour
40 % -| simplifié

¢

20% 35 % ‘ 38 %
0% |

Figure 15.1. Distribution des sclérotes (en pourcentage) dans les horizons du sol, en fonction
de la stratégie adoptée pour le travailler. Source : Maumené et al., 2016.

» Prévention a limplantation de la culture
Qualité des semences

Lutilisation de semences contaminées par des Fusarium a un impact visible des
la levée sur 'ensemble de la parcelle, avec des fontes de semis se traduisant par
des manques a la levée. La préparation du lot de semences revét donc un aspect
capital dans la gestion du risque de contamination, en limitant la propagation de la
maladie dans la parcelle. Le passage a la table densimétrique est une premicre étape
majeure a 'obtention d’une semence de qualité, car elle va permettre d’éliminer
les petits grains fusariés. Le traitement des semences contre la fusariose va ensuite
accompagner efficacement cette étape pour assurer le peuplement. Des précautions
d’usage s’imposent toutefois : le traitement de semences doit en effet étre appliqué
de facon homogene sur chaque grain, afin de le protéger des contaminations qu’il
peut porter, mais aussi de celles venant du sol.
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Concernant Claviceps purpurea, il n’existe aucun traitement de semence homologué.
La préparation des lots de semences doit a ce titre étre trés rigoureuse et ne tolérer
aucun sclérote ou fragment de sclérote, car un apport d’ergot méme faible constitue
un facteur de premiére importance dans les risques de contamination de la culture
implantée. Pour cette raison, il est préconisé de prélever systématiquement un
échantillon de semences et de rechercher la présence d’ergot. En cas de détection,
le lot doit étre nettoyé au moyen d’une table densimétrique ou d’un trieur optique,
puis I’absence de sclérotes doit €tre vérifiée apres le nettoyage.

Choix variétal et date de semis

Au sein de chaque espece cultivée, il existe des différences de sensibilité des variétés
aux contaminations fongiques ainsi qu’a la toxinogénese. En France, celle-ci est
caractérisée pour la principale toxine d’intérét, le déoxynivalénol, sur blés et triti-
cale. Pour décrire cette sensibilité et orienter le choix de 'agriculteur, Arvalis publie
chaque année un classement de sensibilité a 'accumulation de DON des variétés
de blé et de triticale (Arvalis, publications annuelles) inscrites au Catalogue officiel
des especes et variétés de plantes cultivées. Il n’existe pas de classement sur les
autres cultures.

La réponse génétique a la sensibilité a 'ergot a aussi été étudiée, en particulier sur
seigle, espece la plus sensible a la maladie. Ce comportement est attribué au carac-
tere allogame de cette culture. La fécondation croisée entre deux plantes conduit
a une durée de floraison plus étalée et plus ouverte que celle des blés autogames,
ce qui accroit la fenétre de contamination possible. Par ailleurs, des différences
de sensibilité ont aussi été observées selon le mode de production des variétés de
seigle, lignées ou hybrides (résultat du croisement de deux lignées différentes). Dans
le cas de la production de variétés hybrides, le mécanisme d’hybridation empéche
l’autopollinisation dans la lignée maternelle. Si 'inoculum est présent dans ’envi-
ronnement, 'ergot est susceptible de prendre la place du pollen de seigle au sein
de la fleur et de la contaminer. Des essais conduits sur des variétés en parcelles
expérimentales démontrent que les lignées sont les moins contaminées et que les
variétés hybrides possédant le géne Rfp! (issu de IRAN IX) sont moins contaminées
que les autres hybrides (Roucou et Orlando, 2021). Ce géne augmente fortement la
production pollinique, ce qui diminue la période de sensibilité des hybrides a ’ergot,
démontrant I'efficacité indirecte de ce gene spécifique au seigle.

Bien que non autorisée en France, I'utilisation du mais Bt est un levier efficace dans
la Iutte contre les mycotoxines. Cet organisme génétiquement modifié, au génome
complété artificiellement pour obtenir le gene cryl Ab, possede la faculté de produire
son propre insecticide. Résistante aux attaques d’insectes foreurs, la plante apparait
bénéficier de contaminations limitées en fumonisines, en déoxynivalénol mais égale-
ment en aflatoxines (Wu, 2022).

Outre la sensibilité variétale, le rythme de développement des plantes est aussi
variable et peut a ce titre étre exploité dans une stratégie d’évitement. En parti-
culier, il existe des différences de précocité des variétés, corrélées a une somme
de degrés-jours, mais aussi a la sensibilité a la vernalisation (températures froides
hivernales) et a la photopériode. Si cette précocité a peu d’impact sanitaire sur les
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cultures d’hiver comme les blés ainsi que les orges de printemps, elle doit €tre prise
en compte pour les cultures d’été comme le mais. II faut veiller a un choix de préco-
cité de variété approprié, afin que les besoins en sommes de températures (base
6-30 °C) des variétés pour atteindre la maturité physiologique soient compatibles
avec les disponibilités en sommes de températures du lieu d’implantation en fonc-
tion de la date de semis. Au-dela du 10-15 mai, la révision du groupe de précocité
des variétés s’impose (Orlando, 2022). Pour cela, il est primordial de veiller a la
compatibilité entre les besoins en température de la variété pour atteindre la matu-
rité physiologique, les disponibilités en température du lieu et la date de semis. Cela
constitue une stratégie d’évitement indispensable a mettre en oeuvre pour éviter les
récoltes tardives.

Au méme titre que la précocité variétale, la date de semis a peu d’impact sanitaire
sur les cultures d’hiver comme les blés, et elle n’est donc pas prise en compte
directement dans la stratégie de limitation du risque mycotoxines. Toutefois,
au sein d’'une méme exploitation, il est recommandé de diversifier ses variétés
pour une méme espece, afin de réduire le risque que toutes les parcelles soient
exposées a des conditions favorisantes au méme moment. Pour les cultures d’été
telles que le mais, il en va autrement du fait de 'importance des contaminations
qui peuvent intervenir sur les phases tardives du cycle des plantes. Aussi, il faut
éviter de récolter a des périodes ou les conditions météorologiques deviennent
propices aux contaminations et, a ce titre, proscrire les semis tardifs pour limiter
les décalages de cycle induisant des récoltes retardées qui exposent davantage aux
risques sanitaires.

» Actions curatives en cours de culture

La phénologie de la plante joue un rdle déterminant dans les contaminations.
Lidentification des stades critiques durant lesquels un pathogene peut s’installer
pour ensuite produire des mycotoxines est par conséquent primordiale (encadré).

Phénologie de la culture : identifier les stades critiques

Le stade floraison femelle, juste apres la sortie des soies, constitue un stade
critique majeur pour 'infection des cultures par Fusarium, Aspergillus (Gourdain
et al., 2009 ; Orlando, 2022) ou Claviceps purpurea (Orlando, 2013) : les spores
alors présentes sont susceptibles de pénétrer dans I’épi en empruntant le canal
des soies. Les conditions climatiques et la dynamique compétitive de la popula-
tion fongique sont déterminantes.

Dans le cas du mais, la contamination sur épis peut aussi intervenir par « oppor-
tunisme » : Fusarium et Aspergillus s’installent d’autant plus facilement dans
la plante que celle-ci est en état de stress (Orlando, 2022). Le stress hydrique,
mais aussi les blessures provenant des insectes foreurs, la gréle ou les infections
fongiques déja en place sur les grains constituent des portes d’entrée pour ces
deux pathogenes. C’est également le cas pour les pommes, dont la contamination
par les Penicillium spp. producteurs de patuline a lieu sur les fruits abimés.
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La gestion de lirrigation peut affecter les niveaux de contamination

D’un point de vue sanitaire, une plante stressée, notamment par le manque d’eau,
sera plus sensible aux attaques de maladies ou de ravageurs.

Les céréales a paille sont sensibles au manque d’eau, de la montaison (ou avant,
dans les sols superficiels) jusqu’au remplissage des grains. C’est a ce moment que
I'irrigation peut étre nécessaire et s’avere la plus rentable, mais elle doit étre stoppée
durant huit jours au cours de la floraison, stade phénologique critique pour les conta-
minations en Fusarium spp. ou Claviceps purpurea, comme décrit dans ’encadré.
Passé la floraison, I'irrigation peut reprendre si nécessaire.

Pour le mais, dans les sols superficiels, la période de sensibilité au stress hydrique
s’étend du stade 10 feuilles au stade 50 % d’humidité du grain (32 % de maticre
seche pour la plante entiere). On segmente en trois phases le cycle de la plante selon
I’effet du stress hydrique associé :

— le stress précoce (avant l'initiation de I’épi et de la panicule), qui a un effet limité
sur le rendement ;

— le stress a floraison, qui impacte fortement le nombre de grains par épi, et donc le
rendement final et la valeur alimentaire du fourrage en cas d’ensilage ;

—le stress lors du remplissage du grain, qui accélere la sénescence des feuilles et
peut accroitre le développement de maladies telles que la fusariose et la sensibilité
des tiges creuses, et agit également sur le poids de mille grains.

A la différence des céréales a paille, la décision d’irriguer ou non ne prend pas
en compte la période critique de la floraison et le risque Fusarium associé, car
I'impact sur le rendement serait trop important. Les parcelles non irriguées sont
plus sensibles aux contaminations en F. verticillioides producteurs de fumonisines
(Miller, 2001). Enfin, ce sont dans les parcelles de mais non irriguées qu’Aspergillus
flavus et A. parasiticus, en cas de climat chaud et sec, deviennent trés compétitifs et
peuvent devenir les especes fongiques dominantes dans le sol, induisant un risque de
production d’aflatoxines sur le mais ou le sorgho en culture.

Controler le développement de la fusariose sur épis

Les stratégies de lutte fongicide pour maitriser la qualité sanitaire consistent a appli-
quer des produits efficaces contre F. graminearum lors de la floraison, afin de limiter
I'installation des pathogenes sur les €pis. Cette stratégie ne s’applique pas sur mais,
car les cultures sont déja trop hautes a floraison, rendant impossible le passage des
pulvérisateurs dans les champs.

Une fois la culture mise en place, le traitement de la fusariose des épis constitue le
seul levier curatif disponible pour I’agriculteur pour lutter contre le déoxynivalénol et
la zéaralénone. Ce traitement, systématique sur blé dur, s’ajuste au cas par cas sur blé
tendre. Il n’est pas mis en ceuvre sur les autres céréales a paille ni sur mais et sorgho.

Sur blé tendre, un traitement est réalisé a partir de I’épiaison sur environ la moitié
des surfaces cultivées, avec des variations annuelles et régionales (Maumené et al.,
2022). Le choix du traitement dépend principalement des caractéristiques agro-
nomiques de la parcelle influant sur le risque mycotoxines, telles que le précé-
dent, le travail du sol et la sensibilité de la variété en place. Il dépend également
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des conditions de pluviométrie autour de la floraison (+/- 7 jours), ainsi que des
contraintes réglementaires en vigueur pour ces mycotoxines.

Sur blé dur, espece plus sensible avec peu de résistance variétale, le traitement a
la floraison est systématique. Son efficacité sur épis est au mieux de 50 % quand
les meilleures conditions sont réunies. Les meilleurs résultats sont obtenus par des
interventions a 'apparition des premieres étamines. Si ’application précoce n’a pas
été possible, un traitement pratiqué jusqu’a 15 jours apres floraison démontre égale-
ment une efficacité significative.

Quelle que soit la culture, les conditions d’une bonne efficacité d’un traitement anti-
fusariose sont contraignantes (Gourdain et al., 2011) :

— le volume de produit appliqué doit étre suffisamment important pour toucher les
épis ;

—la date de traitement doit avoir lieu sur une fenétre de temps tres courte a la
floraison et en I’absence de vent, dans des conditions d’hygrométrie favorables a la
pénétration du produit.

Pour les toxines T2-HT2, il n’existe pas de traitement homologué en France, mais
Somma et al. (2022) ont démontré sur blé dur que certaines molécules efficaces
contre F. graminearum pouvaient également I'’€tre contre F. sporotrichoides et
F. langsethiae. Concernant Claviceps purpurea ou Aspergillus spp., il n’existe pas de
traitement homologué a ce jour.

Controler les graminées adventices pour limiter Uamplification
de Uergot du seigle

Les graminées adventices sont des vecteurs et amplificateurs des contaminations
par l'ergot en culture. Leur effet relai a été bien caractérisé et I'importance de leur
gestion a été soulignée (Orlando et al., 2019). En effet, la période de floraison des
graminées adventices concorde trés souvent avec la période de germination des
sclérotes, alors que la floraison des cultures est généralement plus tardive. Environ
7 jours apres la contamination primaire par I’ergot sur les adventices, qui fleurissent
précocement au printemps, celles-ci peuvent produire du miellat contenant des
spores. Les risques de concomittance avec la floraison de la culture et donc de conta-
mination secondaire par I’ergot sur culture sont alors augmentées. De ce fait, les
désherbages inefficaces ou plus généralement les parcelles fortement contaminées
par des graminées adventices constituent des situations propices aux contaminations
par 'ergot sur culture. Ce phénomene se voit en outre amplifié par le développe-
ment des populations de graminées résistantes aux solutions de désherbage, telles
que le vulpin ou le ray-grass. Enfin, une attention particuli¢re doit étre portée au
controle des graminées adventices pour limiter 'entretien du potentiel infectieux
dans et autour des parcelles via la chute des sclérotes en fin de cycle.

Controler les populations d’insectes foreurs sur mais

Les galeries creusées dans les épis par les insectes foreurs constituent autant de
portes d’entrée pour Fusarium et Aspergillus. A ce titre, la protection des parcelles
vis-a-vis des pyrales, sésamies et héliothis est indispensable lorsque les niveaux
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d’infestation le justifient. Selon le lieu, la vigilance s’impose dans les situations les
plus a risque, en cas de semis tardifs ou d’implantation de variétés tardives.

Pour limiter la progression des pathogenes, et donc 'accumulation de toxines dans
les grains, la date de récolte ne doit pas étre trop différée aprés maturité (Orlando,
2022). Cette fin de cycle offre souvent des conditions favorables au développement
des champignons et a la production de toxines.

Optimiser la date de récolte du mais

Peu étalée dans le temps au sein d’une région donnée, la date de récolte n’a pas
d’impact sur la qualité sanitaire des céréales a paille. En revanche, elle peut jouer
un role déterminant sur les contaminations en déoxynivalénol, zéaralénone et afla-
toxines sur mais. Elle n’a, par contre, pas d’impact connu sur les fumonisines et
son incidence n’a pas été étudiée pour les autres toxines. En conséquence, pour
les cultures de mais, lorsque des symptomes liés a la présence de Fusarium grami-
nearum ou d’Aspergillus spp. sont installés, la récolte ne doit pas étre trop différée
apres la maturité physiologique pour limiter la progression des champignons et la
toxinogénese dans les grains. Les récoltes tardives sont a proscrire : récolter apres
le 1T novembre expose a un risque avéré de dégradation de la qualité sanitaire des
lots (Orlando, 2022).

» Outils d’accompagnement a disposition
des agriculteurs et collecteurs

Grilles agronomiques pour évaluer les risques a la parcelle

Comme rappelé plus haut, 'accumulation de mycotoxines dans les grains est multi-
factorielle et elle s’étudie au cas par cas. Si le climat au cours de la culture et plus
particulicrement autour de la floraison constitue un facteur majeur, ’'agronomie et
les choix d’itinéraires techniques a la parcelle peuvent moduler les teneurs finales
présentes dans le grain. Létude conjointe des teneurs en mycotoxines dans les
grains a la récolte et des pratiques agricoles permet d’identifier et de hiérarchiser
les pratiques agricoles, et de proposer aux agriculteurs et collecteurs des grilles
d’évaluation du risque de présence d’une toxine donnée, pour une culture déter-
minée. Ces grilles reprennent les principaux facteurs de risque impliqués dans les
contaminations. Elles peuvent se limiter aux facteurs agronomiques ou intégrer des
séquences climatiques d’intérét. Par exemple pour le déoxynivalénol sur blé tendre
(figure 15.2), elle integre le précédent, le travail du sol, le choix de la variété et le
cumul des pluies autour de la floraison. La finalité est double : optimiser davantage
le traitement anti-fusariose ciblé contre Fusarium graminearum, principale espece
fongique productrice de DON en France, mais aussi justifier de la facon la plus
objective possible un traitement contre la fusariose des épis. Tenir compte des pluies
réelles sur la parcelle avant floraison et des prévisions climatiques sur les quelques
jours qui suivent permet de traiter uniquement lorsque le risque est avéré.
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Figure 15.2. Grille d’évaluation du risque d’accumulation du déoxynivalénol (DON)
dans le grain de blé tendre et d’aide au traitement contre la fusariose sur épi (Fusarium

graminearum). Source : Gourdain, 2012.

Le risque DON est évalué de 1 (tres faible) a 7 (tres fort). Une variété est dite sensible si
sa note d’accumulation en DON est inférieure ou égale a 3,5, et peu sensible si cette note

dépasse 5,5.

T = parcelles conseillées au traitement contre la fusariose de 1’épi. * Pour limiter la présence
de I'inoculum, il convient de réduire au maximum les résidus lors de la floraison des blés. Le
labour profond est une bonne solution. D’autres techniques, comme un broyage fin et une
incorporation en surface des résidus rapidement apres récolte, fournissent un résultat proche.
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Modeles de prédiction agroclimatiques pour évaluer les risques
a la parcelle

En complément des grilles agronomiques, des modeles de prévision de teneur en
mycotoxines existent, essentiellement sur blé¢ (Gourdain et al., 2009 et 2011). Mis a
disposition des entreprises de collecte et de stockage, ce type d’outil tient compte
des conditions agronomiques et climatiques réelles de ’'année et permet a son utili-
sateur d’évaluer le niveau sanitaire global de son ou ses bassin(s) de collecte et de
stockage en fonction des risques. Cela permet de prévoir et d’anticiper les contami-
nations pour mettre en place un plan de gestion interne a travers un plan de surveil-
lance, d’allotement ou encore de nettoyage des lots.

» La prévention en périrécolte

Quelle que soit la culture, il ne faut pas récolter sous la pluie ou tant que la rosée
matinale n’est pas évaporée. Le grain doit étre récolté aussi propre que possible
afin de limiter la collecte de tiges, épis, grains cassés et petits grains, graines étran-
geres, glumes, glumelles et poussieres. Cela implique un bon nettoyage de la
moissonneuse-batteuse, mais également un bon réglage : vitesse de rotation et écar-
tement du batteur et du contre-batteur, débit d’air du ventilateur.

Prévoir un nettoyage méticuleux de son matériel de récolte entre deux parcelles
permettra également de ne pas disséminer des graines d’adventices d’une parcelle
a lautre.

La teneur en eau des grains est un élément essentiel pour controler le développe-
ment fongique et la production de mycotoxines. A la récolte, les céréales  paille ont
des teneurs en eau habituellement inférieures ou égales a 15 % ne nécessitant pas
de séchage spécifique, alors que pour le mais et le sorgho elles sont proches de 24 %,
voire davantage, nécessitant de les sécher avant conservation.

Lorsque les lots nécessitent d’étre séchés, cette action doit étre réalisée au plus
vite apres la récolte, car la flore de champ présente sur les grains continue de se
développer et peut produire des mycotoxines. Les chantiers de récolte doivent donc
étre coordonnés avec les chantiers de séchage pour réduire au maximum le délai de
préstockage humide : il est fortement déconseillé de garder plus de 2 jours un mais
humide en tas.

» Conclusion

La prévention agronomique du risque mycotoxines s’est beaucoup développée en
20 ans. La gestion technique des risques sur grains progresse et deux maitres-mots
doivent rester a ’esprit : « travailler au cas par cas » (par exemple I’aflatoxine B1 n’a
pas les mémes origines et effets que le déoxynivalénol, et ne concerne pas toutes les
cultures) et « mieux vaut prévenir que guérir ». Pour autant, cette approche verticale
gagnerait a étre raisonnée a 1’échelle du systeme cultural, car certaines pratiques
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ciblées vis-a-vis d'une problématique — semis direct, limitation de la fauche des
bordures de parcelles, par exemple — peuvent constituer un facteur défavorable du
point de vue de la qualité sanitaire.

Lagriculture de demain doit relever de nombreux défis : nourrir ’humanité, avec
une demande sans cesse accrue provenant des pays émergents, tout en réduisant son
empreinte environnementale, afin de fournir les matiéres premicres adaptées aux
différents usages. Des efforts accompagnent ces évolutions, notamment la réorien-
tation de 'amélioration variétale (céréales réclamant moins d’azote par exemple)
et le travail sur la performance énergétique des systemes de production (produc-
tion intégrée, agriculture biologique, systemes herbagers, techniques alternatives au
labour, etc.) et des circuits de distribution. Le biocontrdle, alternative aux produits
phytosanitaires conventionnels actuellement a 1’étude, fait 'objet de nombreuses
mesures dans le domaine de la recherche, de I'innovation et de la réglementation
(voir chapitre 18). Lagriculture doit également participer a la lutte contre le chan-
gement climatique et s’y adapter en réalisant la transition agroécologique. Tous ces
défis sont autant de causes qui pourraient faire évoluer, d’'une part, la nature des
pathogenes et des mycotoxines associées dans les cultures, et d’autre part, I'effica-
cité de certaines méthodes de lutte contre les mycotoxines utilisées aujourd’hui.
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Chapitre 16
Conditions d’apparition et gestion
préventive des contaminations par
des mycotoxines en post-récolte

Francis Fleurat-Lessard

» Introduction

Les stocks de céréales constituent la base de I’alimentation de milliards d’individus.
Apres la récolte, quand les conditions d’humidité des grains sont favorables, le
risque de voir apparaitre des moisissures est permanent. La prolifération de moisis-
sures sur les grains stockés va provoquer un échauffement de ceux-ci et 'apparition
de « points chauds et humides », qui va évoluer vers une prise en masse des grains,
agglomérés par une trame dense de filaments mycéliens. Cette invasion fongique
se traduit par une perte irréversible de capacité germinative et du potentiel tech-
nologique. De plus, parmi le cortege des especes fongiques qui sont susceptibles
d’envahir les grains stockés, certaines sont productrices de mycotoxines. Dans ce
contexte de risque pour la santé humaine et animale, une reglementation sévere
s’applique dans I'Union européenne afin de minimiser ou de réduire au maximum le
risque de trouver sur le marché communautaire des lots de céréales contaminés par
les mycotoxines « de stockage » dans toute la chaine apres récolte, du grain récolté
a l'aliment prét a consommer (Commission européenne, 2023). Pour prévenir
les contaminations fongiques, plusieurs mesures sont recommandées aupres des
professionnels, la premiére étant liée a la qualité sanitaire des grains entrant dans
les silos. Dans ce chapitre consacré a un état des lieux des risques de contamination
des grains stockés par des moisissures toxinogenes, trois volets de connaissances
indispensables pour mettre en ocuvre une lutte intégrée seront détaillés (Fleurat-
Lessard, 2017) : 1a connaissance de ’écophysiologie des moisissures de stockage ; le
suivi de I’évolution des corteges floristiques au cours de la conservation des grains a
long terme ; les mesures de prévention.
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» Ecophysiologie des moisissures des grains stockés

Le développement des moisissures dans les stocks de grains dépend principalement de
I’état physicochimique de I’écosysteme du stock et en particulier de 'humidité relative
a I’équilibre (HRE), de I'activité de I'eau (a,,) et de la température des grains. Il est
influencé par les facteurs de I’environnement du stockage (nature de la cellule, phéno-
menes de condensation, absence de ventilation de refroidissement pour les stockages
longs) et la durée de conservation. En relation avec les caractéristiques de développe-
ment des especes fongiques qui proliferent sur les grains, combinant I'a,, et la tempé-
rature limite de croissance, il est possible de regrouper ces especes en trois groupes
écophysiologiques distincts : hygrophile, mésophile et xérotolérant (tableau 16.1).

Tableau 16.1. Principales especes de la mycoflore pouvant se développer sur différentes
céréales et leur répartition dans les trois groupes écophysiologiques.

Groupe BIlé tendre Orge et avoine Mais
écophysiologique
Mycoflore Alternaria tenuissima A. tenuissima Alternaria spp.
du Champ Epicoccum purpurascens E. purpurascens E. purpurascens
(hygrophile)
Fusarium graminearum  F. graminearum F. graminearum
Ulocladium atrum Helminthosporium sp. Fusarium verticillioides
Geniculifera sp. Helminthosporium sativum Cephalosporium sp.
Chrysosporium sp. Botrytis cinerea Acremonium strictum
Mycoflore Cladosporium C. cladosporioides C. cladosporioides
intermédiaire cladosporioides
(mésophile) Mucor hyemalis M. hyemalis M. hyemalis
Rhyzopus stolonifer R. stolonifer R. stolonifer
Aureobasidium pullulans A. pullulans A. pullulans
Verticillium lecanii V. lecanii V. lecanii
Mucor racemosus Trichoderma viride Trichoderma spp.
Absidia glauca Trichothecium roseum Papulaspora spp.
Chaetomium globosum — Chaetomium spp. Chaetomium spp.
Mycoflore Eurotium chevalieri E. chevalieri E. chevalieri

de stockage
(xérotolérante)

Eurotium amstelodami

E. amstelodami

Eurotium spp.

Penicillium cyclopium

P. cyclopium

P. chrysogenum

Penicillium stoloniferum

P. spinulosum

P. funiculosum

Aspergillus versicolor

A. versicolor

A. westerdijkiae

Aspergillus parasiticus

A. fumigatus

A. flavus

Wallemia sebi

W. sebi

Penicillium rubrum

A. westerdijkiae

A. westerdijkiae

A. westerdijkiae

Penicillium verrucosum

P. verrucosum

P. verrucosum

Aspergillus candidus

A. candidus

A. candidus
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Le groupe des champignons hygrophiles des céréales regroupe les especes qui se
développent sur les épis en formation pendant la culture et correspond a la mycoflore
du champ. Le groupe des espéces saprophytes et thermophiles (mésophiles), encore
appelé « microflore intermédiaire », comporte des especes qui infectent les épis a
I'approche de la récolte, souvent a la faveur des dégats des oiseaux ou des insectes
phytophages, et qui vont proliférer pendant le stockage, si les conditions d’humidité
et de température sont favorables. Fusarium proliferatum ou Aspergillus flavus font
partie de ce groupe des mésophiles. Les espéces du groupe des moisissures xéroto-
lérantes, désignées comme « microflore de stockage », peuvent coloniser les grains
conservés a une teneur en eau supérieure a la norme commerciale (Cahagnier et al.,
2005 ; Magan et Aldred, 2007). Penicillium verrucosum ou Aspergillus westerdijkiae
(anciennement Aspergillus ochraceus) sont les principaux représentants de ce troi-
sieme groupe. Toutefois, seules quelques especes se développant au cours du stoc-
kage sont capables de produire des mycotoxines (tableau 16.2).

Tableau 16.2. Mycotoxines et especes fongiques productrices pouvant se développer
apres la récolte en conditions thermo-hydriques favorables.

