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Introduction

Les filieres d’élevage ont été perturbées a plusiezprises par des crises sanitaires de
nature différente, I'encéphalopathie spongiformeit® (ESB) en 1996 et 2000, la grippe
aviaire fin 2005, ou trés récemment, la contamamatles viandes de porcs a la dioxine......
Ces évenements ont eu pour conséquence de saesiliss consommateurs aux questions de
sécurité alimentaire et de pousser les acteurs @dbdine alimentaire a plus de vigilance en

matiére de qualité sanitaire des aliments.

Les premieres mycotoxines ont été découvertes tesannées 1960 lors d'une
intoxication massive en Grande-Bretagne ayant dbada mort de plus de 100 000 dindons
qui avaient consommé du tourteau d'arachide contapar des aflatoxines. Ce fait a été a
'origine de la mise en évidence de la relation sissiure-toxine-pathologie permettant
d’expliquer par la suite de nombreux cas de toxdsoshez les animaux d’élevage. Depuis,
plus de 1000 métabolites de moisissures ont étdifiges (Cole et al., 2003), mais une partie
seulement des meétabolites (environ une trentaimsgdulant expérimentalement un effet
biologique sont retrouvés a des niveaux apprédabtemme contaminants naturels des
aliments. (Boudra et al., 2009). Les mycotoxine§sentant un risque sanitaire sont les
aflatoxines, les ochratoxines, la patuline, leshothécenes, les fumonisines (FB), et la
zéaralénone (ZEN) (AFSSA, 2009). Cependant, sanletques mycotoxines majeures font
'objet d’'une réglementation ou d’'une recommandatanu niveau européen concernant le
seuil maximal de contamination dans I'alimentatommale : les aflatoxines, I'ochratoxine A
(OTA), le deoxynivalénol (DON), la ZEN et les FB.

Les mycotoxines ont des structures chimiques eteffets toxiques trés variés. Elles
présentent une activité hépatotoxique, cancerigememunotoxique, néphrotoxique,
hématotoxique, neurotoxique et alterent le fonctenent des organes de reproductions
(CAST, 2003). Chez les animaux d’élevage, I'exposiaux mycotoxines peut se traduire par
une baisse des performances zootechniques etdiidié de la santé animale. A cela, il faut
ajouter un probleme de sécurité alimentaire suitpassage de certaines mycotoxines et/ou

de leurs métabolites dans les productions animatgamment le lait.

La contamination par les mycotoxines peut se faitx différentes étapes de
I'élaboration des aliments pour animaux. Elle débati champ et se poursuit durant la
conservation. Une grande diversité de denrées adgsicpeut étre contaminée par les

mycotoxines mais ce sont surtout les productioméati&res qui constituent les principaux
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vecteurs de la contamination chez I'animal. La FA®stimé que 25 a 40 % des récoltes de
céréales sont contaminées au niveau mondial. Uneéén récente réalisée par Binder et al.,
(2007) a montré que 50% des échantillons de cé&réatalysées produites en Europe
présentent une contamination supérieure a 12 paitatbxines, 3 ppb d’OTA, 156 ppb de
DON, 72 ppb de ZEN et 432 ppb de FB.

La mise en place des mesures préventives baseds mspect de bonnes pratiques
culturales et de stockage permet de réduire leloi@yement des moisissures et la production
des mycotoxines. Mais a cause des aléas naturksaic intervention de rongeurs et
d’'insectes), l'agriculteur ne peut maitriser toes Ffacteurs de contamination et garantir
'absence totale de mycotoxines dans les denréesobgs. Ces contaminants alimentaires
peuvent potentiellement étre présents a des teneuigbles selon la composition et la

provenance des ingrédients de la ration animadgfiant le recours a la détoxication.

Des méthodes basées sur des procédés physiquelsineues ont été testées
principalement pour la détoxication des céréalegism’est la détoxication par des agents
organiques (bactéries et levures) qui a été la @ludiée ces derniéres années. Ces agents
organiques sont capables de dégrader les mycowXmgents de biotransformation) en
métabolites moins toxiques ou inactifs, mais awagsiséquestrer les mycotoxings vitro
(agents adsorbants) (Niderkorn et al., 2006, Numlerket al., 2007, Yiannikouris et al