Mycotoxine Espéce mycotoxinogene Groupe écophysiologique

Aflatoxines Aspergillus flavus Xérotolérant
A. parasiticus

Ochratoxine A Penicillium verrucosum Xérotolérant
Aspergillus westerdijkiae

Citrinine Penicillium citrinum Xérotolérant
Aspergillus westerdijkiae

Acide cyclopiazonique Penicillium cyclopium Mésophile
Aspergillus flavus
A. versicolor

Stérigmatocystine Aspergillus nidulans Xérotolérant
A. versicolor

Patuline Aspergillus clavatus Mésophile
Penicillium expansum

» Interaction entre la dynamique des espéces fongiques
et les conditions de conservation

Au moment de la récolte, seules les especes fongiques hygrophiles sont présentes,
lesquelles vont progressivement disparaitre au profit de la microflore intermédiaire,
puis des moisissures de stockage, qui n’apparaissent qu’au terme de plusieurs mois
de conservation (figure 16.1).

Linfluence majeure de I'a, des grains a la mise en stockage a été maintes fois
démontrée, comme dans I’étude de I’écologie du cortege d’especes fongiques qui
s’installe au cours de la période de stockage dans le blé tendre conservé sous une
HRE de 85 % (Fourar et al., 2010). Cette méme étude a confirmé la régression de
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Figure 16.1. Représentation schématique de la succession du cortege d’especes apparaissant
au cours du stockage du mais en relation avec I’écophysiologie des moisissures des grains
stockés. D’apres Pelhate, 1982.

la flore hygrophile en début de conservation, remplacée successivement par la flore
semi-xérophile, puis la flore de stockage, a partir du troisiéme mois de conservation
(Fourar et al., 2011). Le risque de présence de mycotoxines étant associé a la proli-
fération de la flore de stockage (groupes des Aspergilli et des Penicillia), le seuil de
teneur en eau minimale permettant la production d’ochratoxine A (OTA) et afla-
toxine B1 (AFB1) a été étudié (Cahagnier et al., 1993 et 2005 ; Magan et Aldred,
2007). Ces auteurs ont démontré que la croissance dune espeéce mycotoxinogene
de la flore de stockage n’est pas systématiquement accompagnée d’une production
de mycotoxine. Les seuils d’a,, et de température minimum de production de myco-
toxines par les especes fongiques de la flore de stockage sont systématiquement
supérieurs a ceux de la croissance fongique stricto sensu (tableau 16.3).
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Tableau 16.3. Limite inférieure de teneur en eau et activité d’eau du grain permettant
la croissance mycélienne et la production de mycotoxines des especes de la flore de
stockage. D’apres Beuchat, 1981 ; Cahagnier et al., 1993 et 2005 ; Magan et al., 2003.

Espece fongique ~ Mycotoxine A limite  Teneur en eau A,, limite Teneur en eau

pour la limite pour pour la limite pour la
croissance la croissance toxinogénese toxinogénese
(%) (%)
Aspergillus flavus ~ AFB1 0,78-0,84 17,6-19,0 0,84 19,2
A. parasiticus AFB1 0,84 19,0 0,87 20,2
A. westerdijkiae OTA 0,77 16,5 0,85 19,6
Penicillium PAT 0,81 18,0 0,95 27,0
griseofulvum
P. expansum PAT 0,82-0,84 18,3-19 0,99 30,0
P. aurantiogriseum  OTA 0,82-0,85 18,5-19,6 0,87-0,9 20,2-22,0
P. verrucosum OTA 0,80-0,81 18,0 0,83-0,86 18,8-19,8
Fusarium FB1 0,88 20,5 0,93 25,0
proliferatum
F. verticillioides FB1 0,88 20,5 0,93 25,0

AFBI : aflatoxine B1 ; OTA : ochratoxine A ; FB1 : fumonisine B1 ; PAT : patuline.

» Gestion préventive des risques de contamination
des grains stockés par les mycotoxines

La gestion intégrée des risques de prolifération des moisissures dans les stocks de

céréales et de contamination par les mycotoxines est prioritairement basée sur la

prévention. Cette approche préventive est similaire a celle de la protection inté-

grée des cultures (PIC ou Integrated Pest Management [IPM] en anglais). Au plan

pratique, elle comporte plusieurs étapes successives visant a :

1. Limiter le risque de dégradation de la qualité par des opérations avant stockage ;

2. Effectuer un suivi des conditions de stockage pour alerter sur I'apparition de
situations favorables a la prolifération des moisissures (rmonitoring par capteurs et
sondes de la température et de 'THRE) ;

3. Détecter rapidement I'apparition de moisissures dans certaines parties du stock
(par la surveillance d’indicateurs métaboliques de la croissance mycélienne) ;

4. Appliquer les mesures de prévention limitant la production de mycotoxines (en
maintenant I'a,, au-dessous du seuil de toxinogénése par un refroidissement du
grain, par exemple).

Si les contaminations n’ont pu étre prévenues a temps, certains procédés technolo-
giques peuvent permettre de réduire la charge finale des produits céréaliers en myco-
toxines (certains de ces procédés sont détaillés ci-apres, ainsi qu’au chapitre 17).
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Complément de séchage a la récolte en cellule-sécheuse

Dans le cas du séchage, la technique de séchage « a basse température » in situ en
cellule de stockage est considérée comme un procédé de prévention du risque de
développement des moisissures mycotoxinogenes. Dans les pays du nord de I’'Europe,
le passage d’orge de brasserie ou d’avoine, récoltée humide, dans une cellule sécheuse
est une pratique courante a la récolte pour enlever 3 a 5 points de teneur en eau. La
cellule sécheuse cylindrique est équipée dun systeme de brassage continu du grain par
des vis de « remontage » alignées sur le diametre de la cellule et animées d’'un mouve-
ment circulaire, ainsi que d’un systeme de ventilation séchante par insufflation d’air a
60 °C maximum, & un débit de 140 m? . h~! d’air par métre cube de grain.

Tri optique

Le tri optique, qui permet de séparer les grains présentant une couleur ou un
aspect anormal, fait appel a deux types de trieurs : le trieur a rayonnement dans le
proche infrarouge (NIRS) et le trieur optique fonctionnant dans I'ultraviolet ou les
longueurs d’onde de la lumiere visible. Le premier permet 'identification instan-
tanée et 'élimination des grains de mais fortement contaminés par des mycotoxines
de Fusarium graminearum (déoxynivalénol ou DON en majorité) a un débit de
grain de plusieurs tonnes a ’heure. Lidentification des grains anormaux est réalisée
par un scanner aux longueurs d’onde de 715 et 965 nm. Dans cette configuration,
le trieur NIRS identifie 98 % des grains de mais d’aspect anormal, d a I’attaque
fongique, et plus de 95 % des grains a coloration anormale due a une contamination
par différentes especes fongiques des céréales (A. flavus, A. niger, Fusarium spp.,
Trichoderma zeae, etc.) (McMullin et al., 2015).

Le second type de trieur optique, le plus répandu aujourd’hui, est couramment utilisé
dans les procédés de nettoyage des grains en meunerie. Il permet de séparer les sclé-
rotes d’ergot dans les céréales susceptibles d’en contenir (seigle et triticale, princi-
palement), les grains a point noir caractéristiques d’une infection par les especes du
genre Fusarium, ainsi que tous les autres grains présentant une différence d’aspect
ou de couleur significative par rapport au grain sain. Dans les moulins, ces trieurs
prennent la place autrefois tenue par les trieurs a alvéoles ou les nettoyeurs sépa-
rateurs et autres systemes de séparation densimétrique. Les appareils commerciaux
peuvent réduire de 50 % la quantité de grains fortement attaqués par les moisissures
(ce qui représente entre 3 et 9 % de grains en poids), avec une efficacité supérieure
pour les grains contaminés par le DON que pour ceux contaminés par la fumoni-
sine B1 ou FB1 (Pearson et al., 2009). La rapidité des appareils de tri optique a été
fortement augmentée en multipliant les longueurs d’onde du faisceau détecteur. Les
trieurs optiques peuvent réduire de 99 % la présence de sclérotes d’ergot dans un
lot de blé ou d’orge.
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Identification des situations de stockage a risque de moisissure
Facteurs-clés de la croissance des moisissures de stockage

Le facteur déterminant pour I'activation de la germination des spores fongiques et
la croissance mycélienne est I’activité de I’eau dans le grain (a,,). Les facteurs secon-
daires de modulation sont la température, la teneur en oxygene au sein de la masse
de grain stockée et le type de structure de stockage (Fleurat-Lessard, 2017). Pour
les especes qui produisent de 'OTA, A. westerdijkiae et P. verrucosum, de nombreux
autres facteurs entrent en jeu dans leur croissance et leur production de mycotoxine,
comme la réhydratation accidentelle a la surface du stock ou la condensation d’eau
le long des parois et dans les angles des cellules métalliques, induisant un « point
chaud » localisé.

Lautre facteur favorable a la prolifération des moisissures a I'intérieur de la masse
de grains est la présence d’impuretés humides, en quantité anormale, dans un lot
intégré au chargement d’une cellule sans nettoyage préalable des grains. Les lots de
céréales récoltés et stockés a une humidité légerement supérieure a la limite supé-
rieure de conformité sont rapidement envahis par les especes de moisissures xéro-
tolérantes des genres Eurotium et Aspergillus, et colonisés par des acariens et des
insectes mycétophages qui vont disséminer I'inoculum fongique dans la périphérie
des points chauds. Pour des céréales récoltées encore humides comme le mais, la
durée entre la récolte et le séchage doit étre réduite au maximum pour une inhibi-
tion rapide de la prolifération de la microflore intermédiaire (genres Cladosporium,
Geotrichum et Verticillium).

Séchage et maintien de 'a,, au-dessous du seuil
de la croissance fongique

Un des objectifs majeurs de la conservation des céréales aprées récolte est de main-
tenir la teneur en eau dans toutes les parties du stock au-dessous du seuil de déve-
loppement des moisissures. Pour les céréales, le seuil d’a,, « de sauvegarde » (0,70)
correspond a la limite supérieure de teneur en eau de 15 % (sur base humide) admise
commercialement. Mais de nombreuses études ont montré que cette limite n’était
quune moyenne résultant d’'une hétérogénéité de teneur en eau des grains pouvant
s’écarter de plus de 2 % de cette moyenne. Pour réduire les risques de développe-
ment des moisissures pendant le stockage a long terme, la limite commerciale de
teneur en eau acceptable pour certaines especes fragiles comme 'orge de brasserie
a été abaissée a 14 %. Pour satisfaire a ces spécifications, le séchage des lots récoltés
au-dessus de la norme doit étre réalisé avant le stockage. Dans I’attente du séchage,
le refroidissement des stocks au-dessous de 15 °C par ventilation a I’air ambiant ou
a lair réfrigéré par machine frigorifique permet d’allonger la durée de conservation
sans risque de développement fongique (Jacobsen et Fleurat-Lessard, 2002).
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Surveillance des indices de développement fongique
Détection des odeurs de moisi avec un « nez électronique »

Quand un stock est envahi par des moisissures, il s’en dégage une odeur carac-
téristique qualifiée d’odeur de moisi. Les substances volatiles produites par les
especes de moisissures mycotoxinogenes qui se développent dans les grains humides
peuvent servir de marqueur de prolifération fongique et de marqueur de risque de
mycotoxinogéneése. Plusieurs molécules odorantes volatiles produites par les moisis-
sures des grains stockés ont été identifiées. On citera, entre autres, le 1-octen-3-ol,
le 3-octanone, les 2- et 3-méthyl-1-butanol, le 3-méthylfuran, le 2-heptanone, le
3-pentanone et la géosmine (Richard-Molard al., 1976). La détection de ces odeurs
caractéristiques dans I’espace de téte d’'un échantillon de grain peut étre réalisée
avec un analyseur de type « nez électronique ». Cette technologie est basée sur
un réseau de semi-conducteurs qui captent les composés volatils se dégageant de
I’échantillon, quand ce dernier est parcouru par un courant d’air épuré. La signature
de 'odeur qui se dégage de I’échantillon est le résultat d’un algorithme qui effectue
la comparaison automatique avec les signatures d’odeurs de référence stockées dans
une base de données. Des appareils portables permettent de réaliser cette identifi-
cation d’odeurs anormales de moisi dans un échantillon de grain (Paolesse et al.,
2006 ; Pascale, 2009) ou directement in situ sur le stock de grain.

Surveillance en continu de la teneur en CO,

La respiration des grains secs est pratiquement nulle. Lorsque I'a, du grain
dépasse le seuil d’effondrement des forces de rétention de I'eau (a,, = 0,70), la
respiration du grain est activée, en majeure partie entretenue par la croissance
des moisissures (Cahagnier et al., 2005). Aujourd’hui, des appareils de surveil-
lance de la teneur en dioxyde de carbone (CO,), installés a la base des cellules de
stockage des grains, permettent de détecter une respiration qui devient anormale
par rapport a la teneur naturelle de I’air en CO, (= 380 a 450 ppm). La production
de CO, étant corrélée a la teneur en eau des grains, de nombreuses études ont
montré que les capteurs a CO, permettaient de détecter précocement les augmen-
tations de concentration relatives au développement des moisissures dans les
zones de grains humides en voie de détérioration (Maier et al., 2010 ; Neethirajan
et al.,2010). La zone de conservation sans risque correspond a des teneurs en CO,
comprises entre 450 et 500 ppm (v/v). Quand la teneur en CO, atteint 1 000 ppm
(0,1 %), cela signifie qu’un probléme de développement de moisissure débute.
Lorsque cette teneur dépasse 2 000 ppm, la détérioration des grains est certaine
et une intervention pour faire baisser la teneur en eau des grains est nécessaire
(Ramachandran, 2022 ; Zhai et al., 2015).

Tests rapides semi-quantitatifs de détermination
de la teneur en mycotoxines

Les tests rapides immunochromatographiques (tests « bandelette ») et immuno-
enzymatiques (kit Elisa) sont deux techniques de diagnostic rapide couramment
utilisées pour détecter rapidement des teneurs en mycotoxines. Ces techniques sont
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développées dans le chapitre consacré aux méthodes analytiques applicables aux
mycotoxines (chapitre 19).

Prévention et anticipation de la croissance des moisissures
pendant le stockage

Il n’existe aucune méthode de décontamination complete des grains contenant
des niveaux de mycotoxines supérieurs a la limite reglementaire. En conséquence,
l'application des méthodes de prévention des risques de développement des moisis-
sures dans les zones a humidité favorable est primordiale pour les grains stockés en
masse. Les deux facteurs-clés qui déterminent la dynamique de prolifération des
moisissures de stockage (mycotoxinogénes ou non) et sur lesquels il est possible
d’intervenir sont la teneur en eau et la température dans la masse de grain. Dans
I’écosysteme du stock de grain, le monitoring des variables associées au développe-
ment global des moisissures de stockage (teneur en eau des grains, teneur en CO,
en partie basse de cellule, usage du « nez électronique » et de la thermographie
a IR en surface des stocks, par exemple) est primordial pour évaluer le risque de
contamination, des le début de la croissance fongique, car les seuils de tolérance des
mycotoxines comme I’OTA et ’AFB1 sont extrémement faibles pour les céréales
utilisées en alimentation humaine.

Ventilation de refroidissement des grains en cellule de stockage

Labaissement de la température des grains stockés, de 20 a 10 °C par exemple,
permet de conserver le blé ou I'orge de brasserie a une teneur en eau supérieure a la
teneur minimale qui serait requise pour la croissance de Penicillium verrucosum et
la production d’OTA a 20 °C (Magan et al., 2003). Plus la température décroit, plus
le besoin en eau nécessaire a la croissance des moisissures augmente. Par exemple,
a la température minimale de croissance de P. verrucosum de 4 °C, la teneur en eau
minimale nécessaire a la production d’OTA se situe a 20,6 %, alors que quand la
température du grain est a 24 °C, la teneur en eau minimale nécessaire a la toxino-
génese n’est plus que de 18,5 % (Pardo et al., 20006).

En combinant les effets de la température et de la teneur en eau sur la dynamique
de croissance des moisissures, des modeles de prédiction de la durée de stockage
sans risque de prolifération des moisissures ont été validés pour I'orge de brasserie
(Jacobsen et Fleurat-Lessard, 2002).

» Conclusion

Lapproche intégrée de gestion des risques toxiques amenés par les mycotoxines de
moisissures de stockage s’appuie sur des indicateurs pertinents qui constituent une
aide a la décision d’intervention pour le responsable du lot de céréales a conserver
ou a mettre sur le marché.
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Les indicateurs a prendre en compte sont :

—le suivi des marqueurs de prolifération des moisissures (activité respiratoire,
production de chaleur et d’odeurs anormales...) pendant la période de conservation
des stocks, lorsque la température dans la masse des grains est supérieure a 5-7 °C;
— le relevé régulier des sondes et capteurs de surveillance de I'état général des grains
pendant la conservation de longue durée (silothermométrie embarquée, sondes d’a,,
ou thermohygrométriques, caméra infrarouge d’observation des températures de
surface des stocks...), pour détecter précocement les situations a risque ;

— la détection rapide de la teneur en mycotoxines des grains, dans les endroits du
tas de grains ou de la cellule qui présentent un état général « a risque moisissure » et
de contamination potentiel par des mycotoxines de stockage (avec des kits rapides
immunochimiques ou immunochromatographiques) ;

— la connaissance des moyens disponibles pour limiter une contamination probable
par des mycotoxines, compatibles avec le type de débouché visé.

Lorsque la contamination des stocks de céréales par des mycotoxines de stockage n’a
pas pu étre maitrisée et étre détectée a temps, des interventions pour éliminer une
partie des contaminants peuvent étre tentées. Des méthodes ou procédés physiques,
biologiques ou chimiques permettant de réduire les quantités de mycotoxines
présentes dans les grains de céréales ou des produits céréaliers ont été décrits dans
diverses revues de synthese (Bullerman et Bianchini, 2007 ; Magan et Aldred, 2007 ;
Varga et al., 2010 ; Jard et al., 2011).
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Chapitre 17
Devenir des toxines au cours
des procédés de transformation
des produits alimentaires

Gwénaélle Jard et Jean-Denis Bailly

» Introduction

Les étapes de transformation peuvent avoir un impact sur la teneur en mycotoxines
du produit fini. Lobjectif de ce chapitre est d’illustrer le devenir de certaines myco-
toxines présentes dans les matieres premieres végétales, et parfois animales, au
cours des principaux procédés de transformation utilisés en industrie agroalimen-
taire. Compte tenu du nombre considérable de couples procédés/toxines possibles, il
ne s’agira pas ici de réaliser un inventaire exhaustif, mais d’illustrer par des exemples
I'impact possible de certaines étapes de fabrication des aliments. Une synthese est
présentée en figure 17.1.

» Devenir des mycotoxines dans les produits végétaux

Le devenir des mycotoxines est variable selon les matieres premicres utilisées
(céréales, fruits, noix...), la concentration et la nature des toxines. Certaines étapes
de premiére (fractionnement, maltage...) et de deuxieme transformations (panifi-
cation, pastification, brassage) peuvent influer sur la concentration en mycotoxines
dans le produit fini.
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Traitements

p . ; . i
Séparation Action biologique thermiques

Augmentation de la
teneur en mycotoxines Enzymes | Micro-organismes

apres 'étape
Ajout d’additifs
enzymatiques

i gouttage Fermentations

Grillage/torréfaction

Cuisson/extrusion

Diminution de la teneur
en mycotoxines @
apres I'étape
Figure 17.1. Impact de certains procédés de transformation sur la teneur en mycotoxines.

* Laction biologique des micro-organismes comprend la croissance de moisissures toxinogénes, leur
inhibition par des bactéries ou levures, et ’adsorption ou la biotransformation des mycotoxines par les
parois de bactéries ou levures.

Devenir au cours de la premiére transformation
Mouture

Létape de mouture ne permet pas vraiment de diminuer le taux de mycotoxines des
grains de blé (Schaarschmidt et Fauhl-Hassek, 2018). En revanche, les différentes frac-
tions obtenues aprés mouture n’en contiennent pas la méme quantité. Le son (partie
externe du grain la plus fréquemment colonisée par les moisissures) est plus riche
en mycotoxines, alors que la farine et la semoule raffinées en contiennent moins. La
colonisation des grains par les moisissures toxinogenes, la diffusion des mycotoxines
au sein du grain et la sensibilité relative des différentes fractions du grain a la toxinogé-
nese déterminent la quantité de mycotoxines que 1’on peut retrouver dans les farines
(Pinson-Gadais et al., 2007). Dans le cas de la production de farine compléete, une
quantité de son importante est incorporée dans la farine et la quantité de mycotoxines
dans le produit final peut donc se rapprocher de celle du grain.

Il a été constaté qu’au cours du broyage humide réalisé pour la production d’amidon
de mais, les fumonisines se retrouvent en majorité dans I’eau de trempage ou dans les
autres fractions, et deviennent indétectables dans ’amidon produit (Schaarschmidt
et Fauhl-Hassek, 2021a).

Maltage

Le maltage (production de malt a partir d’orge) est la premicre étape de la fabrica-
tion de la bicre. Elle est constituée de trois phases : le trempage, la germination et le
touraillage. Le trempage et la germination sont effectués dans certaines conditions
de température et d’humidité (10-15 °C, 42-48 % d’humidité). Pendant le trempage,
le déoxynivalénol (DON), ses dérivés et les fumonisines se solubilisent dans I'eau

203



Les mycotoxines

de trempage, permettant une réduction de la concentration en mycotoxine dans le
malt (Pascari et al., 2018). La germination, en revanche, favorise la croissance des
moisissures et notamment de Fusarium langsethiae, producteur de toxines T-2/HT-2.
Cette étape peut entrainer une production de mycotoxines et de conjugués glyco-
sylés qui peuvent atteindre 3 a 7 fois la concentration initiale. Le touraillage (7 h
entre 60 et 80 °C) destiné a produire du malt torréfié permet d’éliminer les moisis-
sures présentes, mais n’impacte pas la teneur en mycotoxines qui sont généralement
thermostables.

Devenir au cours de la deuxieme transformation
Emploi d’additifs lors de la formulation

Les farines utilisées par les boulangers sont souvent des mélanges contenant
des améliorants de panification comme des enzymes (ca-amylases, xylanases ou
protéases). Dans certaines conditions de température (30 °C), ces enzymes permet-
traient de libérer du DON initialement présent dans les parois des cellules des
grains et augmenteraient ainsi sa concentration dans le paton, par rapport a un pain
fabriqué avec une farine sans enzymes (Schaarschmidt et Fauhl-Hassek, 2018).

Macération et activation d’enzymes

Pendant la phase de macération des vins rouges, la concentration d’ochra-
toxine A (OTA) a généralement tendance a augmenter, a cause de I’extraction de la
toxine initialement présente sur le raisin (La Placa et al., 2023). Lors de la fabrica-
tion de la biere, les enzymes du malt sont activées pendant 'empatage. Des paliers
de température permettent d’activer de maniere optimale les différentes enzymes
pour hydrolyser les sucres, les protéines et 'amidon, transformés en sucres fermen-
tescibles par des levures. Les conjugués du DON présents dans le malt sont alors
déglycolysés lors de cette €tape, ce qui entraine une augmentation de la teneur en
DON (Pascari et al., 2018).

z

Elimination de résidus solides par filtration

La filtration est couramment utilisée en industrie pour séparer la partie liquide, qui
suivra le processus de transformation, des résidus solides a éliminer. Par exemple,
le mout est séparé des dreches par filtration avant la phase d’ébullition, puis de
fermentation, lors de la fabrication de biére. Les mycotoxines se retrouvent réparties
dans les dreches et dans le moit. La zéaralénone (ZEN) semble, elle, se retrouver
principalement dans les dréches.

Le processus de vinification, dans son ensemble, réduit la teneur en OTA du vin d’en-
viron 80 % par rapport a celle du raisin. C’est le cas de I’étape de clarification, qui
consiste a utiliser des agents de clarification (bentonite, gélatine...) pour permettre
le collage et la précipitation des résidus solides, qui sont ensuite éliminés par filtra-
tion (La Placa et al., 2023). De méme, le stockage en bouteilles apres fermentation
joue ce role grace a la décantation de ces agglomérats. Cependant, toutes les étapes
de vinification ne contribuent pas de la méme maniere a cette réduction.
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Fermentations

Les mycotoxines peuvent étre dégradées en composés non ou moins toxiques par
les micro-organismes responsables des fermentations (alcoolique et lactique). Dans
certains cas, ce n’est pas la fermentation en tant que telle qui permet de diminuer le
taux de mycotoxines, mais I’adsorption des molécules sur les parois des levures ou
des bactéries utilisées, phénomene qui est alors réversible.

La fabrication de pain se fait par fermentation de farine grace a des levures
(Saccharomyces cerevisiae) ou en utilisant des levains de panification (levures et
bactéries). Les pratiques de panification étant variées (température et durée de
fermentation, composition microbienne du levain, présence d’améliorants dans la
farine, caractéristiques physicochimiques du paton...), les activités enzymatiques et
leur impact sur les mycotoxines sont variables (Vidal et al., 2014). A chaque étape de
fabrication, il peut y avoir un relargage de mycotoxines ou, au contraire, une trans-
formation des mycotoxines en conjugués (glycosylés par exemple), qui ne seront pas
forcément détectés lors de I’analyse du produit. Les bactéries lactiques et acétiques
présentes dans les levains de panification sont susceptibles de biotransformer les
mycotoxines en composés moins toxiques ou de les adsorber et ainsi de les piéger.
Lors d’une expérimentation récente, la fermentation (par des levains ou de la levure
commerciale) et la cuisson du pain ont permis de diminuer de moitié la concentra-
tion en DON, mesurée dans la pate apres pétrissage et ensuite dans le pain cuit. Les
mécanismes impliqués ne sont pas encore completement élucidés. En revanche, la
concentration en OTA semble rester stable.

Lors de la fermentation alcoolique qui a lieu lors du brassage, les levures sont
capables de piéger les mycotoxines (Pascari et al., 2018). Ainsi, certaines mycotoxines
(ZEN et OTA) se retrouvent en grande partie dans les résidus de fermentation. Cela
doit étre pris en considération lorsque ces sous-produits sont ensuite utilisés en tant
que co-produits dans I’alimentation animale (Lopes et al., 2023). Apres le brassage,
les concentrations d’aflatoxines, d’OTA, de fumonisines et de ZEN résiduels repré-
sentent moins de 20 % de la contamination initiale du malt. Le DON peut, quant a
lui, se retrouver dans la biére.

Les données sur les mycotoxines dans les boissons fermentées traditionnelles sont
rares, malgré une production et une consommation trés répandues dans certains
pays avec, parfois, un fort risque d’utilisation de matieres premieres contaminées.
La fermentation par un écosystéme microbien complexe provenant de la matiere
premicre et de I'environnement peut étre un moyen pour limiter le risque de
présence de mycotoxines dans ce type de produits, grace a la production de métabo-
lites inhibant la croissance de micro-organismes pathogeénes ou d’altération (dont les
moisissures toxinogénes) ou par des phénomenes d’adsorption. A titre d’exemple, la
fermentation de mais est un procédé qui permet d’abaisser la teneur en aflatoxines,
soit par transformation de ces derniéres, soit par adsorption réversible sur les parois
de bactéries lactiques par exemple (Schaarschmidt et Fauhl-Hassek, 2021b).

Or certaines études mettent en évidence la présence de fumonisines dans des
boissons fermentées traditionnelles d’Afrique du Sud produites a partir de mais
(Shephard et al., 2005). La fermentation ne suffit donc pas, en général, a s’affran-
chir de la présence de mycotoxines dans ces boissons et une grande attention doit
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étre portée a la sélection de la matiere premiere, correctement stockée et triée
avant la fermentation.

La concentration en OTA du mott diminue fortement lors des fermentations alcoo-
lique et malolactique qui ont lieu pendant la fabrication du vin (La Placa et al., 2023).
LOTA, potentiellement déja présente dans le mott est adsorbée par les résidus de
raisins et par les levures cenologiques, avec toutefois un taux d’adsorption tres diffé-
rent selon les souches de levures utilisées. De méme, les teneurs en patuline sont
drastiquement réduites lors de la fermentation alcoolique menant a I’élaboration du
cidre et autres boissons alcooliques a base de pommes (Sant’Ana et al., 2008).

Séchage

Le séchage des fruits, des noix et des épices est aussi un défi pour éviter le dévelop-
pement de moisissures toxinogenes. En effet, il s’agit ici de limiter la durée pendant
laquelle le produit est dans des conditions d’humidité et de température favorables
a la croissance fongique et a la production de mycotoxines. Par exemple, il est
conseillé d’effectuer le séchage aux environs de 37 °C et de stocker ensuite les figues
séchées a des températures inférieures a 10 °C, pour éviter la croissance d’A. flavus
et la production d’aflatoxines.

Pendant la fabrication du chocolat, les féves de cacao sont d’abord mises a fermenter
par des levures et des bactéries dans des conditions humides pour développer les
aromes recherchés. Quand le séchage n’est pas effectué directement apres la phase
de fermentation, des espéces fongiques peuvent croitre (conditions chaudes et
humides) et la teneur en OTA peut augmenter dans le cacao (Dzelagha et al., 2020).

La fabrication de pates alimentaires comporte une étape de mélange de semoule
de blé dur avec de I'eau, puis une extrusion a travers un moule pour leur donner
leur forme. Les pates fraiches sont ensuite séchées. On peut utiliser un séchage a
basse (environ 60 °C pendant 10 a 15 h) ou a haute température (90 °C pendant 5 h).
Lors de la fabrication de pates seches, il y a peu d’effet de dilution des mycotoxines
lors du procédé puisque I’eau ajoutée pour donner la forme aux pates est ensuite
évaporée lors du séchage. Le séchage, qu’il soit a basse ou haute température, n’a
ainsi que peu d’impact sur la concentration en DON (Vidal et al., 2016).

» Devenir des mycotoxines dans les produits
d’origine animale

La contamination des aliments utilisés pour 'alimentation des animaux de produc-
tion peut entrainer la présence de résidus de mycotoxines ou de leurs métabolites
dans différents tissus et leur excrétion dans le lait ou les oeufs. Pourtant, a I’excep-
tion de l'aflatoxine M1 (AFM1) dans le lait, il n’existe pas de valeurs réglemen-
taires concernant des teneurs maximales en mycotoxines dans les aliments d’origine
animale (réglement UE 2023/915).

Les procédés de transformation pouvant influencer la teneur en mycotoxines
sont souvent limités a la fermentation (fabrication fromagere) ou au traitement
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thermique (voir section suivante). De plus, I'utilisation d’une flore fongique tech-
nologique peut rendre possible la syntheése de certaines mycotoxines au cours du
procédé de transformation.

Contamination du lait par TAFM1 et devenir
pendant la fabrication fromagére

LAFMI, dérivé hydroxylé mais toujours toxique de l’aflatoxine B1 (AFB1), est
susceptible d’étre excrétée dans le lait a hauteur de 5-10 % de la quantité d’AFB1
ingérée par I'animal.

Lacidification jusqu’au pH isoélectrique des caséines (pH = 4,6) qui a lieu lors
de I’étape de coagulation lactique pour la fabrication du yaourt n’impacte pas la
concentration en AFM1. Lors de la fabrication de fromage, ’AFM1 présente initia-
lement dans le lait se retrouvant majoritairement dans le caillé, I’élimination du
lactosérum n’est pas un moyen de diminuer la contamination (Sarmast et al., 2021).
Les fromages frais peuvent ainsi étre plus contaminés que le lait dont ils sont issus.
En outre, malgré les activités métaboliques intenses des ferments lors de I’affinage,
I'impact sur la concentration de ’TAFM1 demeure limité.

Contamination directe des aliments par la flore technologique

La production de certains aliments d’origine animale requiert une phase d’affinage
pendant laquelle des micro-organismes vont, grace a leurs activités protéolytique ou
lipolytique, participer directement a apparition du gofit, de la texture, de 'odeur
et de I'aspect extérieur du produit. Cependant, ce développement microbien pose
la question du risque éventuel de synthese de mycotoxine pendant I’affinage, si des
moisissures toxinogeénes sont présentes et sont dans des conditions propices a la
production de toxines. Il convient toutefois de rappeler que la composition de ce
type de produits, en particulier la proportion protéines/glucides, est beaucoup moins
favorable a la toxinogénese que celle observée dans les céréales par exemple.

Charcuterie et salaisons

Au cours de I'affinage des produits de salaison seche, une flore d’affinage complexe,
comprenant de nombreuses especes fongiques, se développe. Parmi elles, on trouve
notamment des especes connues pour produire de 'OTA (Aspergillus ochraceus,
A. westerdijkiae, Penicillium nordicum...). Cette toxine peut étre produite en petite
quantité (quelques centaines de picogrammes par kilogramme) sur les produits de
salaison seche (Chen et al., 2022). La maitrise de l'activité de I'eau des produits et
le maintien de la compétition microbienne sont alors des points clés de maitrise de
la sécurité sanitaire. Une étude récente a démontré que la flore microbienne des
saucisses seches était extrémement riche et variait au cours de I'affinage des produits
(Coton et al., 2021). Dans cette étude, différentes especes potentiellement toxino-
genes de Penicillium ont été observées et 5 mycotoxines différentes ont pu étre
détectées dans les produits (OTA, acide cyclopiazonique, acide mycophénolique,
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citrinine et citréoviridine). Ces toxines ont été mesurées en surface des produits et
I'impact toxicologique reste a étudier.

Fromages

Comme pour les produits de salaison, la contamination des fromages au cours de la
fabrication peut étre liée au développement d’une flore indigene ou a ’ensemen-
cement des produits par une souche fongique spécifique. Les données disponibles
concernent surtout le risque associé aux deux principales especes fongiques utili-
sées en fromagerie et en particulier Penicillium roqueforti. En effet, P. roqueforti
peut produire différentes mycotoxines telles que la toxine PR, la roquefortine,
I’acide mycophénolique, la roquefortine A... Les conditions d’ensemencement de
cette espece dans le fromage (faible teneur en oxygene, compétition avec la flore
lactique, matrice riche en protéines et trés pauvre en glucides) limitent le risque
d’une contamination importante du produit fini. Cependant, les développements
analytiques ont permis de mettre en évidence la présence de certaines toxines dans
des fromages a pate persillée de type « bleus » (Hymery et al., 2014). Le risque
toxique semble malgré tout modéré compte tenu de la part de ce type d’aliment
dans ’alimentation totale.

Les souches utilisées en fromagerie doivent donc étre sélectionnées afin de limiter
le risque de contamination mycotoxique des produits finis. Le développement éven-
tuel de nouveaux aliments utilisant des matrices végétales pour produire des subs-
tituts « végans » au fromage doit faire 'objet d’'une évaluation minutieuse, car il est
possible que P. roqueforti soit alors dans des conditions beaucoup plus favorables a
la toxinogénese que dans le milieu fromage.

» Effets des traitements thermiques

Leffet des traitements thermiques est intimement lié a la thermorésistance des
mycotoxines. Le type de matrice joue également un grand role puisqu’il impacte le
transfert de chaleur au coeur du produit, ainsi que la stabilisation des mycotoxines
au sein du produit en fonction de ses caractéristiques (pH, a,,). Alors que la prépara-
tion des aliments a des températures allant jusqu’a 100 °C a peu d’effet sur la plupart
des mycotoxines, les températures plus élevées utilisées pour la friture, la torréfac-
tion et ’extrusion peuvent réduire la concentration en mycotoxines (Karlovsky et al.,
2016). Le stockage au froid, la congélation ou la lyophilisation n’ont, en revanche,
aucun effet.

Pasteurisation et stérilisation

Comme la plupart des mycotoxines sont thermorésistantes, la pasteurisation ou la
stérilisation n’ont que peu d’impact sur leur concentration. C’est, par exemple, le cas
de la patuline lors de la pasteurisation de jus de pommes, de 'AFM1 lors du trai-
tement UHT (ultra haute température) du lait ou du DON lors d’appertisation par
autoclavage (association d’une température élevée et d’'une pression importante).
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Cuisson
Cuisson du pain et des biscuits

Meéme si la cuisson du pain se fait jusqu’a 250 °C, en général, la température de la crotite
et de la mie ne dépasse pas les 100 °C. Ainsi, la structure des mycotoxines peut rester
intacte. Leffet de la cuisson du pain est controversé (Schaarschmidt et Fauhl-Hassek,
2018). Si certaines études rapportent une légére diminution de la concentration en
DON, dans d’autres, aucun effet n’est observé. Le facteur de réduction (concentration
en DON finale/initiale) li€ a I’étape de cuisson est estimé entre 0,6 et 1. En combi-
nant I'effet de la premicre transformation et de la deuxieéme transformation (mouture,
facteur de dilution lié a la recette et panification), le facteur de réduction atteint 0,2
a 0,6 pour du pain blanc et entre 0,3 et 0,8 pour du pain complet. La réglementation
considere un facteur de 0,4 entre la teneur maximale tolérée dans le blé (1 250 ug/kg de
DON) et celle acceptable dans le pain (500 ng/kg). Concernant la ZEN, les toxines T-2/
HT-2 ou les fumonisines, la concentration est stable ou ne diminue que légérement
pendant la cuisson, selon le type de matrice et le protocole de cuisson. La cuisson des
biscuits permet de détruire ou d’immobiliser environ les deux tiers de 'OTA.

Grillage et torréfaction

Lors du grillage et de la torréfaction des fruits a coque, une forte réduction de la
teneur en aflatoxines et en OTA (jusqu’a 85 %) peut étre observée, par exemple sur
des pistaches contaminées qui ont été trempées dans un mélange aromatique, puis
torréfiées a 150 °C (Jalili et al., 2020). Une dégradation thermique de I'OTA est aussi
observée lors de la torréfaction du café et du cacao. Le procédé utilisé et le degré
de torréfaction influencent fortement la concentration résiduelle. Globalement, la
transformation des feves de cacao en chocolat permet d’aboutir a des concentra-
tions négligeables en OTA et en aflatoxines dans le chocolat. Cela est également
da a I'ajout d’autres ingrédients (par exemple, des produits laitiers et des sucres),
qui diluent les mycotoxines. La torréfaction des cacahuetes permet de diminuer la
teneur en AFB1, mais ne suffit pas pour éliminer totalement cette mycotoxine.

Cuisson/extrusion

La cuisson-extrusion consiste d’abord en un chauffage sous pression avec une
contrainte de cisaillement pour que le produit atteigne son point de fusion ou de
plastification, puis en une extrusion a haute pression, a travers un moule donnant
la forme a l'aliment. La cuisson-extrusion est un procédé qui peut permettre de
réduire le taux de mycotoxines en fonction des parametres utilisés et du type de
mycotoxine (Schaarschmid et Fauhl-Hassek, 2021). Par exemple, la diminution de la
concentration en DON liée a la fabrication de flocons de mais est estimée entre 1 et
40 %. Certaines études mentionnent une réduction jusqu’a 60 % pour les fumoni-
sines. La production des céréales pour petit-déjeuner entraine aussi une réduction
significative de la teneur en OTA. Par contre, ce procédé n’a pas d’effet sur les afla-
toxines. Il est important d’analyser les produits finis, car les mycotoxines peuvent
étre liées ou transformées par le procédé de cuisson-extrusion et donc induire quand
méme une toxicité apres ingestion.
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Friture

Le type de cuisson affecte de maniére significative le devenir des fumonisines dans le
mais (Schaarschmid et Fauhl-Hassek, 2021). II faut atteindre 190 °C pour diminuer
de moitié la teneur en fumonisines pendant une cuisson par friture pour faire des
chips de mais, alors qu’il faut aller jusqu’a 218 °C dans le cas de la torréfaction d’'une
farine de mais. Le mode d’éclatement des popcorns, aliment tres consommé chez
les enfants, influe également sur le devenir des mycotoxines (DON et fumonisines
principalement). Une réduction des teneurs en mycotoxines est observée lors de
I’éclatement, avec une diminution plus nette pour I’éclatement réalisé en plongeant
les grains dans de I'huile (comparé a I’éclatement par micro-ondes ou chauffage a
Iair chaud) (Schambri et al., 2021).

Cuisson a leau

La cuisson a 'eau des pates peut réduire le taux de mycotoxines d’environ 40 %
par relargage de mycotoxines dans I’eau de cuisson, qui est ensuite éliminée, ou par
dilution (liée a I'absorption d’eau par les pates pendant la cuisson) (Visconti et al.,
2004). Utiliser un volume d’eau plus important pour la cuisson des pates et les faire
cuire plus longtemps permet au DON de mieux se solubiliser dans I’eau de cuisson.
La cuisson du riz permet de diminuer de 35 % sa teneur en AFB1.

» Conclusion

Le devenir des mycotoxines au cours des procédés de transformation est tres variable
selon le type de mycotoxines, les matrices alimentaires et les procédés. Certaines
étapes peuvent diminuer leur concentration alors que d’autres conduisent, au
contraire, a une augmentation de la contamination pendant la fabrication. Puisque
I’élimination compléte des mycotoxines des produits alimentaires par les procédés
de transformation est rarement possible, il est nécessaire de prévenir au maximum
la contamination des matieres premieres, en amont de la transformation, et d’éviter
la prolifération de moisissures toxinogenes pendant cette transformation.
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Chapitre 18
Limiter les contaminations
par les mycotoxines a I’aide de solutions
de biocontrole

Caroline Strub, Sophie Lorber, Florence Forget
et Angélique Fontana

» Introduction

La contamination par des mycotoxines peut se produire au champ, pendant le
stockage, au cours de la transformation d’une denrée, ainsi que chez le consom-
mateur. Extrémement stables, elles sont difficiles a éliminer ou a éradiquer
lorsqu’elles pénetrent dans la chaine agroalimentaire.

La meilleure stratégie pour contrdler la teneur en mycotoxines dans les denrées
alimentaires est de prévenir leur formation au champ ou au cours du stockage et de
la transformation. Les stratégies reposent actuellement sur de bonnes pratiques agri-
coles et sur I'utilisation de fongicides de synthése, mais ces derniers sont tres décriés
du fait de leurs effets déléteres sur la santé des consommateurs et sur I’environnement.
En outre, Pexposition répétée des moisissures aux fongicides peut entrainer 'appari-
tion de souches résistantes, ce qui diminue I'efficacité des stratégies de maitrise et peut
poser un risque de transfert de génes de résistance a des souches pathogenes pour
I’humain. LCobjectif de production d’aliments sains, exempts de mycotoxines et de
résidus de fongicides, a conduit a une recherche active pour développer de nouvelles
stratégies basées sur 'utilisation d’agents microbiens de biocontrole*. D’autres straté-
gies de biocontrole basées sur I'utilisation de composés naturels, tels que des extraits
de plantes, donnent des résultats prometteurs pour réduire la contamination par les
mycotoxines, sans forcément affecter la croissance des champignons.

4. https://info.agriculture.gouv.fr/gedei/site/bo-agri/instruction-2024-352, note de service DGAL/SDSPV/2024-
352 (consulté le 24/06/2024).
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» Le biocontrole

Le biocontrdle occupe une place a part dans les moyens de prévention, car il peut étre
mis en ceuvre avant et apres la récolte. En outre, I'application de micro-organismes
bénéfiques, au champ, avant la récolte, peut prévenir I'accumulation de mycotoxines
pendant le stockage des denrées (Sarrocco et Vannacci, 2018).

Le biocontrole regroupe un ensemble de méthodes de protection des végétaux basé
sur I'utilisation de mécanismes naturels. Les produits de biocontrole sont définis a
I’article L. 253-6 du Code rural et de la péche maritime. Ils se répartissent en deux
catégories :

— les macro-organismes, principalement des invertébrés, notamment des acariens,
des insectes et des nématodes. Le biocontrole utilisant des macro-organismes est
communément appelé lutte biologique ;

— les produits phytopharmaceutiques qui comprennent des micro-organismes, des
médiateurs chimiques tels que les phéromones et les kairomones, et des substances
naturelles d’origine végétale, animale ou minérale.

Lévaluation des produits phytopharmaceutiques et des substances actives qui les
composent est encadrée et harmonisée, avant leur mise sur le marché, au niveau
européen par le réglement (CE) n° 1107/2009. Depuis 2015, I’Anses gere les auto-
risations de mise sur le marché des produits phytopharmaceutiques, des matieres
fertilisantes et supports de culture, et des adjuvants.

Des micro-organismes prometteurs pour lutter contre
la contamination par des mycotoxines

Les micro-organismes utilisés en tant qu’agents de biocontrdle peuvent interagir
avec I’agent pathogene, soit directement (parasitisme, antibiose, sécrétion d’en-
zymes lytiques), soit indirectement (compétition pour ’espace et les nutriments)
(figure 18.1). Ils peuvent également affecter la plante hote en stimulant ses défenses
ou en favorisant sa croissance (Nguyen et al., 2017). Malgré ce large éventail de
mécanismes, les micro-organismes permettant de limiter efficacement ’occurrence
des mycotoxines sont encore peu nombreux.

R, % Action directe sur le champignon toxinogéne
Ko e——

S/
‘\

) ) » Compétition pour espace et nutriments
.—@ » Production de métabolites antifongiques
4 « Production d’enzymes lytiques

» Mycoparasitisme

« Métabolisation des mycotoxines

Action indirecte

« Stimulation de la croissance

« Induction des défenses des plantes

- Dégradation des résidus sur lesquels
les spores fongiques survivent en hiver

Figure 18.1. Différents mécanismes d’action expliquant I'efficacité de certains agents de
biocontrole contre les champignons toxinogenes infectant les cultures céréalicres.
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Les solutions qui ont été les plus étudiées et qui, dans certaines conditions, ont
montré une réelle efficacité en plein champ sont celles basées sur l'utilisation de
souches d’Aspergillus flavus n’ayant pas la capacité de synthétiser les aflatoxines. On
parle alors de souches non toxinogenes. Lefficacité de ces solutions résulterait de
plusieurs mécanismes : I’occupation de ’espace par les souches non toxinogenes, un
effet inhibiteur de croissance et de production d’aflatoxines exercé par les souches
non toxinogenes en contact avec les souches toxinogenes, la production de métabo-
lites spécialisés antifongiques par les souches non toxinogenes (Sweany et al., 2021).
Plusieurs souches d’A. flavus non toxinogenes ont été brevetées et plusieurs produits
commercialisés. Différentes solutions ont été homologuées aux Etats-Unis pour
réduire les contaminations sur mais et arachides. Une attention particuliere pour
I’élaboration de ces solutions repose sur l'utilisation de souches non toxinogenes
endogenes des régions productrices ou elles sont appliquées. Lutilisation combinée
de différents isolats autochtones des zones ciblées a pour objectif d’augmenter les
chances de promouvoir des communautés non toxinogenes diverses a long terme
et, par conséquent, de conserver I'efficacité du produit de biocontrdle au cours du
temps (Ortega-Beltran et Cotty, 2017). Ainsi, des produits a base de mélanges de
souches ont été homologués pour une utilisation sur mais et arachide dans différents
pays d’Afrique, dont le Nigeria (Moral et al., 2020) et le Sénégal (Senghor et al.,
2020). Une limitation potentielle de I'utilisation de souches non toxinogénes pour
le biocontrdle de champignons indésirables serait cependant le risque de recombi-
naison sexuée entre les lignées toxinogenes et les souches de biocontrole, qui pour-
rait conduire a I’émergence de souches toxinogenes particulierement virulentes. En
Europe, il n’existe pas a 'heure actuelle d’autorisation de mise sur le marché de
solutions de biocontrdle a base de souches non toxinogenes d’A. flavus.

La capacité a réduire I'incidence de la fusariose et la contamination par le déoxy-
nivalénol (DON) a été démontrée chez d’autres micro-organismes et en parti-
culier chez plusieurs bactéries appartenant aux genres Bacillus, Pseudomonas
et Streptomyces. C’est également le cas de certains champignons des genres
Clonostachys et Trichoderma, ainsi que les oomycetes du genre Pythium. Plusieurs
souches non pathogenes de Trichoderma ont été particulicrement €tudiées et leurs
mécanismes d’action élucidés : compétition pour ’espace et les nutriments, produc-
tion de métabolites antifongiques, biostimulation et induction des défenses des
plantes. Certaines de ces souches possedent aussi la capacité a glycosyler et donc a
détoxifier les trichothécenes (Tian et al., 2022). Cependant, les résultats prometteurs
obtenus in vitro au laboratoire, en conditions contrdlées en serre et parfois en essais
plein champ ne sont pas toujours transférables pour I’élaboration d’un produit de
biocontrdle. En France, en 2024, le seul produit de biocontrdle homologué contre
la fusariose du blé est une solution dont I'ingrédient actif est Pythium oligandrum.

Le potentiel de certaines levures pour réduire le développement d’agents toxino-
genes a aussi fait 'objet d’études. Ainsi, différentes levures utilisées seules ou en
combinaison avec d’autres techniques de conservation se sont montrées efficaces
pour lutter contre Penicillium expansum sur les pommes (Spadaro et Droby, 2016).
Par exemple, l'application d’'une souche de levure antagoniste, Metschnikowia
pulcherrima, comme agent de biocontrole sur la surface de pommes inoculées avec
P. expansum, a inhibé la croissance fongique et la production de patuline (PAT)
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pendant le stockage (Settier-Ramirez et al., 2021). M. pulcherrima, levure peu
fermenteuse, est présentée comme une alternative aux sulfites qui empéchent natu-
rellement le développement de micro-organismes indésirables. Les mécanismes
par lesquels les levures limitent le développement des moisissures toxinogenes
comprennent, en sus des mécanismes précédemment mentionnés, la compéti-
tion nutritionnelle pour le fer, la formation de biofilms mais également le quorum
sensing, qui est la capacité d’un micro-organisme a évaluer et a réagir a la densité de
population (Freimoser et al., 2019).

Le développement d’approches métagénomiques permettant de caractériser les
communautés microbiennes présentes dans les sols, la rhizosphere, les commu-
nautés endophytes des graines et tissus végétaux, celles se développant sur les grains
et fruits tout au long de leur maturation et stockage est une voie prometteuse. Elle
permettrait d’identifier de nouveaux agents ou consortia microbiens capables d’in-
hiber I'infection et le développement des agents fongiques toxinogenes, ainsi que
leur production de mycotoxines. Lutilisation de communautés synthétiques pourrait
étre une solution plus efficace que celles exploitant I'activité d’une seule souche.

Le pouvoir d’extraits naturels pour limiter les teneurs
en mycotoxines

Une autre grande famille de produits de biocontrdle étudiée pour leur capacité a
limiter ’accumulation des mycotoxines dans les denrées alimentaires est constituée
par des composés naturels végétaux. Parmi toutes les substances naturelles issues
pour la plupart du métabolisme spécialisé des plantes, certaines sont particulicre-
ment efficaces pour réduire la croissance des champignons et/ou la production de
leurs toxines. Elles peuvent étre divisées en trois classes selon leur nature chimique.

Les huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) sont largement étudiées et exploitées dans les secteurs
cosmétique, médical, paramédical et agroalimentaire (Sarkic et Stappen, 2018).
Elles sont constituées d’'un mélange complexe de composés volatils, isolés des plantes
essentiellement par hydrodistillation et entrainement a la vapeur. Elles sont majo-
ritairement divisées en trois familles : les terpénoides, qui résultent de 'assemblage
de sous-unités isopentényl pyrophosphate, les phénylpropanoides dérivés de I'acide
shikimique et les dérivés des acides gras. On y retrouve parfois des composés azotés
ou soufrés, dont les isothiocyanates. Ces composés sont lipophiles et se distinguent
par leurs propriétés aromatiques, expliquant leur utilisation comme ardmes ou
parfums (Chizzola, 2013). Par ailleurs, certains composés sont employés pour leurs
nombreuses activités biologiques : bactéricide, insecticide et fongicide. Les HE sont
des molécules d’origine naturelle, biodégradables et sont donc considérées comme
une alternative possible aux pesticides de synthese.

A titre d’exemple, les HE de laurier, de cumin, de fenugrec, de mélisse, de menthe et
de sauge ont montré un impact important sur la production d’ochratoxine A (OTA)
par Aspergillus carbonarius, sur un milieu synthétique de raisin. CHE d’écorce de
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cannelle a présenté une toxicité élevée envers plusieurs champignons (Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Mucor sp.) et posseéde la capacité d’inhiber la production d’afla-
toxine B1 (AFB1) (Chelagema et al., 2021).

Lutilisation de certaines HE reconnues comme GRAS (Generally recognized As
Safe) par la FDA (Food Drug Administration) en tant qu’additifs ou ardmes alimen-
taires est autorisée aux Etats-Unis. Puisque leurs composants actifs sont fortement
volatils, elles sont principalement utilisées comme agents de fumigation des produits
agricoles apres la récolte. Un certain nombre d’HE commercialisées peuvent étre
ainsi utilisées dans les cultures produites selon le cahier des charges de I’Agricul-
ture biologique. Il s’agit essentiellement d’HE de jojoba, romarin, thym, cannelle,
menthe, cumin, aneth et clou de girofle.

Néanmoins, I'utilisation a grande échelle des HE reste limitée en raison de cette
nature volatile, de leur dégradation sous I'effet de la lumiére, la chaleur, I'oxygene et
I'humidité, et de leurs impacts sur les propriétés organoleptiques des aliments. Pour
atténuer ce dernier effet, des stratégies telles que I’encapsulation des HE ont été
testées (Kumar ez al., 2010). De plus, leur utilisation se heurte a plusieurs difficultés,
dont la phytotoxicité et la toxicité pour les mammiferes. En effet, les furanocouma-
rines contenues dans certaines HE peuvent causer une irritation et des briilures. De
méme, une toxicité sur les fibroblastes humains est rapportée pour une exposition
au linalol, composé trouvé dans I'HE de thym et de lavande (Prashar et al., 2004).
Leur usage comme additifs, ardmes alimentaires ou biopesticides doit étre autorisé
par les organismes chargés de la sécurité alimentaire.

Leur mécanisme d’action repose en grande partie sur I'inhibition de la croissance
fongique. Par exemple, 'HE de Curcuma longa qui contient de I'oi- et du B-turmérone,
du camphol et de I’eucalyptol a une activité fongicide liée a une altération du potentiel
de la membrane mitochondriale chez A. flavus, altération qui conduit a la mort cellu-
laire (Hu et al., 2015). Cet effet est aussi observé pour 'HE de Curcuma amada, qui
contient de I'a-zingibéréne, du géranial (citral A), du 6-gingérol et du 6-shogaol. Une
déstabilisation de la membrane cellulaire suite a 'application de cette HE entraine
une perte de I'intégrité cellulaire et une inhibition de la production d’ergostérol chez
A. flavus et Aspergillus parasiticus (Kavitha et al., 2020). Lapplication de 'HE de
romarin, qui contient le 1,8-cinéole (eucalyptol), le camphre et I’a-pinene, entraine
aussi une inhibition importante de la production d’ergostérol chez A. flavus (da Silva
Bomfim et al., 2019). CHE de clou de girofle, de cannelle et de noix muscade, dont
I'eugénol est 'un des composés bioactifs majeurs, entraine une apoptose dans les
cellules fongiques et aussi une inhibition des génes de régulation du métabolisme
spécialisé (laeA, lipA et metP ; Mufioz Castellanos et al., 2020).

Les extraits aqueux ou hydroalcooliques

Les extraits aqueux de plantes sont riches en composés phénoliques totaux et
présentent souvent une activité antioxydante (Skotti et al., 2014).

Une étude ciblée sur I'effet de cinq extraits aqueux de menthe, de séné, de thym, de
basilic et de safran a montré un potentiel antifongique important vis-a-vis d’A. flavus,
ainsi qu’une diminution concomitante de la production d’AFB1 (Omidpanah
et al., 2015). Lextrait aqueux de poivre noir entraine également une inhibition de
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la synthese d’AFB1 chez toutes les especes toxinogenes d’Aspergillus de la section
Flavi étudiées (A. flavus, A. parasiticus, A. bombycis, A. pseudotamarii et A. minis-
clerotigenes), a I'exception d’A. nomius. Dans cette étude, I'effet sur la synthese de
mycotoxines ne s’accompagne pas d’une inhibition significative de la croissance
fongique (El Mahgubi et al., 2013). La capacité d’extraits foliaires bruts d’une
variété sauvage de piment a inhiber la croissance mycélienne et la germination des
conidies d’Alternaria alternata a été décrite ; I'efficacité de cette inhibition dépendait
de la dose appliquée (Chelagema et al., 2021). De méme, un extrait méthanolique
d’écorces de grenades a démontré un effet inhibiteur sur la germination des spores
et la croissance mycélienne de Fusarium sambucinum. La bioactivité d’un extrait
aqueux de la micromérie de Grece a aussi été étudié par El Khoury et al. (2017). Ces
auteurs ont mis en évidence une inhibition de la production d’AFB1 par A. flavus
sans que le développement fongique ne soit affecté. Lextrait alcoolique de Curcuma
longa a montré un effet inhibiteur sur différents champignons pathogenes tels que
Fusarium sp., A. alternata, Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea et Cladosporium
cladosporioides (Chelagema et al., 2021).

Comparés aux huiles essentielles, ces extraits peuvent présenter plusieurs avan-
tages : une toxicité probablement négligeable ou tres réduite, en particulier lors
d’une exposition par voie orale, et une absence de modifications organoleptiques des
aliments, car leurs taux en composés volatiles fortement aromatiques sont beaucoup
plus faibles (Skotti et al., 2014). Cependant, il faudrait développer des formulations
adaptées a leur utilisation au cours du stockage des matieres premieres agricoles.
Parmi les produits commercialisés, on peut citer un extrait naturel de vigne conte-
nant des polyphénols qui est proposé en tant que solution antifongique naturelle.

Les mécanismes d’action des extraits de plantes impliqués dans l'inhibition de la
croissance fongique et/ou de la contamination par les mycotoxines ont fait I'objet
d’une synthese bibliographique rédigée par Chelaghema et al. (2021). Les extraits
peuvent perturber et altérer la membrane cellulaire, et inhiber la formation de la
paroi cellulaire, induire le dysfonctionnement des mitochondries fongiques, inhiber
les pompes d’efflux ou encore aboutir a I'accumulation d’especes réactives de I'oxy-
gene dans le cytoplasme des cellules fongiques. IIs agissent parfois directement sur
la biosynthése des mycotoxines en inhibant I'expression des genes impliqués dans
leur synthése.

Les biomolécules pures

Il existe trois groupes majeurs de composés bioactifs dans les plantes : les phényl-
propanoides, composés aromatiques possédant un groupement hydroxyle (des
phénols simples jusqu’aux polyphénols), qui représentent la classe de molécules la
plus conséquente, les alcaloides et les terpenes. De nombreuses molécules, isolées
a partir d’extraits végétaux ou d’huiles essentielles actives contre la croissance
fongique et/ou la production de toxines, ont été étudiées. La structure de certaines
de ces molécules est reportée sur la figure 18.2.

La production d’AFB1 par A. flavus a été inhibée par la pipérine, un alcaloide du
poivre noir et du poivre long, la croissance fongique étant peu affectée (Caceres
et al., 2017). Quatre composés communs a de nombreuses HE, I’eugénol (phénol
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simple de la famille des phénylpropénes), le thymol et le carvacrol (phénols terpé-
niques), ainsi que le menthol (monoterpénol), ont démontré des propriétés anti-
aflatoxinogenes et fongistatiques sur la croissance d’A. flavus. Le trans-p-coumarate
de méthyle et le caféate de méthyle (phénylpropanoides), I’acide syringique (acide
hydroxybenzoique) et I’acide ursolique (triterpéne) ont eu un effet inhibiteur sur la
croissance d’A. alternata, Curvularia lunata, Fusarium monoliforme, Fusarium palli-
doroseum et Helminthosporium sp. ; seul A. alternata s’est révélé résistant a I’acide
syringique (Chelagema et al., 2021). Lacide trans-cinnamique (phénylpropanoide)
a impacté la biosynthese des AF chez A. flavus et A. parasiticus, et du DON chez
Fusarium culmorum et F. graminearum, tandis que le cinnamaldéhyde (phénylpro-
panoide) a affecté la production d’AFB1 chez A. flavus, et ’OTA chez A. carbona-
rius et Penicillium verrucosum.
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Figure 18.2. Structure des biomolécules étudiées pour leur effet antifongique et inhibiteur de
la production de mycotoxines.

Lactivité antifongique des terpénes (carvone, carvacrol, limonéne, linalol, myrceéne,
pinéne, terpinéol, thymol) serait essentiellement due a leur caractére lipophile,
qui leur permet de pénétrer dans les cellules fongiques et d’interagir avec les
membranes, puis d’induire une altération de la perméabilité cellulaire et du potentiel
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électrochimique. Les composés phénoliques possedent des propriétés antioxydantes
en raison de la présence de groupements hydroxyles et carboxyles. Ils modulent le
statut redox en supprimant les radicaux libres et les ions métalliques chélateurs,
inhibant l'activité des enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase,
la glutathion peroxydase et la catalase. Le traitement a I'’eugénol des moisissures
entraine la réduction des activités enzymatiques impliquées dans la réponse au stress
oxydant. En parallele, une inhibition de la production d’AFB1 due a une modulation
négative de 'expression de la presque totalité des génes du cluster de ’AFB1 par les
facteurs de transcription, en particulier MtfA et VeA, est observée (Caceres et al.,
2016). Lexposition d’A. flavus a la pipérine induit une inhibition de ’expression de
la majorité des genes du cluster de la biosynthese de ’AFB1, y compris les genes
régulateurs afiR et aflS. Cette exposition entraine aussi une modulation de I'expres-
sion de plusieurs facteurs de transcription bZIP tels que VeA, indispensable pour la
production de certaines mycotoxines (Caceres et al., 2017).

Lun des principaux avantages des produits phytochimiques réside dans leur
biodégradabilité, ce qui en fait de bons candidats en tant que produit de biocontrole.
Cependant, ils sont parfois peu solubles et leur production, leur stockage et leur
manutention les exposent a des conditions pouvant provoquer leur dégradation
(Phumidité, la chaleur et la lumiere). Il est important d’améliorer les solutions de
formulation pour pallier les problemes de solubilité et de stabilité des molécules
actives contenues dans ces extraits. Par ailleurs, il est intéressant de se concentrer
sur les composés naturels capables d’impacter la biosynthese des mycotoxines sans
réduire de manicere significative la croissance des souches de moisissures, afin de
maintenir I’équilibre écologique.

» La détoxication par voie microbiologique

Plusieurs levures, bactéries et champignons ont montré leur capacité a biotrans-
former des molécules de mycotoxines en métabolites moins toxiques. Par exemple,
les enzymes du tractus digestif des ruminants, et plus spécifiquement celles de I’éco-
systeéme microbien de leur tube digestif, sont capables de détoxiquer certaines myco-
toxines comme les fumonisines. Mais les deux mycotoxines de stockage, 'AFB1 et
I’OTA, sont peu sensibles a cette biotransformation enzymatique (Yannikouris et
Jouany, 2002).

La fermentation alcoolique se produisant dans la fabrication des boissons alcoolisées
(bicre et cidre, en particulier) et la fermentation lactique dans les ensilages de mais
grain réduisent de facon importante la toxicité de certaines mycotoxines comme
les fumonisines et la PAT (Niderkorn et al., 2007). Les mycotoxines présentes dans
les céréales destinées a I’ensilage ou a la transformation en boisson alcoolisée (par
exemple mais et malt d’orge de brasserie) sont en effet métabolisées au cours de la
fermentation et converties en métabolites a la toxicité réduite (Dalié et al., 2010).
En outre, de nombreux lactobacilles sont capables d’inhiber la croissance d’especes
aflatoxinogenes présentes dans les ensilages de mais et ainsi de diminuer la concen-
tration en AFB1.
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Cependant, des études visant a enrichir les ensilages de mais en cocktails de lacto-
bacilles « détoxifiants » ont donné des résultats opposés, avec une augmentation
des mycotoxines produites par Fusarium spp. et Alternaria spp. (Gallo et al., 2021).
De plus, la réduction de toxicité des mycotoxines observée pendant la fermentation
alcoolique ou I’ensilage n’est pas toujours une véritable détoxication ; il peut aussi
s’agir d’effet direct de complexation (Kim et al., 2019).

Les geénes de micro-organismes, dont I'activité de détoxication des mycotoxines est
due a une réaction enzymatique (dé-époxydation, glycosylation, acétylation, estérifi-
cation), peuvent étre clonés et exprimés dans des micro-organismes hotes hétérolo-
gues impliqués dans les procédés de fermentation alcoolique, acétique ou lactique.
Ce procédé d’inactivation enzymatique de la toxicité des mycotoxines présentes
dans les matrices alimentaires de base de I’alimentation humaine et animale est
considéré comme respectueux de I’environnement, comparé aux procédés de dégra-
dation chimiques. Il apparait comme la meilleure stratégie de détoxication des
maticres premicres de I'alimentation humaine ou animale. Les premiéres applica-
tions de la détoxication enzymatique de certaines fusariotoxines comme le DON
sont déja anciennes. Pour la détoxication des mycotoxines produites par d’autres
especes fongiques (AFB1, OTA, PAT ou ZEN), Iidentification des souches bacté-
riennes les plus efficientes pour détoxiquer les substrats alimentaires contaminés
commence a donner des résultats probants (Nazhand et al., 2020).

» Conclusion

Le contrdle des mycotoxines par des micro-organismes ou des extraits naturels est
une solution prometteuse. Cependant, cette approche est indissociable des bonnes
pratiques agricoles et de la mise en ceuvre d’une bonne gestion des denrées apres la
récolte. Les questions concernant la sécurité, la durabilité et 'impact sur les écosys-
temes de ces produits phytosanitaires sont encore nombreuses et légitimes. Par
conséquent, de nombreuses études doivent étre menées afin d’évaluer les effets de
ces produits sur la santé humaine, animale et végétale, ainsi que sur I’environnement.

Les stratégies de prévention mises en oeuvre tout au long de la chaine agroalimen-
taire ne sont pas toujours suffisantes et d’autres méthodes de décontamination et/ou
de détoxication sont par conséquent nécessaires.
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Chapitre 19
Méthodes de quantification
des mycotoxines

Graziella Rigal, Stéphane Bernillon et Vessela Atanasova

» Introduction

Les mycotoxines, issues de nombreuses familles chimiques, présentent des structures
moléculaires tres différentes. Cette diversité associée a un panel de matrices variées
nécessite d’adapter les protocoles d’extraction et de dosage au couple mycotoxine/
matrice étudié. Pour répondre aux besoins de quantification de ces composés, les
méthodes analytiques sont régulicrement classées en deux groupes de techniques :
les tests rapides utilisés comme outils d’estimation et de criblage, et les méthodes
conventionnelles qui permettent une quantification fine et spécifique des niveaux de
contamination. Parmi les méthodes conventionnelles figurent les méthodes de réfé-
rence’, ainsi que les méthodes normalisées de dosage des mycotoxines dans diverses
matrices. Les principaux organismes de normalisation sont I’Afnor (Association
francaise de normalisation), le CEN (Comité européen de normalisation) et I'ISO
(International Standard Organisation).

Les méthodes de dosage des mycotoxines suivent généralement le méme schéma
analytique : extraction des mycotoxines de I’échantillon, purification si besoin de
I’extrait obtenu, puis détection et quantification. Le prélevement de I’échantillon
et son broyage éventuel en amont restent des étapes cruciales pour s’assurer de sa
bonne représentativité.

5. Les méthodes de référence sont des méthodes de dosage de composés qui présentent les meilleurs
critéres analytiques parmi les méthodes disponibles et qui sont utilisées pour évaluer d’autres méthodes.
Pour étre acceptées, les méthodes de référence doivent avoir fait ’'objet d'une normalisation par un orga-
nisme spécialisé, national ou international.
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» Importance de U'échantillonnage

La contamination des denrées alimentaires par les mycotoxines est souvent tres
hétérogene, ce qui entraine des difficultés pour obtenir un échantillon représen-
tatif. Des études montrent que, dans les grains, ces molécules peuvent étre concen-
trées dans des points chauds de contamination. Par exemple, pour les aflatoxines
produites par Aspergillus, la présence de ces points chauds a été démontrée dans
les graines d’arachide par les travaux de Whitaker en 2006. Cet auteur a dosé les
aflatoxines dans dix mini-prélévements de graines d’arachide d’'un méme lot et a
mis en évidence une tres grande disparité, avec des valeurs minimales et maximales
allant de 0 a 69 ng . g! pour un lot ou de 29 a 197 ng . g! pour un autre. Cette
hétérogénéité, souvent observée dans les lots de céréales, peut s’expliquer par un
faible nombre de graines pouvant étre trés fortement contaminées au sein d’un lot ;
elle résulte d’'un développement de moisissures de maniere isolée. Outre ’hétéro-
généité, les facteurs comme la nature du conditionnement du produit (vrac, sacs ou
emballages individuels) et la taille du lot a échantillonner influent également sur la
difficulté de I’échantillonnage.

Lors de la détermination de la conformité ou non d’un lot vis-a-vis de limites maxi-
males reglementaires, il est important que la prise d’essai issue de I’échantillon soit
la plus représentative possible de I’ensemble du lot. Le résultat analytique obtenu
donne alors une valeur avec une incertitude minimale, s’approchant le plus possible
de la valeur « vraie ». Ainsi, le réglement d’exécution (UE) n° 2023/2782 définit
les modalités d’échantillonnage et les performances analytiques a mettre en oeuvre
pour les analyses officielles de détermination de mycotoxines dans les produits
alimentaires, et notamment les quantités a prélever en fonction de la taille des lots
et par type de produit, les dispositions spécifiques a certains produits et les criteres
d’acceptation des lots. Pour plus d’information a ce sujet, le lecteur peut consulter
les revues de Shephard (2016) et Tittlemer et al. (2021).

» Létape de broyage : importance de la granulométrie

La granulométrie du broyat est également un facteur a prendre en considération,
car elle a une incidence sur la mesure des teneurs en mycotoxines. Dans le cadre
d’une étude interlaboratoire, il a été démontré que les teneurs en déoxynivalénol
dans les céréales sont inversement proportionnelles a la granulométrie du broyat
(Raimbault et al., 2011). Pour les méthodes conventionnelles ainsi que pour les
méthodes rapides, le broyage doit étre effectué selon les préconisations décrites.
Le non-respect de ces préconisations (type de grille, durée du broyage et quantité
broyée) peut entrainer une granulométrie inadaptée et avoir un impact sur les résul-
tats. Il est également important d’utiliser un matériel dont ’ensemble des éléments
est facilement accessible, car il est nécessaire de s’assurer de leur bon nettoyage afin
d’éviter les contaminations croisées entre deux échantillons.
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» Extraction des mycotoxines

Apres broyage de I’échantillon, les mycotoxines sont extraites a I’aide d’un solvant
organique ou d’'un mélange de solvants polaires ou apolaires adapté aux molécules
ciblées et a la technique analytique employée. Lacétate d’éthyle et des solutions
aqueuses de méthanol ou d’acétonitrile font partie des plus utilisés. La tendance
actuelle pour la préparation des échantillons consiste a minimiser 'utilisation de
solvants, tout particulierement ceux qui sont nocifs pour I’environnement et la santé,
tout en maintenant I’efficacité de I’'approche analytique. Dans ce sens, les protocoles
des méthodes rapides évoluent également vers la fourniture de solutions tamponnées
sous forme concentrée a diluer, a la place par exemple d’'un mélange méthanol/eau.

Il est important de noter que I’extraction préconisée par les méthodes rapides et
normalisées ne permet pas toujours d’extraire la totalité des mycotoxines, ce qui
engendre une sous-estimation de la contamination, et ce pour deux raisons. La
premicre résulte de la complexation des mycotoxines a la matrice végétale. Par
exemple, 'extraction des fumonisines du mais par les méthodes de référence ne
permet d’avoir acces qu’aux fumonisines libres, alors que 30 a 40 % des fumonisines
dans le mais peuvent étre fortement liés a la matrice végétale (fumonisines cachées
ou modifiées). Des méthodes indirectes d’extraction permettent alors d’en doser la
totalité (Dall’Asta et al., 2009). La seconde raison résulte de la potentielle métaboli-
sation des toxines au sein de la matrice. Les plantes et bactéries possedent des acti-
vités enzymatiques capables de dégrader partiellement les mycotoxines, ou de leur
ajouter un groupement glycosyl ou sulfate, comme dans le cas de la zéaralénone et du
déoxynivalénol (Pfleger et Schwake-Anduschus, 2023). Avec les méthodes rapides,
ces toxines modifiées peuvent donner lieu a la présence de réactions croisées.

En plus des techniques d’extraction conventionnelles, des techniques ont été déve-
loppées plus récemment, notamment l'extraction par fluide supercritique, 1’ex-
traction par solvant accélérée, connue aussi sous le nom d’extraction par liquide
pressurisé, et I’extraction assistée par micro-ondes (Juan et al., 2005 ; Duet al., 2018 ;
Janik et al., 2021). Elles exigent moins de temps et moins de volume de solvant et
présentent le plus souvent une meilleure efficacité d’extraction en termes de rende-
ment du fait des conditions utilisées, notamment pression et température élevées.
Ces techniques d’extraction sont dites universelles, car elles permettent extraction
simultanée de plusieurs familles de mycotoxines et sont le plus souvent couplées a
une détection par spectrométrie de masse.

Ces dernieres années, des méthodes QUECHERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe) couplées exclusivement avec la détection par spectrométrie de
masse, alliant rapidité, facilité, faible cott, efficacité, robustesse et sécurité, ont été
développées pour I’extraction simultanée de plusieurs classes de toxines (Malachova
et al., 2018). Cependant, comme les toxines peuvent appartenir a des classes
chimiques différentes, le rendement d’extraction de chacune doit étre précisément
évalué pour que la méthode puisse étre validée.
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» Méthodes rapides de dosage des mycotoxines

Les méthodes rapides, faciles a mettre en ceuvre dans un laps de temps restreint, ont
pour but d’établir des prédiagnostics afin de libérer des lots ne contenant pas (ou
peu) de mycotoxines ou, au contraire, de permettre un isolement rapide des produits
susceptibles de dépasser les limites réglementaires. Pour le dosage des mycotoxines,
plus de 200 références sont actuellement commercialisées. Les techniques de type
Elisa (Enzyme-Linked Immuno Assay) sont les plus représentées.

Les grandes familles de techniques d’analyse dites « rapides »
Les kits immuno-enzymatiques de type Elisa

Le principe des kits Elisa est basé sur une reconnaissance entre antigéne (la myco-
toxine recherchée ou une famille de mycotoxines) et anticorps. Il s’agit principale-
ment de tests de type compétitif avec une détection directe ou indirecte. Dans les
deux cas, une enzyme contenue dans le complexe antigene/anticorps transforme un
substrat en un composé coloré spécifique. Lintensité de la couleur est alors lue avec
un spectrophotometre dans le domaine de la lumiére visible (450 nm ou 650 nm)
et comparée a une courbe d’étalonnage. Une lecture différentielle avec un filtre a
630 nm peut étre aussi préconisée.

Selon les mycotoxines et les matériels utilisés, les résultats sont semi-quantitatifs
ou quantitatifs et peuvent donner des résultats sur- ou sous-estimés selon le couple
mycotoxine/matrice analysé. Les limites des kits doivent aussi étre prises en consi-
dération par les utilisateurs (présence de réactions croisées, respect du domaine
d’application validé) pour une utilisation optimale. Le tableau de synthese 19.1, en
fin de chapitre, propose une vue générale des avantages et contraintes des kits Elisa.

Les bandelettes/cartes immunologiques

Le principe de la méthode est 1a aussi basé sur la capacité d’un anticorps a reconnaitre
spécifiquement un antigéne (la mycotoxine ciblée ou une famille de mycotoxines).
Ces anticorps sont greffés sur une membrane. Lors du dépot de 'extrait de I’échan-
tillon, des mycotoxines conjuguées liées a une enzyme (Ag*) entrent en compétition
avec les mycotoxines contenues dans I’échantillon vis-a-vis des anticorps greffés.
En absence de mycotoxines dans I’échantillon, les Ag* interagissent avec tous les
anticorps et déclenchent une coloration intense par réaction de ’enzyme avec un
substrat contenu dans la membrane. En présence de mycotoxines dans I’échantillon,
celles-ci vont interagir préférentiellement avec les anticorps de surface et réduire la
quantité d’Ag* se fixant sur les anticorps. Ainsi, I'intensité de la couleur sera inver-
sement proportionnelle a la quantité des mycotoxines présentes dans I’échantillon.
Linterprétation des résultats, la plupart du temps générés automatiquement par des
lecteurs spécifiques, se fait grace a cette intensité de la réaction colorée.

Limitées a leur début par une lecture visuelle et donnant de ce fait des résultats
qualitatifs, ces méthodes ont été nettement améliorées par l'utilisation de lecteurs
optiques spécifiques permettant ainsi ’expression du résultat par classe de valeurs
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ou au microgramme par kilogramme pres. Les résultats peuvent étre qualitatifs,
semi-quantitatifs ou quantitatifs. Selon le fournisseur, mais aussi le couple myco-
toxine/matrice analysé, les teneurs en mycotoxines peuvent étre surestimées ou
sous-estimées.

Récemment, des tests capables de mesurer plusieurs mycotoxines sur une méme
bandelette ont été développés pour des analyses « terrain ». Leur rapidité et leur
simplicité d’utilisation en font un atout indéniable pour une prise de décision rapide.
Néanmoins, il s’agit d’un outil de diagnostic rapide, avec des limites qui doivent étre
prises en considération par les utilisateurs, comme la présence de réactions croisées
ou d’effets matrices. Le domaine d’application validé par le fournisseur doit étre
également respecté (tableau 19.1).

Autres techniques

Deux techniques ont donné lieu a la commercialisation d’automates capables d’ana-
lyser de facon concomitante plusieurs mycotoxines. La premiere d’entre elles est
I'immunologie compétitive couplée a la chimioluminescence. Il s’agit d’un dispositif
de semi-conducteurs avec un ensemble de régions contenant des anticorps immo-
bilisés et spécifiques a différentes mycotoxines (biopuces). Des niveaux accrus de
mycotoxines dans un échantillon entrainent une diminution de la liaison du conjugué
marqué a la péroxydase de raifort et donc une diminution du signal de chimiolumi-
nescence émis. Le signal lumineux généré par chacune des régions de test de la
biopuce est ensuite analysé a ’aide d’une technologie d’imagerie numérique.

La seconde de ces techniques est la fluorescence associée a la cytométrie en flux.
Elle consiste en un test immunologique compétitif dans lequel les anticorps sont
liés a des microbilles fluorescentes analysées en cytométrie en flux. Le réactif de
test comprend des mycotoxines marquées avec une molécule fluorescente. Ces
«marqueurs » sont attirés par les anticorps, de méme que les mycotoxines présentes
dans I’échantillon. Un comptage par cytométrie permet ensuite de quantifier les
mycotoxines marquées : plus le signal fluorescent est fort, plus la présence de myco-
toxines dans I’échantillon est faible.

Au-dela de ces techniques, d’autres méthodologies en développement peuvent
étre évoquées. La spectrométrie proche infrarouge regroupe ainsi un ensemble de
méthodes qui reposent sur I’étude de spectres d’absorption créés lors de l'inter-
action de rayonnements infrarouges avec les molécules de I’échantillon étudié.
Les spectres infrarouges sont constitués de pics d’absorption correspondant aux
fréquences de 'onde que les molécules peuvent absorber. Ces « empreintes » sont
complexes a interpréter et doivent étre corrélées avec des valeurs de référence des
molécules étudiées.

Il existe aussi des alternatives a I'utilisation d’anticorps biologiques, qui ont pour
atout commercial de présenter stabilité et reproductibilité, sans soulever de ques-
tions éthiques relatives a l'utilisation d’animaux. Ces techniques bioanalytiques
sont basées sur la reconnaissance moléculaire. Parmi ces molécules de biorecon-
naissance émergentes, on peut citer des anticorps polyclonaux (pAb), monoclo-
naux (mAb), recombinants (rAb), les aptameres, les peptides courts et les polymeres
a empreinte moléculaire (MIP). Ces développements ont donné naissance a des
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formats spécifiques de microplaques, de tubes, de dispositifs a flux latéral ainsi qu’a
des biocapteurs (Wang et al., 2022).

Enfin, d’autres techniques se basent sur des nanomatériaux tels que des nanopar-
ticules de métaux nobles, des particules magnétiques, des points quantiques et des
nanomatériaux de carbone et de silice. Ils sont utilisés soit comme supports pour
I'immobilisation de biomolécules, soit comme marqueurs électroactifs ou optiques
pour la transduction et 'amplification du signal. Plusieurs tests basés sur des nano-
particules, pour les aflatoxines par exemple, ont été développés (Xue ef al., 2019).

Quelles sont les mycotoxines pouvant étre analysées par les
méthodes rapides ?

Les principales mycotoxines reglementées sont détectables voire quantifiables
par des méthodes rapides, mais certaines ne font pas ou peu l'objet de solutions
commercialisées a ce jour (citrinine, patuline), comme le montre la figure 19.1. Deux
facteurs influencent le développement et la mise sur le marché de tests rapides : le
prix du développement comparé au potentiel du marché, mais aussi les contraintes
techniques liées aux structures chimiques des analytes.

45
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M1 B1 totales de lergot nivalénol (B1+B2) A
Figure 19.1. Nombre et type de solutions d’analyses rapides commercialisées en Europe en
2023. Source : RMT Al-Chimie, 2023. Les automates représentent deux matériels pouvant
analyser de fagcon simultanée plusieurs mycotoxines.

Comment choisir sa technique rapide ?

Une premicre série de questions interconnectées entre elles permet de poser le sujet
et d’orienter son choix parmi les techniques disponibles :

— Quelle(s) mycotoxine(s) ?

— Quelle(s) matrice(s) ?

— Quel niveau de concentration ?

— Quels sont les structures, matériels et compétences a disposition ?

Une fois ces contours définis, il est conseillé de demander un accompagnement aux
fournisseurs pour la mise en ceuvre du produit. Outre 'expertise des fournisseurs,
il existe aussi des documents d’accompagnement listant les points critiques de ces
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analyses comme la norme XP V03-147 : Produits alimentaires — Détermination
des mycotoxines — Guide d’utilisation des kits immunoenzymatiques format micro-
plaques — kits Elisa, 2020.

Quelles sont les sources répertoriant Uoffre existante ?

La Commission européenne diligente ponctuellement le laboratoire européen de
référence (EURL) pour effectuer des bilans sur les méthodes rapides a disposition
des opérateurs sur une famille précise de mycotoxines®. Par ailleurs, un travail de
synthese des références commercialisées en France est réalisé, depuis 2022, dans
le cadre du réseau mixte technologique « Contaminations chimiques de la chaine
alimentaire » (RMT-Al chimie)’.

Conclusion sur les méthodes rapides

Loffre s’adapte a des demandes de surveillance de plus en plus diversifiées en
matiere de couples mycotoxines/matrices. En parallele se dessinent des axes d’amé-
lioration ayant pour objectifs :

— la simplification et ’homogénéisation des protocoles (harmonisation des proto-
coles d’extraction, utilisation d’'un méme extrait pour plusieurs mycotoxines) ;

— l'automatisation de certaines étapes (utilisation d’automates pour les dépots, les
lavages) ;

— la possibilité de détecter voire de quantifier plusieurs mycotoxines en simultané ;
— la protection du manipulateur et de I’environnement (limitation de 'emploi de
produits classés cancérogenes, QR code pour télécharger les certificats de lots et les
protocoles).

Les résultats pouvant étre influencés par de nombreux facteurs intrinseques a la
structure utilisatrice, des essais en interne sont nécessaires pour connaitre les limites
de ces méthodes, mais aussi pour que les utilisateurs puissent optimiser leur pratique
par rapport a leurs besoins. Dans la plupart des cas, selon les mycotoxines et les
matrices analysées, les limites de détection ou de quantification sont supérieures aux
méthodes conventionnelles.

» Méthodes conventionnelles de dosage des mycotoxines

Les méthodes conventionnelles sont essentiellement utilisées pour fournir un résultat
quantitatif précis et/ou pour confirmer un résultat positif obtenu avec un test rapide.
Elles permettent de quantifier des contaminations tres faibles en mycotoxines, de
I'ordre du nanogramme au microgramme par kilogramme de substrat selon la toxine
dosée, la matrice/denrée investiguée et la technique utilisée. Elles sont fondées

6. Par exemple, https:/www.wur.nl/en/show/eurl-mp-report_004-inventory-t2-ht2-screening-tests.htm
(consulté le 01/12/2023).
7. http://www.rmt-al-chimie.org/moodle//course/view.php?id=132 (consulté le 01/12/2023).
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essentiellement sur le principe de la séparation chromatographique des molécules,
puis de leur détection par spectrophotométrie, fluorimétrie ou spectrométrie de
masse. Avant le dosage, une étape de purification de I’extrait est souvent préconisée.

Purification

Apres 'extraction, la purification peut étre nécessaire afin de concentrer I'extrait,
d’isoler les molécules d’intérét et ainsi éviter d’éventuelles interférences, permet-
tant d’augmenter la sensibilité de la méthode analytique. Généralement, la purifi-
cation est réalisée par extraction en phase solide sur des colonnes SPE (Solid Phase
Extraction) garnies de différents types de phases comme la phase normale (SiOH,
Florisil), la phase inverse (silice greffée type C18, C8 ou C4, divinylbenzene),
I’échange d’anions ou encore ’adsorbant type charbon/alumine/célite (Afssa, 2009).

Des colonnes d’immunoaffinité (IAC) basées sur des anticorps spécifiques d’une
mycotoxine ont été également développées. 1l en existe pour la plupart des myco-
toxines, comme les aflatoxines, ’ochratoxine A, la zéaralénone, les fumonisines et
le déoxynivalénol. Elles constituent une alternative plus spécifique de purification a
l'aide d’anticorps de mycotoxines fixés sur une matrice neutre, le tout conditionné
dans une colonne. La spécificité des anticorps fournit des extraits plus sélectifs
comparés aux autres techniques de purification, contribuant ainsi a la précision,
I’exactitude et la sensibilité de la méthode de dosage.

Lors de I'utilisation des colonnes de purification, il faut respecter le mode d’em-
ploi préconisé car, dans une colonne, le volume de la phase (anticorps, échange
d’anion...) et notamment la densité des sites de fixation des composés a doser déter-
minent une capacité maximale de fixation des molécules de toxines. Ainsi, dans le
cas des échantillons trés contaminés, il est nécessaire de diluer I’extrait avant le
passage sur la colonne pour ne pas dépasser la capacité maximale de fixation, au
risque de sous-estimer la concentration en mycotoxines.

Détection et dosage

Les techniques de détection et de dosage nécessaires pour répondre au besoin de
contrdle des mycotoxines dans les denrées alimentaires, mais aussi aux besoins de
recherche, n’ont cessé d’évoluer. Les études centrées sur cette thématique montrent
clairement que la chromatographie liquide haute performance (HPLC) couplée aux
détecteurs spectrophotométriques en ultraviolet (UV), a barrette de diodes (Diode
Array Detection, DAD) ou a fluorescence (FLD) est actuellement la technique de
référence la plus couramment employée pour I'analyse des mycotoxines, devant la
chromatographie gazeuse.

Détection par spectrophotométrie

La chromatographie liquide couplée a un détecteur spectrophotométrique est
utilisée pour les analyses des mycotoxines comme la patuline, les trichothécénes de
type B, la zéaralénone, les enniatines et la beauvéricine, qui, grace a leurs structures
chimiques, absorbent dans I'ultraviolet (UV). Le détecteur UV a longueur d’onde
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fixe est le plus souvent remplacé par la barrette de diodes beaucoup plus spéci-
fique, car elle permet I’acquisition des spectres ultraviolets des molécules analysées
(tableau 19.1). Cependant, la détection a I'aide d'un DAD des molécules comme
les trichothécénes de type B, les enniatines et la beauvéricine qui ne présentent
pas de spectre UV d’absorption spécifique est a considérer avec précaution. Méme
si, parmi les détecteurs pouvant étre couplés avec la chromatographie liquide, les
détecteurs UV et DAD sont connus comme étant moins sensibles pour certaines
mycotoxines, des méthodes d’analyse avec des limites de quantification tres basses
(de I'ordre du microgramme par kilogramme de substrat) ont été développées. Par
exemple, la méthode de dosage de la patuline dans les fraises mise au point par
Sadok et al. (2018) présente des limites de quantification de 5 ug . kg™!, celle déve-
loppée par Llorens et al. (2002) pour le dosage de la zéaralénone dans les céréales
présente des limites de quantification de 30 ug . kg™'.

Détection par fluorimétrie

Pour les mycotoxines possédant des spectres d’excitation et d’émission spécifiques,
la détection par fluorescence est la meilleure alternative face au manque de sensi-
bilité et de spécificité de leur détection UV ou DAD (tableau 19.1). Avec le dosage
par HPLC-FLD, les limites de détection peuvent atteindre des valeurs de 'ordre du
nanogramme par kilogramme, comme pour le dosage de I'ochratoxine A dans les
vins rouges (0,5 ng . L") (Remiro ez al., 2010). De nombreux protocoles analytiques
existent pour le dosage par HPLC/FLD de différentes mycotoxines comme ’ochra-
toxine A, les aflatoxines, la zéaralénone et les fumonisines. Ainsi, les propriétés
naturelles de ces mycotoxines a émettre une fluorescence, comme les aflatoxines,
la zéaralénone et 'ochratoxine A, sont exploitées. Pour les autres, des réactions
chimiques de dérivatisation sont utilisées afin de rendre les molécules ciblées fluores-
centes (par exemple dérivatisation avec 'orthophthaldialdéhyde des fumonisines).

Détection par spectrométrie de masse

Depuis une vingtaine d’années se développe une technique de détection plus
cotiteuse : la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS).
Outre le fait que cette technique ne nécessite pas I'optimisation d’'une séparation
chromatographique fine, elle permet d’obtenir simultanément une haute spécificité
et une limite de détection tres basse, de 'ordre du nanogramme par kilogramme de
substrat (tableau 19.1). Cependant, cette limite est dépendante des molécules. Des
variantes basées sur la fragmentation des ions (MS/MS) ou sur leur mesure avec une
tres grande précision (HRMS) améliorent cette spécificité. Lionisation des toxines
est généralement réalisée par electropsray (ESI), méme si certaines répondent mieux
par ionisation chimique a pression atmosphérique ou APCI (Atmospheric Pressure
Chemical Ionization). La LC-MS permet d’analyser plusieurs classes de toxines lors
d’une méme acquisition (De Santis et al., 2017). Elle permet également d’accéder
aux toxines modifi€es, par exemple, par une glycosylation ou une sulfatation. Bien
que nécessitant un investissement plus conséquent, les méthodes conventionnelles
produisent des résultats plus précis lorsque le processus de validation a été respecté.
Elles restent incontournables pour I'obtention de valeurs réglementaires.
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La quantification est souvent réalisée par étalonnage externe. Pour gagner en préci-
sion, elle peut se faire en utilisant un étalon interne, homologue de la mycotoxine
marquée avec des isotopes stables. Néanmoins, la quantification par LC-MS des
mycotoxines peut étre affectée par la présence d’interférents dans la matrice (« effet
matrice ») qui alterent la justesse de la méthode. La validation de méthode devient
alors strictement dépendante de la matrice étudiée.

Tableau 19.1. Avantages et contraintes des principales méthodes analytiques de dosages
des mycotoxines décrites dans ce chapitre.

Méthodes analytiques

Avantages

Contraintes

Les bandelettes/cartes
immunologiques

Rapide

Facile a utiliser

Faible cotit

Utilisation pour criblage

Utilisable si peu
d’échantillons

Equipement mobile

Respect du domaine
d’application

Lecteur spécifique fournisseur
Présence de réactions croisées

Confirmation nécessaire des
valeurs proches des limites
réglementaires

Les kits immuno-
enzymatiques de type Elisa
(Enzyme-Linked Immuno
Assay)

Rapide

Facile a utiliser

Faible cofit

Utilisation pour criblage

Sensible

Respect du domaine
d’application

Présence de réactions croisées
Confirmation nécessaire des

valeurs proches des limites
réglementaires

Chromatographie liquide
couplée au détecteur UV
(HPLC-UV)

Sensible

Ne nécessite pas de dérivation

Cofliteux

Nécessite une étape

Meéthodes officielles de purification
disponibles Peu spécifique
Chromatographie liquide Sensible Cotiteux
couplée au détecteur barrette  gnécifique pour Nécessite une étape

de diodes (HPLC-DAD)

certaines mycotoxines
(ex. : zéaralénone)
Ne nécessite pas de dérivation

Méthodes officielles
disponibles

de purification

Peu spécifique pour certaines
mycotoxines

(ex. : enniatines,
trichothécenes B)

Chromatographie liquide
couplée au détecteur
fluorimetre (HPLC-FLD)

Grande sensibilité
Grande spécificité

Méthodes officielles
disponibles

Cofliteux

Nécessite une étape
de purification

Souvent nécessite une étape
de dérivatisation

Chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie
de masse (HPLC-MS)

Analyse multitoxine
Trés grande sensibilité
Tres grande spécificité
Meéthodes officielles
disponibles

Tres coliteux
Nécessite opérateur qualifié
Effet matrice
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» Conclusion

Depuis une quinzaine d’années, les approches analytiques mises en ceuvre pour
I’analyse des mycotoxines ont évolué. Limportance de I’échantillonnage et la rigueur
apportée a la préparation de I’échantillon sont des préalables maintenant bien
connus pour s’assurer de la fiabilité des résultats. Le développement de nouvelles
méthodes analytiques associées a des techniques novatrices a permis d’optimiser la
détection, I'identification et le dosage de ces composés.

Les méthodes rapides sont en constante évolution, prenant en compte les besoins
des utilisateurs en termes de spécificité de matrices, mais aussi de facilité d’emploi.
Une course a la demande de méthodes toujours plus rapides et fiables est engagée
pour répondre a la dynamique de la réglementation. Le paysage analytique de ces
méthodes rapides continue a évoluer vers I'utilisation de méthodologies autres
quimmunologiques.

Les méthodes conventionnelles tres sensibles présentent des limites de quantifica-
tion de plus en plus basses, permettant de répondre au besoin de contrdles liés a
l'application de la reglementation en vigueur, mais aussi aux besoins de la recherche.
Leur spécificité est appréciable du fait de la diversité des structures chimiques analy-
sées dans des matrices particulierement complexes.

Les évolutions analytiques vont vers des quantifications simultanées de myco-
toxines. Cette évolution est absolument nécessaire compte tenu des résultats récents
démontrant les interactions synergiques, antagonistes ou additives entre les effets
toxiques des mycotoxines. Les protocoles demandent néanmoins a étre améliorés
afin d’augmenter leur spécificité et limites de quantification, et d’élargir les champs
d’application a de nouvelles matrices comme les produits végétaux fermentés, des
céréales dites mineures (épeautre, millet) et/ou dont les surfaces de culture tendent
a augmenter (sorgho). Outre les mycotoxines réglementées, ces avancés méthodo-
logiques doivent également prendre en compte les mycotoxines non reglementées,
ainsi que les dérivés des mycotoxines comme les formes masquées. C’est une étape
indispensable pour répondre aux enjeux actuels d’une alimentation saine et durable.
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Chapitre 20
Evaluation des risques sanitaires liés
aux mycotoxines et reglementation

Isabelle Oswald, Béatrice Orlando et Nathalie Arnich

» Introduction

Lévaluation des risques sanitaires en alimentation humaine et animale s’inscrit
dans le processus de I'analyse des risques tel que défini par FOMS (Organisation
mondiale de la santé, 2009), lequel comprend trois composantes :

— I’évaluation des risques, qui détermine la probabilité pour qu’un effet indésirable
survienne dans une population apres exposition au danger ;

— la gestion des risques, qui comprend la planification, la mise en oeuvre et I’éva-
luation de toutes les actions prises pour protéger les consommateurs, les animaux et
I’environnement ;

— la communication des risques, qui permet des échanges interactifs entre toutes les
parties intéressées.

Au cours d’une évaluation des risques liés aux mycotoxines, il est nécessaire d’iden-
tifier le danger, puis de le caractériser en déterminant la relation entre la dose et les
effets observés, ensuite d’en estimer le niveau d’exposition, et enfin de caractériser
les risques en comparant la dose d’exposition et la dose considérée comme repere
toxicologique pour 'humain ou ’animal.

» La caractérisation du danger

Pour caractériser le danger, les agences sanitaires élaborent des valeurs toxicolo-
giques de référence (VTR) ou a défaut identifient des reperes toxicologiques qui
pourront étre comparés a 'estimation de l’exposition alimentaire en vue de la
caractérisation du risque. Les tableaux 20.1 et 20.2 répertorient les VIR ou autres
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reperes toxicologiques retenus par ’Efsa (European Food Safety Authority) et par
le Jecta (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives), pour la toxicité
aigiie et la toxicité chronique des mycotoxines chez I’humain. Des reperes toxico-
logiques existent également pour les différentes especes animales (Terciolo et al.,
sous presse). Le tableau 20.1 regroupe les VIR ou autres reperes toxicologiques
pour les toxines qui présentent un seuil d’effet toxique. Le tableau 20.2 concerne les
mycotoxines cancérogenes et génotoxiques, et qui ne présentent donc pas de seuil
d’effet toxique. A noter que, pour certaines toxines, comme 'OTA, des valeurs toxi-
cologiques de référence ont été déterminées pour leurs effets a seuil et pour leurs
effets sans seuil.

Tableau 20.1. Valeurs toxicologiques de référence ou autres reperes toxicologiques pour
les mycotoxines caractérisées par un seuil d’effet toxique.

Mycotoxines Efsa Jecfa
Alcaloides de ARID et DJT groupée pour les 12 AE ARID et DJT groupée pour
I'ergot (AE) d’intérét avec un facteur d’équivalence les 12 AE d’intérét avec un
toxique de 1 facteur d’équivalence toxique
ARID = 1 ug/kg p.c. de 1
Efsa, 2012a Jecfa, 2022
Citrinine Pas ’ARfD Pas d’évaluation

Pas de VTR, mais un niveau non
préoccupant de 0,2 ug/kg p.c./j (la
néphrotoxicité). Cependant, a ce niveau
d’exposition, un risque de génotoxicité
et de cancérogénicité ne peut étre exclu.

Efsa, 2012b
Déoxynivalénol ARfD et DJT groupée (DON, 3ADON, ARID et DJT groupée (DON,
(DON) 1SADON, DON-3-glucoside) avec un 3ADON, 15ADON) avec un
facteur d’équivalence toxique de 1 facteur d’équivalence toxique
ARSD = 8 ug/kg del
DJT = 1 pg/kg p.c./j ARID = 8 ug/kg p.c.
Efsa, 2017a DIT = 1 ug/kg p.c./j
Jecfa, 2011
Fumosinines DIT groupée (FB1, FB2, FB3, FB4) DIJT groupée (FB1, FB2,
de type B (FB) avec un facteur d’équivalence toxique de 1 FB3, FB4) avec un facteur
Pas ’ARD (pas de toxicité aigiie) d’équivalence toxique de 1
DJT = 1 pg/kg p.c./j pour la somme de FB1, P.as"d’ARfD (pas de toxicité
FB2, FB3, FB4 aigiie).
Efsa, 2018 DIMTP =2 ,ug/kg pC/]
Jecfa, 2017
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Mycotoxines Efsa Jecfa
Nivalénol ARID et DJT groupée (NIV et NIV-3- Pas d’évaluation
(NIV) glucoside) avec un facteur d’équivalence
toxique de 1
ARID = 14 pg/kg p.c.
DIT = 1,2 ug/kg p.c./j
Efsa, 2017b
Ochratoxine A Pas d’ARfD Pas I’AR{D
(OTA) BMDL,, = 4,73 ug/kg p.c./j (pour les effets ~ DHTP = 0,100 ug/kg p.c./
non cancérogenes — Voir tableau 20.2 pour ~ semaine
les effets cancérogenes génotoxiques) Jecfa, 2007
Efsa, 2020a
Patuline Pas d’évaluation DIMTP = 0,4 ug/kg p.c./j
Jecfa, 1995
Toxines T-2, ARID et DJT groupée (T-2, HT-2 et formes ~ ARfD et DJT groupée (DAS,
toxine HT-2et  modifiées) avec un facteur d’équivalence T-2 et HT-2) avec un facteur
diacétoxysir- toxique de 1 d’équivalence de 0,2 pour le
pénol (DAS) ARD = 0,3 ug/kg p.c. DAS
DIT = 0702 ,U-g/kg pC/] ARID = 0,320 /.Lg/kg p.c.
EfS(l, 2017¢ DIT = 0,025 ,ug/kg p.c./j
Jecfa, 2023
Toxines Tentoxine, non génotoxique Pas d’évaluation
d’Alternaria TTC = 1,5 I—Lg/kg p.C./j
Acide ténuazonique, non génotoxique
TTC = 1,5 pg/kg p.c./j
(Voir tableau 20.2 pour lalternariol et
Lalternariol monométhyl éther, génotoxiques)
Efsa, 2011a
Zéaralénone DJT groupée (ZEN et formes modifiées) Pas d’ARfD (pas de toxicité
(ZEN) avec un facteur d’équivalence de 0,2 a 60 aigiie)
Pas d’ARTD (pas de toxicité aigiie) DIMTP = 0,5 ug/kg p.c./j
DIT = 0,25 pug/kg p.c./j Jecfa, 1999
Efsa, 2016

ARIED (acute reference dose) : dose de référence aigiie ; BMD (benchmark dose) : dose correspondant a
un niveau spécifié de réponse, obtenue par modélisation de la relation dose-réponse, a partir de données
expérimentales ou épidémiologiques ; BMDL : borne inférieure de l'intervalle de confiance a 95 % de
cette dose ; DHTP : dose hebdomadaire tolérable provisoire ; DJMTP : dose journaliere maximale
tolérable provisoire ; DJT : dose journaliere tolérable ; TTC (threshold of toxicological concern) : seuil de
préoccupation toxicologique.
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Tableau 20.2. Reperes toxicologiques pour les mycotoxines cancérogenes et génotoxiques
caractérisées par un effet toxique sans seuil.

Mycotoxines

Efsa

Jecfa

Aflatoxines

BMDLI10 groupée (AFB1, AFB2,
AFG1, AFG2, AFM1) avec un facteur
d’équivalence toxique de 0,1 pour
I’AFM1

BMDLI10 = 0,4 ug d’AFB1/kg p.c./j
(carcinome hépatocellulaire chez
les rats)

Efsa, 2020b

Lingestion d’un nanogramme
d’AFB1/kg p.c./j durant la vie
entiere serait associée a la
survenue de 0,269 cas de cancer
pour 100 000 personnes chez les
porteurs du virus de I'hépatite B
(HBsAg+) et 20,017 cas de
cancer pour 100 000 personnes
chez les non-porteurs (HBsAg-).

Jecfa, 2017

Ochratoxine A
(OTA)

BMDLI10 = 14,5 png/kg p.c./j (tumeurs
rénales chez le rat)

(Voir tableau 20.1 pour les effets non
néoplasiques)

Efsa, 2020a

Le Jecfa a retenu une approche
a seuil (Voir tableau 20.1)

Jecfa, 2007

Stérigmatocystine BMDL10 = 0,16 mg/kg p.c./j BMDLI10 = 0,16 mg/kg p.c./j
(hémangiosarcome hépatique chez (hémangiosarcome hépatique
les rats) chez les rats)

Efsa, 2013a Jecfa, 2017

Toxines Alternariol (AOH) génotoxique, Pas d’évaluation

d’Alternaria TTC = 0,0025 ng/kg p.c./j.

Alternariol monométhyl éther (AME),
génotoxique, TTC = 0,0025 ug/kg p.c./j.

(Voir tableau 20.1 pour la tentoxine
[TEN] et l'acide ténuazonique [TeA],
non génotoxiques)

Efsa, 2011a

Pour la signification des sigles, voir le tableau 20.1.

» Lestimation de U'exposition alimentaire

Lestimation de I'exposition alimentaire aux mycotoxines repose sur I'utilisation de
données de consommation représentatives de la population humaine et animale, et
de données de contamination des aliments et des maticres premicres.

Au niveau européen, I’Efsa collecte les données de contamination des aliments et
des matieres premieres dans les différents pays et met a disposition des données de
consommation humaine (The Efsa Comprehensive European Food Consumption
Database®). En France, les données de consommation humaine les plus récentes

8. https://www.efsa.europa.eu/en/data-report/food-consumption-data#the-efsa-comprehensive-
european-food-consumption-database (consulté le 06/09/2024).
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proviennent de I'enquéte Inca3’, la troisitme étude individuelle nationale des
consommations alimentaires publiée par I’Anses en 2017. Les données de conta-
mination peuvent provenir d’analyses de denrées brutes ou préparées telles que
consommées (dans le cadre des Etudes de Ialimentation totale menées par I’Anses,
par exemple!?).

Deux niveaux de consommation peuvent étre pris en compte : la moyenne des
consommations de chaque denrée et la consommation des forts consommateurs
(95¢ percentile). 11 est également important de tenir compte de la consommation
de groupes d’individus particuliers comme les enfants ou comme les personnes
végétariennes/véganes.

» La caractérisation du risque

La caractérisation du risque consiste a comparer 1’exposition des différents groupes
de consommateurs a la valeur de référence (VTR ou repere toxicologique). Sil’expo-
sition est inférieure a celle-ci, on considere que le risque pour le consommateur peut
étre écarté. A 'inverse, si I'exposition est supérieure, le risque pour le consomma-
teur ne peut pas étre exclu. Il revient alors au gestionnaire du risque d’envisager les
mesures nécessaires pour diminuer la contamination alimentaire afin de diminuer
I’exposition. Dans le cas des mycotoxines ayant un effet cancérogene génotoxique
(mycotoxines « sans seuil »), une approche différente est utilisée. Lexposition est
comparée a la BMDL (borne inférieure de I'intervalle de confiance a 95 % de cette
dose), en retenant une marge d’exposition critique de 10 000. On ne parle pas dans
ce cas de caractérisation du risque, mais de préoccupation sanitaire.

Pour caractériser les risques liés a une exposition aigiie (sur une journée ou un
repas), ’exposition sera celle des forts consommateurs (généralement percentile 95
de la population). Pour caractériser les risques li€s a une exposition chronique (c’est-
a-dire sur le long terme), il convient de prendre en compte ’exposition moyenne et
I'exposition des forts consommateurs (percentile 95), en séparant les adultes et les
enfants.

Les tableaux 20.3 et 20.4 résument, pour I’humain, I’exposition et la caractérisation
du risque de différentes mycotoxines.

9. https://www.anses.fr/fr/content/inca-3-evolution-des-habitudes-et-modes-de-consommation-de-
nouveaux-enjeux-en-matiere-de (consulté le 06/09/2024).

10. https://www.anses.fr/fr/content/étude-de-I"alimentation-totale-eat-2-I’anses-met-a-disposition-
les-données-de-son-analyse (consulté le 06/09/2024).
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Tableau 20.3. Détermination de 1’exposition et caractérisation du risque chez ’humain
des mycotoxines ayant un seuil d’effet toxique.

Mycotoxines Efsa Jecfa
Alcaloides de Exposition aigiie des forts Exposition aigiie des enfants et des
I'ergot (AE) consommateurs comprise adultes forts consommateurs pouvant
entre 0,06 et 0,73 ug/kg p.c.j. atteindre respectivement 0,98 et
Risque pour le consommateur 0,49 ug/kg p-c.j.
pouvant étre écarté Risque pour le consommateur ne
Exposition chronique des forts pouvant pas étre exclu
consommateurs comprise Exposition chronique des enfants
entre 0,014 et 0,19 ug/kg p.c./j. forts consommateurs pouvant
Risque pouvant étre écarté atteindre 0,86 ug/kg p.c./j.
Efsa, 2012a Risque ne pouvant pas étre exclu
Jecfa, 2022
Citrinine Trop peu de données pour Pas d’évaluation
caractériser ’exposition
Déoxynivalénol Exposition groupée DON + 3DON  Exposition groupée DON + 3DON
(DON) + 15DON + DON-3-glucoside + 15DON
Exposition aigiie des forts (Seule I’exposition au DON a
consommateurs comprise été mesurée, les formes acétylées
entre 0,7 et 6,7 ug/kg p.c./j. représentant moins de 10 %.)
Risque pouvant étre écarté Exposition aigiie des forts
Exposition chronique des forts consommateurs de 9 ug/ kglp.c./].
consommateurs comprise (basée sur une consommation
entre 0,5 et 3,7 ug/kg p.c./j. de pain contaminé a la limite
. . réglementaire)
Risque ne pouvant pas étre exclu . R
(en particulier pour les plus jeunes, ~ Risque ne pouvant pas étre exclu
ainsi que pour les adultes et les Exposition chronique moyenne
adolescents forts consommateurs) comprise entre 0,2 et 14,5 ug/kg
Efsa, 2017a p.c./j., selon les parties du monde
(0,25 pour le cluster incluant la
France). Les expositions nationales
montrent cependant une exposition
des enfants forts consommateurs
supérieure a 1 ug/kg p.c./j.
Risque ne pouvant pas étre exclu
Jecfa, 2011
Fumosinines Pas d’évaluation de I’exposition Exposition groupée (FB1 + FB2

de type B (FB)

+ FB3)

Exposition chronique des forts
consommateurs comprise entre 1,6
et 4,3 ug/kg p.c./j. pour les adultes, et
2,3 et 6,4 ug/kg p.c./j. pour les enfants

Risque ne pouvant pas étre exclu
Jecfa, 2018
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Mycotoxines Efsa Jecfa
Nivalénol Exposition aigiie, pas d’évaluation Pas d’évaluation
(NIV) Exposition chronique des forts
consommateurs comprise
entre 1,1 et 224 ng/kg p.c./j.
Risque pouvant étre écarté
Efsa, 2013b
Ochratoxine A Exposition chronique des forts Exposition chronique moyenne
(OTA) consommateurs comprise comprise entre 8 et 17 ng/kg p.c./
entre 2,4 et 51,7 ng/kg p.c./j. semaine
Chez la plupart des consommateurs,  Risque pouvant étre écarté
les marges d’exposition sont Jecfa, 2007
supérieures a 200, indiquant quun
risque peut étre écarté, sauf dans le
cas des forts consommateurs jeunes,
pour lesquels le risque ne peut pas
étre exclu.
Efsa, 2020a
Patuline Pas d’évaluation Pas d’évaluation
T-2/HT-2 et Exposition aigiie des forts Exposition groupée DAS, T2 et HT2
DAS consommareurs Comprise Exposition aigiie. Pas de données
entre 34 et 170 ng/kg p.c./j. pour le DAS. Exposition maximale
Risque pouvant étre écarté des forts consommateurs a T-2 et
Exposition chronique des forts HT-2 estimée a 170 ng/kg p.c./j.
consommateurs comprise Risque pouvant étre écarté pour
entre 4,22 et 146 ng/kg p.c./j. la somme des trois toxines
(supérieure a la DJT) Exposition chronique. Données
Risque ne pouvant étre exclu d’exposition seulement pour T-2 et
Efsa, 2017d HT-2, faute de données disponibles
pour le DAS. Exposition des forts
consommateurs comprise
entre 1,9 et 210 ng/kg p.c./j.
Risque sanitaire ne pouvant étre
exclu
Jecfa, 2023
Toxines Tentoxine Pas d’évaluation
d’Alternaria

Exposition chronique des forts
consommateurs comprise
entre 0,01 et 13 ng/kg p.c./j.

Risque pouvant étre écarté
Acide ténuazonique

Exposition chronique des forts
consommateurs entre 89 et
362 ng/kg p.c.jj.

Risque pouvant étre écarté
Efsa, 2011a
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Mycotoxines Efsa Jecfa
Zéaralénone Exposition chronique des forts Exposition chronique moyenne entre
(ZEN) consommateurs comprise entre 4,7 0,03 et 0,06 ug/kg p.c.jj.

et 54 ng/kg p.c./j.

Risque pouvant étre écarté

Cette conclusion ne prend pas en
compte I’exposition aux formes
modifiées, ce qui conduit a une sous-
estimation du risque.

Efsa, 2011b

Risque pouvant étre écarté

Cette conclusion ne prend pas en
compte I’exposition aux formes
modifiées, ce qui conduit a une sous-
estimation du risque.

Jecfa, 1999

Tableau 20.4. Détermination de I’exposition et préoccupation sanitaire des mycotoxines
caractérisées par un effet toxique sans seuil.

Mycotoxines

Efsa

Jecfa

Aflatoxines

Aflatoxine Bl

Exposition chronique des forts
consommateurs comprise
entre 0,35 et 14,1 ng/kg p.c./j.

Marges d’exposition, dans la
plupart des cas, inférieures a 10 000
et correspondant a une situation de
préoccupation sanitaire

Aflatoxine M1

Exposition chronique des forts
consommateurs comprise
entre 0,12 et 7,88 ng/kg p.c./j.

Marges d’exposition, dans la
plupart des cas, inférieures a 10 000

Une préoccupation sanitaire ne
peut pas étre exclue, en particulier
pour les plus jeunes.

Efsa, 2020b

Aflatoxine Bl

Exposition chronique des forts
consommateurs comprise entre 0,4
et 26,9 ng/kg p.c./j., selon les régions
du monde (1,4 et 1,7 pour le cluster
ou se trouve la France)

Lestimation des risques de cancer
varie selon les parties du monde
entre < 0,01 et 3,94 cancers
induits par I’aflatoxine

par an pour 100 000 habitants

(< 0,01-0,10 pour le cluster

ou se trouve la France).

Aflatoxine M1

Compte tenu de sa moindre
cancérogénicité et de I’exposition
alimentaire, TAFM1 contribue
de maniere négligeable (< 1 %)
au risque de cancer induit par

les aflatoxines pour la population
générale.

Jecfa, 2017

Ochratoxine A
(OTA)

Exposition chronique des forts
consommateurs comprise

entre 2,4 et 51,7 ng/kg p.c./j.
Marges d’exposition, dans la
plupart des cas, inférieures a 10 000
et correspondant a une situation

de préoccupation sanitaire.

Efsa, 2020a

Le Jecfa a retenu une approche
a seuil (voir tableau 20.1)

Jecfa, 2007

242



Evaluation des risques sanitaires liés aux mycotoxines et réglementation

Mycotoxines Efsa Jecfa
Stérigmatocystine  Pas de données d’exposition Exposition chronique des forts
Efsa, 2013a consommateurs comprise entre

0 et 44 ng/kg p.c./j., avec une
situation de préoccupation sanitaire
pour les régions africaines.
Cependant, en Europe, la présence
de stérigmatocystine n’a été détectée
dans aucun échantillon. Il n’a

donc pas été possible d’estimer
I’exposition de la population.

Jecfa, 2017

Toxines Alternariol Pas d’évaluation
d’Alternaria

Exposition chronique des forts
consommateurs comprise entre 5,9
et 82 ng/kg p.c./j.

Nécessité de données de toxicité
supplémentaires pour évaluer le
risque potentiel pour la santé
Alternariol monométhyl éther

Exposition chronique chez I’adulte
des forts consommateurs comprise
entre 3,1 et 15 ng/kg p.c.jj.

Nécessité de données de toxicité
supplémentaires pour évaluer le
risque potentiel pour la santé

Efsa, 2011a

» La reglementation

La législation de I'Union européenne vise a protéger les consommateurs en
établissant des teneurs maximales pour les mycotoxines dans l’alimentation
humaine et animale. Lobjectif est de maintenir des teneurs de mycotoxines a
des niveaux aussi faibles qu’il est raisonnablement possible de le faire, en obser-
vant les meilleures pratiques d’agriculture, de stockage et de transformation des
aliments : c’est le principe Alara (4s Low As Reasonnably Achievable). Les études
d’évaluation du risque s’appuient sur la réglementation européenne ; elles contri-
buent a I’élaboration des politiques destinées a protéger les consommateurs euro-
péens des risques liés a I'alimentation. Cette réglementation!! évolue de maniére
permanente pour tenir compte de I’évolution des connaissances et notamment
des résultats des évaluations des risques ou des études d’exposition, mais égale-
ment des connaissances scientifiques et technologiques de ces contaminations
dans les aliments (tableau 20.5). Le réglement (UE) 2023/915 (abrogeant le regle-
ment 1881/2006) fixe des teneurs maximales pour certaines mycotoxines dans

11. https:/food.ec.europa.eu/safety/chemical-safety/contaminants/legislation_en (consulté le 26/08/2024).
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des denrées alimentaires pour I'humain. La directive 2002/32/CE fixe les teneurs
maximales pour certaines mycotoxines dans les maticres destinées a I’alimentation
animale. Des reglements définissent, en complément, des procédures d’échantil-
lonnage a mettre en ocuvre lors des contrdles et les critéres de performance des
méthodes d’analyse (voir chapitre 19).

Lareglementation ne prend pas en compte toutes les mycotoxines connues a ce jour.
Celles non visées par la réglementation sont considérées comme des mycotoxines
émergentes.

Tableau 20.5. Teneurs maximales en mycotoxines réglementées (en gras) ou recomman-
dées (en italique) pour 'alimentation humaine et animale en Europe, juillet 2024.

Mycotoxines Nutrition humaine® Nutrition animale®
Matieres Produits Matieres Produits
premieres™ transformés, premieres™ transformés,

aliments aliments
Aflatoxine B1 ~ 2-12 ug/kg 0,10-8 ug/kg 20 ug/kg 5-20 ug/kg
Aflatoxines B1 ~ 4-15 ug/kg 4-10 ug/kg - -
+ B2 + Gl
+ G2
Aflatoxine M1 - 0,025-0,050 ug/kg — -
Ochratoxine A 2-20 ug/kg 0,5-80 ng/kg 250 uglkg 10-100 uglkg
Déoxynivalénol 750 - 1500 ug/kg 200 -1000ug/kg 8000 - 12 000 uglkg 900 -5 000 uglkg
Zéaralénone  75-350 ug/kg 20-400 ug/kg 2000 -3 000 uglkg 100-500 uglkg
Fumonisines 1000 - 4 000 ug/kg 200 -2 000 ug/kg 60 000 uglkg 5000
Bl + B2 -50 000 uglkg
Citrinine - 100 ng/kg - -
Ergot 0,2-0,5 g/kg - 1g/kg -
Somme des - 20-500 ug/kg - -
12 AE d’intérét
Toxines 50 - 1250 pg/kg 10-100 ng/kg 500-2000uglkg 50 - 250 uglkg
T2 + HT2
Alternariol 30 uglkg 2-10 pglkg - -
Alternariol 30 uglkg 2-10 uglkg - -
monométhyl
éther
Acide 100 - 1000 uglkg 500 - 10 000 uglkg - -
ténuazonique

(a) : teneurs exprimées sur le produit mis sur le marché, indépendamment de sa teneur en eau ; (b) : pour
une teneur en eau de 12 % ; * : y compris les denrées non transformées destinées a une consommation
humaine directe ; —: toxine ne faisant ’objet d’aucune réglementation.
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» La surveillance

En Europe, I’Efsa fournit un appui scientifique et technique a la Commission euro-
péenne et aux pays de 'UE dans tous les domaines ayant un impact sur la sécurité
sanitaire des aliments, dont les mycotoxines. Elle est également chargée de coor-
donner les évaluations des risques (voir ci-dessus), d’identifier les risques émergents
et de dispenser des conseils en maticre de gestion des crises.

Lorsqu’un risque est mis en évidence, les pays de I'UE et la Commission peuvent
adopter des mesures provisoires de précaution, tout en respectant un haut degré de
protection de la santé.

Le systeme d’alerte rapide pour les denrées alimentaires et les aliments pour
animaux, Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF)!2, auquel participent les
pays de 'UE, la Commission et I’Efsa, prévoit le partage d’informations sur :

— les mesures visant a restreindre la circulation de denrées alimentaires ou a imposer
leur retrait du marché ;

— les mesures visant a empécher, limiter ou soumettre a des conditions particulieres
la mise sur le marché ou I'utilisation éventuelle de denrées alimentaires ou d’ali-
ments pour animaux ;

— le rejet d’un lot de denrées alimentaires importées.

Ces informations sont également mises 2 la disposition du grand public. A titre
d’exemple, sur 'année civile 2022, 494 notifications ont concerné les mycotoxines
sur les 4 336 notifications du portail.

Lorsqu’une denrée alimentaire ou un aliment pour animaux présente un risque
sérieux et non maitrisable pour la santé ou I’environnement, les mesures de protec-
tion d’urgence de la Commission peuvent consister, notamment, a suspendre le
commerce ou les importations du produit concerné. Les pays de I'UE peuvent
prendre des mesures similaires si la Commission ne prend pas les mesures qui
s’imposent.

Aucune denrée alimentaire ne peut étre mise sur le marché si elle est dange-
reuse pour la santé ou impropre a la consommation. De ce fait, le reglement (CE)
n° 315/93 modifié définit les contaminants, interdit la mise sur le marché de denrées
alimentaires contenant une quantité inacceptable, du point de vue de la santé
publique et en particulier sur le plan toxicologique, d'un contaminant et prévoit que
les teneurs en contaminants doivent étre maintenues aux niveaux les plus faibles que
permettent raisonnablement de bonnes pratiques, au cours de toutes les étapes de la
chaine alimentaire (principe Alara).

En France, chaque année, dans le cadre du dispositif de surveillance sanitaire de
la chaine alimentaire, la direction générale de l'alimentation (DGAL) pilote et
coordonne la mise en ceuvre de plans de surveillance et de controle (PSPC). Sur la
base de prélevements aléatoires représentatifs de la production ou de la consom-
mation, les plans de surveillance (PS) permettent d’évaluer le niveau de conta-
mination en France. Ces données peuvent étre utilisées pour estimer 'exposition

12. https://food.ec.europa.eu/safety/rasff_en (consulté le 30/06/2024).
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du consommateur!?® et ainsi identifier si les mesures de gestion pour la maitriser
sont suffisantes ou doivent étre renforcées. A titre d’exemple, dans le dispositif de
surveillance des aliments pour animaux sur la campagne 2021, 246 analyses ont
porté sur les mycotoxines, ce qui correspond a 16 % des analyses du plan. Les plans
de contrdle (PC), quant a eux, portent sur des denrées ciblées qui représentent un
risque élevé de contamination et vont permettre notamment d’évaluer I'efficacité
des mesures de gestion précédemment mises en ceuvre. Des plans exploratoires (PE)
peuvent étre programmés afin d’acquérir des connaissances sur un couple conta-
minant/matrice non réglementé. En cas de résultat d’analyse induisant un risque
pour le consommateur, les professionnels ont I'obligation de déclarer leurs rappels
de produits sur le site officiel Rappel conso'4. Ce site public informe les consom-
mateurs sur les rappels de produits, de denrées alimentaires ou d’aliments pour
animaux. En 2022, 10 rappels ont été publiés concernant 'ochratoxine A, les afla-
toxines et la patuline.

LAgence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation, de ’environnement et
du travail (Anses) apporte son expertise scientifique a toutes les étapes de la chaine
alimentaire, depuis la production des aliments d’origine animale ou végétale jusqu’a
lassiette du consommateur. Elle évalue, en France, les risques liés a la contamina-
tion des aliments par des agents pathogenes et des substances toxiques.

Les études de ’alimentation totale pilotées par ’Anses completent les plans de
surveillance des ministéres pour de nombreux contaminants dans les aliments,
incluant des mycotoxines reglementées et non réglementées.

» Conclusion

Lévaluation des risques liés aux mycotoxines souligne que ces toxines sont relati-
vement fréquentes en alimentation humaine et animale. Les valeurs toxicologiques
de référence (VTR) qui ont été établies pour de nombreuses mycotoxines et la
caractérisation du risque montrent que I’exposition humaine peut parfois dépasser
ces VIR et que le risque pour le consommateur ne peut pas €tre exclu. Il revient
au gestionnaire des risques de mettre en place les mesures pour limiter I'exposi-
tion. Toutes les mycotoxines ne sont pas réglementées (toxines dites émergentes,
voir chapitres 7 et 10) et il convient d’étre vigilant sur I'avancée des connaissances
scientifiques (occurrence, toxicité...) qui peuvent conduire a faire évoluer les VTR,
moduler ’évaluation des risques et actualiser la réglementation. Enfin, les VIR
ont été établies pour des mycotoxines prises individuellement ou par familles alors
que 'humain et ’animal sont exposés a des mélanges de mycotoxines. Les effets et
les interactions (additifs, synergiques, antagonistes) de ces mélanges doivent étre
étudiés et pris en compte, en particulier dans le cas ou plusieurs mycotoxines ont un
méme organe cible/type d’effet toxique (Alassane-Kpembi et al., 2017).

13. https://agriculture.gouv.fr/plans-de-surveillance-et-de-controle (consulté le 06/09/2024).
14. https://rappel.conso.gouv.fr.
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Chapitre 21
Problématiques des mélanges

Imourana Alassane-Kpembi et Isabelle Oswald

» Introduction

La plupart des moisissures produisent plusieurs mycotoxines simultanément.
Plusieurs moisissures peuvent coexister ou se succéder sur un méme substrat. Les
régimes alimentaires, aussi bien chez ’humain que chez I’animal, intégrent plusieurs
matieres premieres qui sont autant de sources potentielles d’entrée des mycotoxines
dans une ration. La co-occurrence des mycotoxines dans les aliments et la coexpo-
sition qui en résulte sont donc la reégle, et non 'exception. Cette exposition simul-
tanée a plusieurs mycotoxines s’inscrit dans une réalité encore plus complexe qui fait
interagir, au sein des organismes, une tres grande variété d’entités chimiques d’ori-
gine endogene ou exogeéne connue sous le nom d’exposome chimique. Ce concept
a été introduit pour promouvoir une vision holistique de I'exposition interne de
l'organisme a des produits chimiques d’origine anthropique ou naturelle, et a leurs
produits de biotransformation.

La toxicité des mycotoxines, a I'image des autres contaminants alimentaires, a le
plus souvent été étudiée individuellement. Cette approche est sans doute utile pour
établir le profil toxicologique d’un contaminant pris isolément et pour établir ses
valeurs toxicologiques de référence a des fins de réglementation. En revanche, elle
ne permet pas d’apprécier les risques associés a un cocktail de contaminants. En
effet, des composés présents en faibles concentrations qui, individuellement, ne
produisent pas d’effets significatifs, peuvent interagir une fois en mélange et provo-
quer des réponses substantielles. Il faut donc avoir une bonne compréhension de la
facon dont les interactions des mycotoxines entre elles, ou avec d’autres éléments
de 'exposome chimique, modifient le risque global d’altération du fonctionnement
normal de 'organisme. Les cocktails constitués par les mycotoxines au sein de 1’ex-
posome peuvent affecter 'amplitude de la réponse de I’organisme a une stimulation,
c’est-a-dire la toxicodynamie des substances, mais également la capacité de I'orga-
nisme a disposer de ces substances, c’est-a-dire leur toxicocinétique.
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Ce chapitre aborde 'occurrence des mélanges impliquant les mycotoxines et donne
un apercu des interactions toxicodynamiques des mycotoxines entre elles ou avec
les principales autres entités de ’exposome chimique. Il présente également leurs
interactions toxicocinétiques qui impliquent les effecteurs en amont de la détection,
du transport et de la biotransformation des xénobiotiques.

» Multi-expositions impliquant des mycotoxines

La réalité des multi-expositions aux mycotoxines peut étre appréhendée sous I’angle
de l’analyse des aliments ou sous celui de I'analyse des fluides biologiques des
animaux ou des hommes. Entre 2012 et 2019, des analyses de maticres premicres
ou d’aliments destinés a ’humain ou a I’animal dans certains pays européens ont
montré que 70 a 100 % des échantillons étaient contaminés par plus d’une myco-
toxine (Tolosa et al., 2021). En outre, entre 4 et 34 mycotoxines ont été simulta-
nément détectées dans les prélevements de sérum et d’urine récoltés pendant
24 heures sur 600 individus de 5 pays, dans le cadre du projet européen Efcoval (De
Ruyck et al., 2020).

En France, la seconde étude de I’alimentation totale (EAT2), réalisée de 2006 a 2010,
et ’étude individuelle nationale des consommations alimentaires (Inca), toutes deux
menées par I’Anses, ont identifié 153 contaminants des aliments et mis en exergue la
préséance des mycotoxines dans les grands mélanges chimiques auxquels la popula-
tion frangaise est exposée. En effet, sur les sept profils de coexposition les plus repré-
sentés dans la population, trois comportent des mycotoxines (Traoré et al., 2016). En
particulier, le profil de coexposition correspondant a un régime alimentaire basé sur
une combinaison d’aliments simples non transformés et qui couvre 18 % de la popu-
lation comporte quatre mycotoxines : le déoxynivalénol (DON), le nivalénol (NIV),
la zéaralénone (ZEN) et la toxine HT-2, en association avec des ¢léments-traces
métalliques, du bisphénol A et des hydrocarbures aromatiques polycycliques.

Deux autres profils de coexposition correspondant a 31 % de la population fran-
caise associent les mycotoxines ZEN et DON a différents pesticides. Cette asso-
ciation entre un pesticide, le métalaxyl utilis¢é comme fongicide, et une mycotoxine,
I'aflatoxine B,, a également été rapportée dans 62 % des échantillons de vin rouge
analysés dans une étude en Espagne (Pérez-Ortega et al., 2012).

» Interactions toxicodynamiques des mycotoxines :
comment les évaluer ?

Une interaction toxicodynamique est définie comme un écart entre la toxicité
observée pour un mélange de substances toxiques et la toxicité prédite pour ce
mélange, sur la base des relations dose-réponse individuelles de ses constituants. De
facon concrete, évaluer une interaction pour un mélange revient a dire si 'ampli-
tude d’effet toxique observée pour ce mélange est supérieure (effet synergique),

250



Problématiques des mélanges

inférieure (effet antagoniste) ou égale (effet additif) a 'amplitude d’effet toxique
prédite pour le mélange, sur la base d’'un modele d’additivité appliqué aux données.

Trois principaux modeles d’additivité ont été utilisés dans les études d’interaction des
mycotoxines : le mod¢le d’addition des doses, le modele d’addition des réponses et le
modele de I'effet médian de la loi d’action de masse (Alassane-Kpembi et al., 2017a).

Le modele d’addition des doses postule que les substances testées agissent sur les
mémes cibles cellulaires, selon un mécanisme similaire, mais avec des potentiels d’am-
plitudes différentes. Il considere ainsi que chaque substance intervient dans la toxicité
du mélange de maniére proportionnelle a son efficacité et a sa dose. Le modele d’ad-
dition des réponses part du principe que les substances en mélange agissent indépen-
damment les unes des autres et considere que la réponse du mélange peut étre prédite
par la fraction des réponses reliée aux substances individuelles qui le composent.

Il est trés peu probable que des substances bioactives dans un mélange puissent
avoir des mécanismes d’action totalement indépendants ou rigoureusement iden-
tiques. Des chevauchements de mécanismes d’action sont plutdt la norme. Pour
cette raison, beaucoup d’études utilisent le modele d’additivité de 'effet médian
de la loi d’action de masse, qui ne formule aucune hypothése sur les mécanismes
d’action. Il se base uniquement sur le parametre de puissance et la pente des courbes
dose-réponse individuelles des substances pour prédire une réponse correspondant
a I’absence d’interaction ou une réponse additive dans le mélange.

» Effets des mycotoxines sur lamplitude de la réponse
toxicologique

Toxicité combinée des mycotoxines

Une évaluation des interactions dans la toxicité intestinale combinée du DON et
d’autres trichothécenes B (TCTB), menée avec le modele d’additivité de I'effet
médian de la loi d’action de masse, a révélé un effet synergique de ces mycotoxines
sur le renouvellement de I’épithélium intestinal et l'activité pro-inflammatoire
(Alassane-Kpembi et al., 2017b). Cette étude a établi que les mélanges de faibles
doses de TCTB avaient, en fonction des parametres de toxicité intestinale consi-
dérés, des effets de deux a dix fois plus importants que ceux anticipés sur la base des
toxicités individuelles de chacune des mycotoxines.

Des interactions de type synergique ont également été rapportées pour ’hépato-
toxicité et 'altération de I’expression des enzymes de biotransformation provoquées
par de faibles doses d’autres mycotoxines de Fusarium en mélange, en utilisant une
lignée d’hépatocytes humains (Smith et al., 2017).

Outre la toxicité combinée des seules mycotoxines reglementées, des schémas de
combinaison impliquant des mycotoxines émergentes ont également été examinés.
Par exemple, une activité oestrogénique synergique a été identifiée pour la ZEN et
une mycotoxine émergente, 'alternariol (AOH), en utilisant une lignée cellulaire
humaine (Vejdovszky er al., 2017a). A Pinverse, les dix mycotoxines émergentes les
plus représentées dans I’alimentation du porc n’ont démontré aucune interaction
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avec le DON par rapport a leur cytotoxicité a I'endroit de cellules intestinales
(Khoshal et al., 2019). Les toxicités combinées de tous les mélanges testés n’étaient
pas significativement différentes de celle du DON pris isolément.

Toxicité des cocktails de mycotoxines et d’autres contaminants
alimentaires

La toxicité des mélanges de mycotoxines et de nombreux autres contaminants tels
que les pesticides, les métaux lourds et autres toxiques qui peuvent étre présents
dans les aliments commence seulement a €tre investiguée.

Lassociation entre le DON et le cadmium a montré que le type d’interaction
entre ces deux contaminants varie de ’antagonisme a la synergie, selon I'organe
étudié (Le et al., 2018). Au niveau intestinal, les effets induits par la coexposition
sur la fonction de barri¢re sont similaires aux effets de chaque contaminant pris
isolément. Dans le cas du bisphénol A et des myccestrogénes ZEN et AOH, les
effets combinés de leur activité de perturbateur endocrinien sur des cellules de
I'endometre humain se sont révélés modérément antagonistes a presque additifs
(Aichinger et al., 2020).

On sait aussi que le mélange de ZEN et de dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT),
un pesticide heureusement interdit d’utilisation dans la majorité des pays, augmente
la production de testostérone par les cellules de Leydig (Eze et al., 2018). Cela signifie
que la coexposition ZEN-DDT peut exacerber les effets néfastes sur la reproduc-
tion. De méme, I’hépatotoxicité induite par la patuline (PAT) chez la souris est signi-
ficativement augmentée en présence du pesticide chlorpyrifos (Lu et al., 2019).

Des métabolites microbiens non fongiques comme le chloramphénicol, la nonac-
tine et la geldanamycine sont parfois retrouvés dans des aliments contaminés par
des mycotoxines. Pour autant, I’association des toxines fongiques et bactériennes
comme modele de cocontamination n’a bénéficié que de tres peu d’attention pour
des études d’interaction. Les rares toxines bactériennes étudiées en mélange avec le
DON sont la céreulide et la colibactine. La céreulide est une toxine produite par des
souches de Bacillus cereus et d’especes apparentées, qui est retrouvée en mélange
avec du DON dans certains aliments de base en Afrique. Lintérét de ce mélange
réside dans le fait que I'une et 'autre de ces toxines sont cytotoxiques et provoquent
des vomissements en cas d’intoxication aigiie. Une interaction de type synergique a
été rapportée pour la cytotoxicité et l'altération de la fonction de barricre, ainsi que
pour la réponse immunitaire de 'intestin provoquée par la céreulide et le DON,
mais la question de leur activité émétique combinée reste entiere.

La colibactine, une génotoxine produite par certaines souches d’Escherichia coli,
est associée a un nombre croissant de cancers colorectaux dans les pays déve-
loppés. On sait, par ailleurs, que les dommages a ’ADN observés dans les cellules
épithéliales intestinales de rats colonisés par des souches d’Escherichia coli produi-
sant de la colibactine sont exacerbés en présence du DON (Payros et al., 2017).
De facon globale, on peut s’interroger sur les interactions entre les mycotoxines
contaminant I’alimentation et le microbiote intestinal, au regard de la carcinogé-
nese intestinale.
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Toxicité des cocktails de mycotoxines et de constituants de plantes

Des interactions toxicodynamiques peuvent également exister entre les mycotoxines
et des constituants végétaux. Lassociation la plus emblématique est celle des mycoes-
trogenes ZEN et AOH avec les isoflavones du soja, génistéine et daidzéine, qui sont
des phyteestrogenes. En fonction des doses et des ratios de combinaison, cette asso-
ciation a montré une activité cestrogénique synergique (Vejdovszky et al., 2017b).
A 'opposé, pour des concentrations dans 'organisme pouvant étre atteintes par une
consommation modérée de bicre, les phytoestrogenes du houblon, xanthohumol et
8-prényl-naringénine, ont une activité antagoniste de celles de la ZEN et de son
métabolite I'o-zéaralénol.

Une association plus controversée est celle de ’ochratoxine A (OTA) et d’une toxine
végétale, 'acide aristolochique, dans I’étiologie de la néphropathie endémique des
Balkans. Cependant, une étude chez les rongeurs a établi que ’OTA exacerbe la
formation des adduits a ’ADN provoqués par I’acide aristolochique dans les reins,
suggérant que les deux composés pourraient interagir pour favoriser le développe-
ment de tumeurs cancéreuses rénales.

» Effets des mycotoxines sur le devenir
des xénobiotiques dans Uorganisme

Notre connaissance de la facon dont les expositions aux mycotoxines peuvent
affecter le transport des xénobiotiques dans 'organisme et leur métabolisme a beau-
coup progressé ces dernicres années (Galtier ef al., 2008). Les xénobiotiques sont
des molécules exogenes qui sont présentes exceptionnellement dans I'organisme et
qui ne sont ni des substrats ni des produits habituels des réactions métaboliques. Ces
molécules sont transformées dans I'organisme et éliminées par diverses réactions
chimiques réparties en trois phases de biotransformation. Les enzymes de phase 1,
principalement représentées par la superfamille du cytochrome p450 (CYP),
catalysent des réactions d’oxydation, de réduction et d’hydrolyse. Les enzymes de
phase 1I, telles que les UDP-glucuronosyltransférases, les sulfotransférases, les
N-acétyltransférases, les glutathion S-transférases et les méthyltransférases, trans-
forment les métabolites issus de la phase I en produits plus polaires préts a étre
excrétés par les urines. Quant a la phase 111 des réactions de biotransformation, elle
met en ceuvre des protéines comme la glycoprotéine P (P-gp), MRP2 et BCRP, qui
sont des pompes d’efflux permettant aux cellules de rejeter, a I'extérieur, des xéno-
biotiques ou leurs métabolites. Les protéines P-gp et BCRP en particulier conférent
une résistance cellulaire aux médicaments anticancéreux, en raison de 'acquisition
d’un phénotype de multirésistance aux médicaments.

Apres le passage transmembranaire, le processus de biotransformation des xénobio-
tiques est initié par I'activation de capteurs cellulaires particuliers, les xénorécep-
teurs, dont les plus connus sont AhR, CAR et PXR.

Certaines mycotoxines peuvent interférer avec les étapes du métabolisme des xéno-
biotiques. Dans le cas particulier des médicaments, ces interactions pourraient avoir
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des conséquences pharmacothérapeutiques en réduisant ou augmentant I’activité
médicamenteuse attendue. Cela pourrait également avoir des conséquences sur la
santé publique des consommateurs de produits animaux.

Interférences des mycotoxines avec le transport membranaire
des xénobiotiques

Les mycotoxines peuvent moduler le transport des xénobiotiques, notamment des
médicaments, par leurs effets sur les protéines d’efflux. Ces interférences sont de
la plus haute importance, car elles peuvent affecter I'efficacité et 'innocuité dun
traitement médicamenteux.

Les mycotoxines exercent des effets contrastés sur 'expression des protéines d’ef-
flux. On observe une induction de 'expression des protéines P-gp, MRP1 et MRP2
apres une exposition des cellules a ZEN, alors que la fumitrémorgine C (FTC)
produite par Aspergillus fumigatus est connue pour inverser le profil de résistance
multidrogue des cellules cancéreuses, en inhibant BCRP (Prouillac et al., 2009).
Ainsi, un prétraitement par FT'C augmente l'activité cytotoxique du topotécan dans
le traitement du cancer de I'ovaire ou du cancer du poumon a petites cellules, et
celle de la mitoxantrone, dans le traitement du cancer de la prostate résistant a la
castration (Teo et al., 2019).

Chez les animaux de la ferme, on a observé une perte d’expression de la P-gp
dans l'iléon de porcs nourris avec un régime contaminé par le DON, alors que
I'exposition des poulets de chair aux fumonisines (FB1), a des niveaux de conta-
mination de ’aliment proches de la reglementation de ’'Union européenne, active
I’expression de la protéine d’efflux dans le jéjunum (Antonissen et al., 2017). Une
réduction significative de l’absorption orale de I’enrofloxacine chez le poulet
exposé aux fumonisines a été rapportée en méme temps que cette activation.
Lenrofloxacine (EFX), antibiotique de la famille des quinolones, est en effet un
substrat bien connu de la P-gp.

Interférences des mycotoxines avec l'activité des xénorécepteurs

Lun des mécanismes les mieux décrits est I'interaction entre ZEN et I'orthologue
humain de PXR (hPXR). En effet, la liaison de la ZEN provoque des changements
conformationnels de hPXR, ce qui entraine, d'une part, la libération de la protéine
corépresseur N-CoR, et d’autre part, le recrutement des protéines coactivatrices
Steroid Receptor Coactivator-1, Glucocorticoid Receptor-Interacting Protein 1 et
PPAR-Binding Protein.

Lactivation des xénorécepteurs représente la base moléculaire d’une classe impor-
tante d’interactions médicamenteuses. Pour cette raison, ZEN est considérée
comme une source potentielle d’interactions aliment-médicament.

Plusieurs autres mycotoxines, AFB,, PAT, FB,, OTA et AOH, activent également
PXR CAR ou AhR.
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Modulation de la biotransformation des xénobiotiques
par les mycotoxines

Les mycotoxines régulent généralement, soit a la hausse, soit a la baisse, I’expression
des enzymes de biotransformation. CAFB1 et la toxine T-2, par exemple, diminuent
les taux hépatiques des isoenzymes 1A, 2A, 2B et 3A du cytochrome P450 du porc
ou du lapin (Galtier et al., 2008), alors que les mycotoxines structurellement appa-
rentées DON et NIV augmentent I'expression de I'isoenzyme 2B du cytochrome
P450, et celle des isoenzymes o et £ de la glutathion-S-transférase des rongeurs.
Une particularité est observée avec la FB1, qui augmente sélectivement I’expression
de CYP1A1 et 4A1, et diminue celle de CYP1A2 et 2C11 chez le rat.

Des évaluations de la pharmacocinétique du midazolam (MDZ) et de ’enrofloxa-
cine (EFX) menées dans un contexte d’exposition aux mycotoxines ont permis de
mieux appréhender les implications des régulations a la hausse ou a la baisse de
I'expression des enzymes de biotransformation (Devreese et al., 2014).

Le MDZ est un anesthésique important qui est principalement métabolisé dans le
foie humain par les CYP3A4, 3AS5 et 3A7, entrainant la production de métabolites
hydroxylés. Il est utilisé comme substrat modele pour étudier la voie de biotransfor-
mation du CYP3A. La mycotoxine émergente enniatine B1, qui est également méta-
bolisée par le CYP3A, réduit l'efficacité de la biotransformation du MDZ par les
microsomes hépatiques humains, en diminuant son taux d’hydroxylation (Ivanova
et al.,2019). A Popposé, ZEN, qui est un inducteur du CYP3A, modifie significative-
ment la biodisponibilité orale absolue du MDZ chez le porc. Tout cela suggere qu'un
ajustement posologique pourrait étre nécessaire en cas d’exposition d’un organisme
a Penniatine B1 ou a ZEN, afin de maintenir les concentrations de MDZ dans la
fenétre thérapeutique ou dans la fenétre de sécurité.

Lexposition aux mycotoxines pourrait également avoir des conséquences dans la
mise en oeuvre d’'une antibiothérapie a base d’enrofloxacine (EFX) en médecine
aviaire. Contrairement aux mammiféres, la biotransformation de 'EFX en son
métabolite de phase I, la ciprofloxacine, est tres limitée chez la volaille. Lexposition
du poulet de chair a ’AFB1 diminue I’absorption orale de 'EFX et accroit la réma-
nence de son résidu, la ciprofloxacine, dans le foie, les reins et la graisse (Kalpana
et al., 2015). Cela suggere qu’'un ajustement de la posologie et du délai d’attente
défini pour la consommation des animaux destinés a I’'alimentation humaine apres
I'administration d’EFX pourrait étre nécessaire en cas d’exposition de volailles a
I’AFBI.

» Conclusion

Lexposition simultanée d’organismes a des mycotoxines et a d’autres xénobiotiques
peut entrainer des interactions multiformes. Les interactions toxicodynamiques des
effets de mycotoxines et d’autres contaminants provoquant des manifestations de
toxicité similaires, ont fait I'objet de nombreuses études. Toutefois, des données
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préliminaires mettent aussi en évidence le potentiel négligé d’interaction pharma-
cocinétique entre des mycotoxines et des médicaments.

Les études portant sur les effets de 'exposition a des cocktails de mycotoxines ou a
des mélanges de mycotoxines et d’autres contaminants de I’alimentation humaine
ou animale ont montré que leur toxicité combinée ne peut pas toujours étre prédite
sur la base des effets individuels des constituants du cocktail. Les interactions ainsi
mises en évidence varient de la synergie a 'antagonisme, en passant par I’additivité,
en fonction des mélanges analysés, voire des gammes de doses étudiées.

De nombreuses mycotoxines interferent avec des xénobiotiques. D’autres myco-
toxines modulent 'expression de classes importantes d’enzymes métabolisant
les médicaments et de protéines de transport. Elles pourraient ainsi modifier la
biodisponibilité, le profil des métabolites et la cinétique d’élimination des médica-
ments. Par conséquent, ces mycotoxines présentent un potentiel important d’inter-
action pharmacocinétique avec des médicaments administrés concomitamment.
En raison de ces interactions, certains ajustements posologiques peuvent &tre
nécessaires pour maintenir les concentrations du médicament dans les limites théra-
peutiques et de sécurité, en cas d’exposition de I'organisme a des mycotoxines.
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Chapitre 22
L’exposition aux mycotoxines
dans un contexte de changements
climatiques et de pratiques

Jean Michel Savoie, Marie Hélene Robin et Florence Forget

» Introduction

La contamination de productions végétales alimentaires par des champignons myco-
toxigenes implique leur présence au champ ou en post-récolte et une atteinte de leur
cible végétale dans des conditions environnementales favorables a leur implantation
et leur développement. S’ils en ont la capacité génétique, ils produiront alors des
mycotoxines. Les changements climatiques et les modifications des pratiques agricoles
pour atteindre une production bas intrants, avec un bilan carbone neutre ou positif,
peuvent donc affecter I'occurrence des mycotoxines et les niveaux de contamination
des aliments proposés aux consommateurs. Par ailleurs, de nouvelles habitudes alimen-
taires et d’approvisionnement guidées par des motivations de santé et des préoccu-
pations environnementales sont aussi susceptibles de modifier le risque d’exposition
des consommateurs. Dans ce chapitre, nous donnons quelques illustrations, pour les
filieres « céréales a paille » et « mais », des conséquences possibles des changements
qui s’operent dans ces trois domaines : climat, agriculture, habitudes de consommation.

» Conséquences probables des changements climatiques
sur le risque « mycotoxine » en céréaliculture

Au champ

Plus de 20 especes de Fusarium sont associées a la fusariose de I'épi des céréales
et sont responsables de contaminations par des mycotoxines. Dans nos contrées,
si les trichothécénes B (TCTB) et la zéaralénone (ZEN) sont les mycotoxines les

258



Lexposition aux mycotoxines dans un contexte de changements climatiques et de pratiques

plus fréquemment rencontrées, les récoltes céréalicres peuvent aussi étre conta-
minées par une grande diversité d’autres mycotoxines produites par les Fusarium
spp., dont les toxines T2/HT?2 et les mycotoxines dites émergentes, parmi lesquelles
les enniatines et les beauvéricines (Orlando et al., 2019). Chaque espece associée
a la production de 'une de ces mycotoxines posse¢de une écophysiologie propre,
avec une variabilité intraspécifique. Ainsi, les conditions de température, humi-
dité et teneur en CO, influent différemment, selon les espéces, sur la croissance
fongique et la production de toxines. Par exemple, les producteurs de fumonisines
(FUM) (dont Fusarium verticillioides) ou d’aflatoxines (AF) (dont Aspergillus flavus)
se développent a des températures optimales autour de 30 °C, alors que Fusarium
graminearum et F. culmorum, producteurs de déoxynivalénol (DON), requiérent
des températures plus fraiches (environ 25 °C). Par ailleurs, un méme épi peut étre
colonisé au cours de son développement par plusieurs especes fongiques et les
cocontaminations par différentes mycotoxines sont fréquentes. Laugmentation de
la température moyenne (+ 2 a 5 °C) et de la concentration en CO, atmosphérique
(350-400 contre 650 - 1 200 ppm), la variation de I'intensité et de la distribution des
pluies, ainsi que les événements météorologiques contrastés et extrémes, et surtout
les incertitudes qui accompagnent les changements climatiques pourraient influer
sur la composition de la communauté fongique affectant les épis et les niveaux de
contamination en différentes mycotoxines.

Compte tenu de la complexité des interactions et des variations locales, il est difficile
d’évaluer la nature et I'intensité de ces effets. Cependant, en associant des modeles
qui refletent les conditions écologiques de I'infection du blé par Fusarium spp. et de
leur production de mycotoxines avec des projections des changements climatiques,
il est possible de proposer des scénarios. Ces modeles de prédiction sont en cours
d’amélioration avec l'intégration d’autres parametres tels que la régulation de la
toxinogénese, la phénologie et physiologie de la plante hote. Ainsi, une augmenta-
tion tres significative des concentrations de DON est attendue d’ici a 2040 pour le
blé dans le nord-ouest de ’Europe (Van der Fels-Klerx et al., 2016). La sévérité de la
fusariose du blé augmenterait également avec un doublement de la teneur en CO,
atmosphérique (Vary et al., 2015). Ces concentrations en CO, pourraient rendre les
mais plus sensibles a la colonisation par F. verticillioides, mais sans augmentation de
la contamination en FUM (Vaughan et al., 2014).

Des modifications d’équilibre entre especes fusariennes ont déja été observées.
Le remplacement de F. culmorum, autrefois prédominant dans le blé, par F. grami-
nearum pourrait étre attribué a des étés européens plus chauds (Van der Lee et al.,
2015). Laugmentation de la présence de F. poae dans les récoltes céréalieres pour-
rait aussi étre une conséquence des changements climatiques (Infantino et al., 2023).
La prévalence du DON pourrait étre aggravée ou réduite, et d’autres mycotoxines
actuellement considérées comme secondaires, mais tout aussi nocives, pourraient
devenir un probleme majeur a 'avenir. Si en 2023 les Fusarium spp. restent les plus
courants dans les épis de mais européen, plusieurs étés extrémement chauds et secs
ont aussi conduit a une occurrence accrue d’A. flavus. En conséquence, la présence
généralisée et les niveaux élevés d’AF, non conformes a la l1égislation de 'UE, ont
été signalés dans de nombreux lots de mais en Italie du Nord. Selon les modeles de
prédiction d’évolution du risque d’AF (Battilani et al., 2016), la contamination des
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mais par cette toxine pourrait devenir trés préoccupante en Europe. Cependant, les
effets des changements climatiques seront régionaux et préjudiciables ou avanta-
geux en fonction de la zone géographique et du scénario de changement climatique
considéré. En Europe du Nord, les effets pourraient étre positifs, avec I'élargisse-
ment de la zone de culture du mais associé a un risque minime d’AF. A Iinverse,
le bassin méditerranéen sera le point chaud de nombreux effets négatifs, avec des
changements extrémes dans les précipitations et secheresses, des températures
élevées et des concentrations de CO, atmosphérique ayant un impact sur la produc-
tion et la contamination du mais par les AF. Des travaux de recherche introduisant
d’autres especes toxinogenes dans le systéme analysé générent des connaissances
de base dont I'intégration dans les modeles prédictifs permettra de considérer la
co-occurrence des champignons et des mycotoxines associées (Leggieri et al., 2021).

Il est indéniable que les changements climatiques auront un impact sur la diversité
et les niveaux de contamination des céréales en mycotoxines. Cependant, il est tres
difficile d’anticiper ’ampleur de ces changements a des niveaux locaux spécifiques.
11 est nécessaire d’acquérir des données nouvelles pour répondre aux questions clés
des effets des changements climatiques sur les populations de champignons toxi-
nogenes en fonction de leur écophysiologie et de leurs potentiels adaptatifs, ainsi
que sur les co-occurrences dans les parcelles agricoles. Accroitre la connaissance est
aussi indispensable pour prédire les changements dans les profils de mycotoxines,
avec des prédominances possibles de mycotoxines actuellement considérées comme
d’importance secondaire. Les effets des changements climatiques sur la phénologie
des plantes hotes et la coincidence avec le cycle de vie des champignons, ainsi que la
modification de leurs mécanismes de défense, devront étre connus. Les interactions
entre les champignons mycotoxigenes et d’autres composantes des microbiotes dans
les niches écologiques de la phyllosphere et de la rhizosphere sont aussi susceptibles
d’étre affectées par les changements climatiques.

Au cours du stockage

Les conditions d’apparition des moisissures mycotoxigenes des céréales stockées
et la gestion préventive des contaminations ou la remédiation sont traitées au
chapitre 16. Brievement, il a été démontré qu’une non-maitrise de la température
et de ’humidité des grains sous l'effet d’'une pluviométrie importante en hiver et
au printemps peut entrainer des pertes significatives dues aux insectes et aux myco-
toxines. La ventilation avec de I'air prélevé a 'extérieur et plus froid que le grain,
généralement la nuit, pratiquée par paliers, est le moyen le plus utilisé pour obtenir
les meilleures conditions de stockage. Or, avec les changements climatiques, il est
constaté que le nombre d’heures ot la température extérieure est suffisamment basse
pour atteindre chaque palier tend a diminuer (Tanguy et Cabeza-Orcel, 2023). Cela
rend plus difficile la maitrise de la température et de '’humidité des gros volumes
de grains. De plus, avec 'augmentation de la fréquence d’évenements climatiques
extrémes et la volonté de réduire les dépenses énergétiques pour des raisons envi-
ronnementales et économiques, le maintien des conditions physicochimiques en
dessous des seuils permettant I’activité biologique des champignons toxinogénes
pourrait devenir plus difficile a obtenir et les opérateurs auront tendance a réduire
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la marge de sécurité dans la conduite des installations pour économiser I'énergie.
En revanche, les changements climatiques, avec des débuts d’étés secs dans de
nombreuses régions conduisant a des taux d’humidité des grains trés faibles a la
récolte, pourraient faciliter un stockage optimal.

» Conséquences probables des évolutions des pratiques
de production céréalieres sur le risque « mycotoxine »

Au champ

Il existe des leviers techniques actionnables dans la lutte contre la contamination
par les mycotoxines qui permettent de réduire le potentiel d’inoculum, de favoriser
I’évitement, de valoriser les systemes de défense des plantes et la résistance géné-
tique, bien qu’il soit difficile de maitriser I'interaction entre la variabilité du climat,
la phénologie de la culture et le cycle du champignon (voir chapitre 15). Les produits
phytosanitaires fongicides sont encore largement utilisés pour la lutte contre les
fusarioses et les mycotoxines, sans que cela se traduise par une diminution claire du
risque de contamination. Globalement, les systemes de culture n’ayant pas recours
aux fongicides font état d’'une contamination équivalente ou moins importante que
les systemes utilisant de tels produits. Malgré 1’absence d’utilisation de fongicides,
un systeme biologique semble généralement capable de maintenir la contamination
par les mycotoxines a de faibles niveaux (Brodal et al., 2016). Cela pourrait étre
db aux effets bénéfiques de certaines pratiques mises en ceuvre dans les dévelop-
pements de 'agroécologie et recommandées par les pouvoirs publics. La politique
agricole commune 2023-2027 incite les agriculteurs a utiliser des systémes de rota-
tion des cultures, qui sont un des leviers majeurs de controle des fusarioses. De plus,
dans le cadre de la transition agroécologique, des pratiques telles que I’allongement
des rotations, les cultures associées, le choix de la date ou la densité de semis offrent
un potentiel intéressant pour limiter les risques de contamination par la fusariose et
les teneurs en mycotoxines associées. A contrario, d’autres pratiques agricoles pour-
raient favoriser la contamination des épis par les champignons toxinogenes, du fait
de la création de réservoirs d’inoculum. C’est le cas de I’agriculture de conservation
des sols qui bannit le labour profond permettant d’enfouir les résidus de récolte
en interculture et de limiter la disponibilité de I'inoculum, s’accompagnant de la
persistance de graminées adventices qui sont de potentiels réservoirs d’especes toxi-
nogenes de Fusarium et/ou de Claviceps productrices d’alcaloides d’ergot. Il reste
nécessaire d’acquérir des données de terrain fiables pour réaliser une analyse béné-
fice/risque de I'ensemble du systéme mettant en ceuvre ces pratiques agricoles qui
accompagnent les transitions, en incluant la problématique mycotoxines.

La génétique végétale et le biocontrdle sont les deux leviers les plus prometteurs pour
une stratégie de lutte intégrée contre les champignons mycotoxigénes comme pour
d’autres phytopathogenes. La sélection variétale a été réalisée sur des criteres de résis-
tance a la fusariose et n’a que treés peu considéré la résistance a la syntheése de myco-
toxines. Les développements récents de la métabolomique et des connaissances sur les
systemes de régulation de la toxinogénese ouvrent des perspectives intéressantes pour
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identifier des marqueurs chimiques de résistance aux mycotoxines, utilisables en sélec-
tion variétale. Le développement des cultures d’especes négligées est aussi un levier
génétique actionnable. Nous pouvons citer le développement des cultures de sorgho
comme alternatives au mais. Cependant, les conséquences sur le risque mycotoxines
global restent a évaluer car, comme pour le mais, les genres fongiques Aspergillus et
Fusarium sont capables de contaminer le sorgho de manicre significative. Le recours a
des variétés populations paysannes (constituées d’un ensemble d’individus aux géno-
types variés, a base génétique large, exprimant des phénotypes proches sélectionnés
au champ par des agriculteurs et multipliés en pollinisation libre) et aux cultures
en mélange, qui recréent de la diversité cultivée, est aussi mis en avant comme une
pratique alternative. Les conséquences a long terme sur les taux de contamination des
céréales en mycotoxines méritent d’étre étudiées.

Dans le contexte de la stratégie nationale de déploiement du biocontrdle, 'utilisation
d’agents biologiques ou de substances d’origine naturelle est amenée a s’intensifier
dans le futur, alors que les solutions commerciales actuellement disponibles contre
la fusariose des épis sont peu nombreuses et d’'une efficacité limitée. Cependant,
diverses formulations sont en cours de développement. Comme pour la sélection
variétale, 'agent pathogene est ciblé en priorité et peu de recherches sont entre-
prises sur des produits de biocontrdle inhibant la synthése de mycotoxines, alors
que les travaux de recherche en cours suggerent que les mécanismes d’action et les
doses pour le contrdle effectif de la toxinogénese different de ceux du biocontrdle
du champignon toxinogene. Que ce soit pour les substances d’origine naturelle ou
les organismes vivants révélant des potentiels intéressants en conditions controlées,
les efforts de développement devront porter sur les formulations permettant leur
persistance et leur libération spatio-temporelle adaptée, dans un contexte d’inter-
actions biotiques et abiotiques multiples sur les plantes (voir aussi chapitre 18).

Au cours du stockage

Les systemes de stockage en vrac en grands volumes regroupent les productions de
plusieurs agriculteurs et impliquent des opérateurs intermédiaires pour le séchage,
le transport et le convoyage pour remplir les silos. Bien qu’une analyse HACCP soit
généralement pratiquée pour identifier les points critiques de controle, le grain peut
devenir sensible a la détérioration d’origine fongique si les conditions environnemen-
tales ne sont pas rigoureusement controlées (Magan et al., 2014). Une sensibilisation
de tous les acteurs est nécessaire. De plus en plus, le stockage a la ferme pendant de
courtes périodes est pratiqué par les céréaliers cultivant plus de 20 hectares (Tanguy
et Cabeza-Orcel, 2023). Le niveau d’équipement en systemes de ventilation pour
refroidir et sécher les grains augmente. En revanche, une enquéte, menée en 2023
aupres de quelques agriculteurs travaillant des surfaces plus faibles et pratiquant le
stockage, a montré leur sensibilisation a la question des insectes, mais aussi leur peu de
prise de conscience de la problématique mycotoxines, leur manque de connaissances
et de sensibilisation a cette problématique et aux mesures de prévention (Robin et
Malpel, comm. pers.). La diffusion d’'une information ciblée et adaptée est nécessaire
pour réduire le risque mycotoxines lié au stockage a la ferme.
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Le séchage des lots récoltés au-dessous de la norme commerciale de 14,5 % de
teneur en eau est indispensable et le stock doit étre refroidi en dessous de 14,5 °C
par ventilation a I'air ambiant ou l'air refroidi, avant d’atteindre sa valeur seuil.
Cependant, la teneur en eau minimum des grains pour la croissance de Penicillium
verrucosum ou d’Aspergillus ochraceus, producteurs d’OTA, et d’A. flavus, produc-
teur d’AFB1, est d’environ 17 %, et 1 % supplémentaire peut suffire pour la produc-
tion des mycotoxines (Magan et al., 2014). Une marge de 2 % permet de prendre
en compte I’hétérogénéité de teneur en eau des grains. Pour réduire les cotts, il
peut étre économiquement valable de piloter les installations de stockage dans la
zone d’incertitude (14,5-16,5 %), grace a une surveillance continue de I’évolution
de I’état sanitaire et physicochimique de la masse des grains. Du fait des restrictions
d’usage des insecticides chimiques, le stockage sous atmosphere confinée, controlée
ou modifiée est en plein essor. Il peut étre décliné en sacs étanches ou dans des
installations en dur. Il est réputé induire une augmentation de la concentration en
CO, par respiration du grain et conduire a des conditions défavorables aux moisis-
sures d’altération et a 'accumulation de mycotoxines apres-récolte. Cependant, les
concentrations en CO, efficaces contre la plupart des champignons mycotoxigenes
s’averent tres élevées (> 50 % CO,) (Magan et al., 2010). C’est pourquoi l'inertage
avec injection de CO, ou d’azote (N,) peut étre une technique efficace et aisée a
mettre en ceuvre sur de faibles volumes, bien que plus onéreuse.

En somme, les évolutions des pratiques d’organisation de la chaine de valeur des
céréales ne devraient pas étre source de nouveaux risques de contamination au
stockage, si 'accompagnement des agriculteurs stockeurs est organisé. Une surveil-
lance optimisée des gros stocks et un pilotage raisonné des installations devraient
permettre aux opérateurs de s’approcher des valeurs critiques sans les dépasser et
de répondre ainsi aux besoins de baisse des consommations énergétiques.

Mycotoxines et économie circulaire

La filiere céréaliere, comme les autres productions agricoles, est engagée dans le
développement d’'une économie circulaire impliquant de nouvelles utilisations des
coproduits et une valorisation de ce qui pouvait étre considéré autrefois comme
déchets. La problématique mycotoxine doit étre prise en compte dans ces nouveaux
usages. Nous l'illustrons ici avec deux exemples.

Les dreches de brasserie, qui sont riches en protéines, reviennent maintenant non
seulement dans I’alimentation animale, mais aussi dans ’alimentation humaine sous
différentes formes. Or, comme pour les sons, ces coproduits peuvent concentrer les
mycotoxines présentes dans les grains initiaux ou se développant pendant le maltage,
surtout AF, ZEN et OTA (Inoue et al., 2013), ainsi que les enniatines.

La production de biogaz par digestion anaérobie est une alternative intéressante
pour l'utilisation du mais surcontaminé en mycotoxines, notamment en aflatoxines.
Le digestat obtenu apreés son passage dans le réacteur a biogaz serait toujours
caractérisé par des teneurs en AFBI inférieures a la limite réglementaire pour ’ali-
mentation animale, en raison de la réduction de la teneur en mycotoxines qui peut
atteindre 69 % (Giorni et al., 2018).
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» Changements d’habitudes alimentaires
et de consommation, et risque « mycotoxine »

Laugmentation de la consommation de certains aliments est susceptible de favoriser
I'exposition des populations aux mycotoxines. Une étude de cas recensant les pratiques
alimentaires émergentes en France a montré un accroissement des consommations de
graines et graines germées, fruits a coque, laits végétaux, confitures maison, farines
sans gluten (Eygue et al., 2020). Ces aliments sont privilégiés par certains consom-
mateurs réceptifs aux arguments nutritionnels réels ou supposés. Mais ce sont aussi
des aliments particulierement sensibles a la contamination par diverses mycotoxines.
Selon une étude récente analysant des données du Systéme rapide d’alerte pour les
aliments et I'alimentation animale (RASFF) de 1979 a 2020, le plus grand nombre
de notifications est associé aux fruits a coque, aux produits a base de fruits a coque
et aux graines, ainsi qu’aux fruits et Iégumes, avec en particulier des aflatoxines dans
des pistaches et autres fruits a coque et de 'OTA dans des raisins secs d’importation
(Pigtowski et Niewczas-Dobrowolska, 2023). Or, la tendance est a ’'augmentation de
la consommation de ces denrées. Ainsi, dans ’étude d’Eygue et al. (2020), la consom-
mation régulicre de fruits a coque a le score de risque pour la santé le plus élevé, en
raison de 'occurrence de la contamination par les aflatoxines.

Les Etudes de Ialimentation totale (EAT) sont des études nationales de surveillance
de la contamination des aliments et de I’exposition de la population a des substances
d’intérét en santé publique. EAT2 (Anses, 2011) montre que les produits a base de
céréales sont souvent contaminés par DON, ZEN, OTA, méme si aucun dépasse-
ment des limites maximales réglementaires n’est constaté. Une augmentation des
teneurs de DON et de ses dérivés a cependant été notée entre EAT1 (2000-2004) et
EAT?2 (2006). Pains, produits de panification, patisseries et giteaux contribuent aux
trois quarts de I’exposition moyenne en DON des adultes.

La contamination par les toxines T2/HT2 non encore reglementées est également
a surveiller. Avec une plus grande consommation de graines et de laits végétaux
issus de céréales, les quantités journalicres de ces mycotoxines ingérées pourraient
augmenter. Par ailleurs, des messages de nutritionnistes mettent en avant I'intérét
des produits issus de farines completes. Or des études sur le fractionnement des
céréales par broyage a sec ont montré que des concentrations plus élevées de myco-
toxines sont généralement présentes dans les sous-produits contenant du son, tandis
que des concentrations plus faibles sont observées dans les produits dérivés de I’en-
dosperme, c’est-a-dire la farine blanche et la semoule. Cependant, 'ampleur de la
réduction des mycotoxines par le fractionnement des grains varie généralement en
fonction de la mycotoxine et de sa concentration, du type et du cultivar de blé, de
I’année de récolte et du processus de mouture (Schaarschmidt et al., 2018).

De plus en plus de consommateurs se tournent vers des produits sans gluten qui sont
obtenus a partir de céréales (avoine, millet, riz) dont la susceptibilité a la contami-
nation par des mycotoxines est au moins aussi importante que celle du blé tendre
(Giannioti et al., 2023), quand ce ne sont pas des produits tirés du mais qui est non
seulement fortement susceptible d’étre contaminé par les TCTB, mais aussi par
des FUM et des AF. Des pseudo-céréales telles que sarrasin, amarante, quinoa ou
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sorgho sont également utilisées ; le risque de contamination en mycotoxines de ces
denrées reste insuffisamment documenté. Enfin, la consommation des farines de
soja et autres légumineuses est aussi en expansion, alors que ces matrices peuvent
aussi étre contaminées par les AF, OTA, FUM, T2/HT2 (Acuna-Gutiérrez et al.,
2022). Tous ces grains entrent, par ailleurs, dans la composition de différents laits
végétaux.

Finalement, I'utilisation croissante de farines sans gluten en remplacement de la
farine de blé ne diminuera probablement pas le niveau d’exposition des consom-
mateurs aux mycotoxines ; cette tendance pourrait méme conduire a des modifi-
cations de composition des mélanges aux mycotoxines auxquels ils sont exposés.
Globalement et paradoxalement, pour les meilleurs modeles alimentaires pronés
par les experts en nutrition et les pouvoirs publics, les risques potentiels pour la
santé dus aux contaminations en mycotoxines pourraient étre amplifiés.

Dans le cadre des reglementations relatives a la sécurité sanitaire des aliments, les
exploitants du secteur alimentaire et du secteur de I’alimentation animale ont I’obli-
gation de veiller, a toutes les étapes de la production, de la commercialisation, de la
transformation et de la distribution, a ce que les denrées alimentaires ou les aliments
pour animaux répondent aux prescriptions de la législation alimentaire. Pour cela,
ils doivent vérifier le respect de ces prescriptions a tous les stades de la filicre.

Cette notion de culture de la sécurité sanitaire a été introduite par le réglement
UE 2021/382. Dans le cadre d’une filiere fractionnée, chaque maillon de la chaine
est enclin a controler la qualité de ses approvisionnements et des plans de surveil-
lance avec analyses de mycotoxines sont généralement mis en place. Dans le cadre
des circuits courts, ces plans sont majoritairement inexistants, du fait des cotts
d’analyse et d’'une méconnaissance de la problématique des mycotoxines par les
producteurs. Dans les faits, le circuit court se développe surtout a I’échelle locale,
voire régionale, et entend se différencier de la grande distribution par la qualité des
produits vendus. Il est présenté comme un choix gagnant-gagnant qui permet aux
consommateurs de bénéficier des produits de saison tout en soutenant les produc-
teurs de leurs territoires!®. Or Poccurrence de produits présentant des taux significa-
tifs de contamination en mycotoxines pourrait potentiellement étre plus élevée dans
les circuits courts que dans les filicres traditionnelles, dans lesquelles les mati¢res
premicres agricoles et aliments identifiés comme contaminés sont en principe non
commercialisés. Cependant, ’augmentation supposée de ce risque pour les consom-
mateurs n’est pas documentée a ce jour. Dans les exploitations agricoles pratiquant
le stockage et la transformation de leur production a la ferme, il existe une diversité
de pratiques qui se distinguent de celles d’exploitations intégrées dans des filicres
structurées. Lacquisition de données objectives et leur utilisation pour créer des
outils de sensibilisation des agriculteurs en circuit court sont nécessaires.

15. https://agriculture.gouv.fr/circuit-court (consulté le 01/12/2023).
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» Conclusion

Les changements climatiques et les pratiques agricoles mises en oeuvre pour
répondre a la nécessité d’une production bas intrants et bas carbone affecteront
le risque mycotoxique alimentaire. Les changements attendus concernent la distri-
bution des mycotoxines et des émergences, avec des variations locales difficiles a
prédire. Les leviers techniques connus de modulation des contaminations devront
étre affinés et adaptés simultanément a Iacquisition de nouvelles connaissances
basées sur des approches holistiques. Lintégration de la problématique mycotoxines
par tous les acteurs de la chaine alimentaire devra étre renforcée pour éviter que
des pratiques, a priori environnementalement et nutritionnellement vertueuses,
affectent négativement la sécurité sanitaire des aliments.

» Reférences

Acufna-Gutiérrez C., Jiménez V.M., Miller J., 2022. Occurrence of mycotoxins in
pulses. Comprehensive Review in Food Science and Food Safety, 21, 4002, https://doi.
org/10.1111/1541-4337.13008.

Anses, 2011. Etude de I’alimentation totale francaise 2 (EAT 2) https://www.anses.fr/fr/system/files/
PASER2006sa0361Ral.pdf.

Battilani P, Toscano P.,, Van der Fels-Klerx H.J. et al., 2016. Aflatoxin B1 contamination in maize
in Europe increases due to climate change. Scientific Reports, 6, 1, https://doi.org/10.1038/
srep24328.

Brodal G., Hofgaard L.S., Eriksen G.S. et al., 2016. Mycotoxins in organically versus conventionally
produced cereal grains and some other crops in temperate regions. World Mycotoxin Journal, 9,
755, https://doi.org/10.3920/WMJ2016.2040.

Eygue M., Richard-Forget F, Cappelier J.M. et al., 2020. Development of a risk-ranking framework
to evaluate simultaneously biological and chemical hazards related to food safety: Application
to emerging dietary practices in France. Food Control, 115, 107279, https://doi.org/10.1016/j.
foodcont.2020.107279.

Giannioti Z., Albero B., Hernando M.D. et al., 2023. Determination of regulated and emerging
mycotoxins in organic and conventional gluten-free flours by LC-MS/MS. Toxins, 15, 155,
https://doi.org/10.3390/toxins15020155.

Giorni PA., Pietrib A., Bertuzzi T. et al., 2018. Fate of mycotoxins and related fungi in the anae-
robic digestion process. Bioresource Technology, 265, 554-557, https://doi.org/10.1016/j.
biortech.2018.05.077.

Infantino A., Belocchi A., Quaranta F et al., 2023. Effects of climate change on the distribution of
Fusarium spp. in Italy. Science of the Total Environment, 882, 163640, https://doi.org/10.1016/j.
scitotenv.2023.163640.

Inoue T, Nagatomi Y., Uyama A. et al., 2013. Fate of mycotoxins during beer brewing and fermenta-
tion. Bioscience, Biotechnology and Biochemistry, 77, 1410, https://doi.org/10.1271/bbb.130027.

Leggieri M.C., Toscano P, Battilani P, 2021. Predicted Aflatoxin B1 increase in Europe due to
climate change: actions and reactions at global level. Toxins, 13, 292, https://doi.org/10.3390/
toxins13040292.

Magan N., Aldred D., Mylona K. et al., 2010. Limiting mycotoxins in stored wheat. Food Additives
and Contaminants, 27, 644, https://doi.org/10.1080/19440040903514523.

Magan N., Aldred D., Baxter E.S., 2014. Good postharvest storage practices for wheat grain, in
Leslie J.F, Logrieco A.F. (éd.), Mycotoxin Reduction in Grain Chains, Oxford, Royaume-Uni,
Blackwell, 309-326.

266


https://doi.org/10.1111/1541-4337.13008
https://doi.org/10.1111/1541-4337.13008
https://www.anses.fr/fr/system/files/PASER2006sa0361Ra1.pdf
https://www.anses.fr/fr/system/files/PASER2006sa0361Ra1.pdf
https://doi.org/10.1038/srep24328
https://doi.org/10.1038/srep24328
https://doi.org/10.3920/WMJ2016.2040
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2020.107279
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2020.107279
https://doi.org/10.3390/toxins15020155
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2018.05.077
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2018.05.077
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2023.163640
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2023.163640
https://doi.org/10.1271/bbb.130027
https://doi.org/10.3390/toxins13040292
https://doi.org/10.3390/toxins13040292
https://doi.org/10.1080/19440040903514523

Lexposition aux mycotoxines dans un contexte de changements climatiques et de pratiques

Orlando B., Grignon G., Vitry C. et al., 2019. Fusarium species and enniatin mycotoxins in
wheat, durum wheat, triticale and barley harvested in France. Mycotoxin Research, 35, 369,
https://doi.org/10.1007/s12550-019-00363-x.

Pigtowski M., Niewczas-Dobrowolska M., 2023. Hazards in products of plant origin reported in the
Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF) from 1998 to 2020. Sustainability, 15, 8091,
https://doi.org/10.3390/su15108091.

Schaarschmidt S., Fauhl-Hassek C., 2018. The fate of mycotoxins during the processing of wheat
for human consumption. Comprehensive Review in Food Science and Food Safety, 17, 556,
https://doi.org/10.1111/1541-4337.12338.

Tanguy A., Cabeza-Orcel P, 2023. Stockage a la ferme : les clés pour bien conserver les grains.
Perspectives agricoles, 512, 50, https://www.perspectives-agricoles.com/archives/512-07-2023.
Van der Fels-Klerx H.J., Liu C., Battilani P, 2016. Modelling climate change impacts on mycotoxin

contamination. World Mycotoxin Journal, 95, 717, https://doi.org/10.3920/WMJ2016.2066.

Van der Lee T., Zhang H., Van Diepeningen A. et al., 2015. Biogeography of Fusarium graminea-
rum species complex and chemotypes: a review. Food Additives and Contaminants Part A, 32,
453, https://doi.org/10.1080/19440049.2014.984244.

Vary Z., Mullins E., McElwain J.C. et al., 2015. The severity of wheat diseases increases when
plants and pathogens are acclimatised to elevated carbon dioxide. Global Change Biology, 21,
2661-2669, https://doi.org/10.1111/gcb.12899.

Vaughan M.M., Huffaker A., Schmelz E.A. et al., 2014. Effects of elevated [CO,| on maize defence
against mycotoxigenic Fusarium verticillioides. Plant Cell and Environment, 37, 2691, https://doi.
org/10.1111/pce.12337.

267


https://doi.org/10.1007/s12550-019-00363-x
https://doi.org/10.3390/su15108091
https://doi.org/10.1111/1541-4337.12338
https://www.perspectives-agricoles.com/archives/512-07-2023
https://doi.org/10.3920/WMJ2016.2066
https://doi.org/10.1080/19440049.2014.984244
https://doi.org/10.1111/gcb.12899
https://doi.org/10.1111/pce.12337
https://doi.org/10.1111/pce.12337

Liste des auteurs

El Hassan Ajandouz, Aix-Marseille Université, CNRS, Centrale Marseille, iSm2,
13013 Marseille, hassan.ajandouz@univ-amu.fr

Imourane Alassane-Kpembi, Centre de recherche en reproduction et fertilité,
Faculté de médecine vétérinaire, Université de Montréal, Saint-Hyacinthe, Québec,
Canada, imourana.alassane-kpembi@umontreal.ca

Nathalie Arnich, Anses, Direction de I’évaluation des risques, 14 rue Pierre-et-
Marie-Curie, 94701 Maisons-Alfort, nathalie.arnich@anses.fr

Vessela Atanasova, UR1264 MycSA, INRAE, 71 avenue Edouard-Bourlaux,
33883 Villenave-d’Ornon, vessela.atanasova@inrae.fr

Jean-Denis Bailly, LCA, ENVT, Université de Toulouse, INRAE, INPT, 23 chemin
des Capelles, 31076 Toulouse, jean-denis.bailly@envt.fr

Sylviane Bailly, Mycoscopia, 3 rue Jean-Monnet, 31470 Fonsorbes, mycoscopia@
gmail.com

Stéphane Bernillon, UR1264 MycSA, INRAE, 71 avenue Edouard-Bourlaux,
33883 Villenave-d’Ornon, stephane.bernillon@inrae.fr

David Caron, UR ABTE, ToxEMAC, Bioaérosols, biodiversité fongique, santé
(BBS), Université de Caen Normandie, 14000 Caen, david.caron@unicaen.fr

Monika Coton, Lubem, Université de Brest, INRAE, 29280 Plouzané, monika.
coton@univ-brest.fr

Léna Dole, Qualisud, Université de Montpellier, Cirad, Montpellier SupAgro, Université
d’Avignon, Université de La Réunion, Montpellier, lena.dole@umontpellier.fr

Francis Fleurat-Lessard, consultant, 376 route des anciens moulins, 24800 Saint-
Pierre-de-Cole, francis.fl@orange.fr

Angélique Fontana, Qualisud, Université de Montpellier, Cirad, Montpellier
SupAgro, Université d’Avignon, Université de La Réunion, Montpellier, angelique.
fontana@umontpellier.fr

Florence Forget, UR1264 MycSA, INRAE, 33883 Villenave-d’Ornon, France,
florence.forget@inrae.fr

David Garon, UR ABTE, ToxEMAC, Bioaérosols, biodiversité fongique, santé
(BBS), Université de Caen Normandie, 14032 Caen, david.garon@unicaen.fr

Thierry Gauthier, UMR1331 Toxalim, Université de Toulouse, INRAE, ENVT,
INP-Purpan, UPS, 31027 Toulouse, thierry.gauthier@inrae.fr

268


mailto:hassan.ajandouz@univ-amu.fr
mailto:imourana.alassane-kpembi@umontreal.ca
mailto:nathalie.arnich@anses.fr
mailto:vessela.atanasova@inrae.fr
mailto:jean-denis.bailly@envt.fr
mailto:mycoscopia@gmail.com
mailto:mycoscopia@gmail.com
mailto:stephane.bernillon@inrae.fr
mailto:david.caron@unicaen.fr
mailto:monika.coton@univ-brest.fr
mailto:monika.coton@univ-brest.fr
mailto:lena.dole@umontpellier.fr
mailto:francis.fl@orange.fr
mailto:angelique.fontana@umontpellier.fr
mailto:angelique.fontana@umontpellier.fr
mailto:florence.forget@inrae.fr
mailto:david.garon@unicaen.fr
mailto:thierry.gauthier@inrae.fr

Liste des auteurs

Philippe Guerre, UMR IHAP, ENVT, INRAE, Université de Toulouse, Toulouse,
philippe.guerre@envt.fr

Nolwenn Hymery, UR 3882 LUBEM, Université de Brest, INRAE, 29280 Plouzané,
nolwenn.hymery@univ-brest.fr

Gwenaelle Jard, Food Science and Nutrition Department, INP EI Purpan, Université
de Toulouse, 31076 Toulouse, gwenaelle.jard@purpan.fr

Claudia Lépez Rodriguez, Applied Mycology Group, Environment and AgriFood
Theme, Cranfield University, Cranfield, Angleterre, Claudia.Lopez@cranfield.ac.uk

Sophie Lorber, UMRI1331 Toxalim, Universit¢é de Toulouse, INRAE, ENVT,
INP-Purpan, UPS, 31027 Toulouse, sophie.lorber@inrae.fr

Marc Maresca, Aix-Marseille Université, CNRS, Centrale Marseille, iSm2,
13013 Marseille, m.maresca@univ-amu.fr

Florence Mathieu, Laboratoire de Génie chimique, Ensat, Université de Toulouse,
CNRS, INPT, UPS, 31326 Toulouse, florence.mathieu@ensat.fr

Atika Meklat, LBSM, Laboratoire de Biologie des systémes microbiens, Ecole
normale supérieure de Kouba, Algiers, Algérie, atika.meklat@g.ens-kouba.dz

Benoit Méléard, Arvalis, Institut du Végétal, station expérimentale, 91720 Boigneville,
b.meleard@arvalis.fr

Béatrice Orlando, Institut du végétal, Arvalis, 91720 Boigneville, b.orlando@arvalis.fr

Isabelle Oswald, UMR1331 Toxalim, Université de Toulouse, INRAE, ENVT,
INP-Purpan, UPS, 31027 Toulouse, isabelle.oswald@inrae.fr

Philippe Pinton, UMR1331 Toxalim, Université de Toulouse, INRAE, ENVT,
INP-Purpan, UPS, 31027 Toulouse, philippe.pinton@inrae.fr

Olivier Puel, UMRI1331 Toxalim, Université de Toulouse, INRAE, ENVT,
INP-Purpan, UPS, 31027 Toulouse, olivier.puel@inrae.fr

Graziella Rigal, FranceAgriMer, Laboratoire de La Rochelle, 34 rue Chef de Baie,
17006 La Rochelle, graziella.rigal@franceagrimer.fr

Marie-Hélene Robin, UMR Agir, INRAE Agro-physio agroécologie, 31076
Toulouse, mh.robin@purpan.fr

Jean-Michel Savoie, UR1264 MycSA, INRAE, 33883 Villenave-d’Ornon, jean-
michel.savoie@inrae.fr

Sabine Schorr-Galindo, Qualisud, Université de Montpellier, Cirad, Montpellier
SupAgro, Université d’Avignon, Université de La Réunion, Montpellier, sabine.
galindo@umontpellier.fr

Virginie Séguin, UR ABTE, ToxEMAC, Bioaérosols, biodiversité fongique, santé
(BBS), Université de Caen Normandie, 14032 Caen, virginie.seguin@unicaen.fr

Selma Snini, Laboratoire de génie chimique, Ensat, Université de Toulouse, CNRS,
INPT, UPS, 31326 Toulouse, selma.snini@ensat.fr

Laura Soler-Vasco, UMR1331 Toxalim, Université de Toulouse, INRAE, ENVT,
INP-Purpan, UPS, 31027 Toulouse, laura.soler-vasco@inrae.fr

269


mailto:philippe.guerre@envt.fr
mailto:nolwenn.hymery@univ-brest.fr
mailto:gwenaelle.jard@purpan.fr
mailto:Claudia.Lopez@cranfield.ac.uk
mailto:sophie.lorber@inrae.fr
mailto:m.maresca@univ-amu.fr
mailto:florence.mathieu@ensat.fr
mailto:atika.meklat@g.ens-kouba.dz
mailto:b.meleard@arvalis.fr
mailto:b.orlando@arvalis.fr
mailto:isabelle.oswald@inrae.fr
mailto:philippe.pinton@inrae.fr
mailto:olivier.puel@inrae.fr
mailto:graziella.rigal@franceagrimer.fr
mailto:mh.robin@purpan.fr
mailto:jean-michel.savoie@inrae.fr
mailto:jean-michel.savoie@inrae.fr
mailto:sabine.galindo@umontpellier.fr
mailto:sabine.galindo@umontpellier.fr
mailto:virginie.seguin@unicaen.fr
mailto:selma.snini@ensat.fr
mailto:laura.soler-vasco@inrae.fr

Les mycotoxines

Caroline Strub, Qualisud, Université de Montpellier, Cirad, Montpellier SupAgro,
Université d’Avignon, Université de La Réunion, Montpellier, caroline.strub@
umontpellier.fr

Carole Verheecke-Vaessen, Applied Mycology Group, Environment and AgriFood
Theme, Cranfield University, Cranfield, Angleterre, C.Verheecke@cranfield.ac.uk

Chrystian Zetina-Serrano, UMR1331 Toxalim, Université de Toulouse, INRAE,
ENVT, INP-Purpan, UPS, 31027 Toulouse, Chrystian-Del-Carmen.Zetina-
Serrano@inrae.fr

270


mailto:caroline.strub@umontpellier.fr
mailto:caroline.strub@umontpellier.fr
mailto:C.Verheecke@cranfield.ac.uk
mailto:Chrystian-Del-Carmen.Zetina-Serrano@inrae.fr
mailto:Chrystian-Del-Carmen.Zetina-Serrano@inrae.fr




En couverture : Epis de mais colonisés par Fusarium graminearum © MYCSA/INRAE.

Edition
Mickaél Legrand

Mise en page
I= EliLoCom

Dépot légal en novembre 2024


www.elilocom.fr
www.elilocom.fr




Les mycotoxines sont des métabolites qui peuvent s'avérer toxiques pour lhumain
et lanimal. Produites et excrétées par des champignons microscopiques, elles
contaminent les cultures au champ ou lors du stockage.

Les mycotoxines peuvent engendrer des problémes de santé publique, mais aussi
animale et environnementale, ainsi que des pertes économiques importantes
pour les filieres. Face au danger qu’elles représentent, les agences publiques ont
entrepris d'évaluer le risque lié a leur présence dans les chaines alimentaires
humaine et animale, et les pouvoirs publics ont instauré des réglementations et
recommandations régissant leurs teneurs dans les denrées.

De plus, certains facteurs modifient les profils de contamination des aliments.
C’est le cas du déreglement climatique, avec en particulier lémergence d’espéces
fongiques productrices de mycotoxines qui, jusqu’alors, contaminaient des
denrées d'origine tropicale. Les changements de pratiques, du champ au stockage,
notamment avec le développement de 'agroécologie, peuvent également favoriser
le développement de certaines mycotoxines. Par ailleurs, de nouvelles habitudes
alimentaires, dont la réduction des protéines animales au bénéfice de protéines
végétales, impactent aussi le profil d’exposition des consommateurs. Toutes ces
évolutions constituent des défis majeurs pour la communauté scientifique, les
filieres et les pouvoirs publics.

Cet ouvrage destiné aux étudiants, aux chercheurs et enseignants, aux acteurs des
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les connaissances sur cette classe de contaminants naturels des aliments, et
s'attache a définir les enjeux de leur présence dans un monde en perpétuel
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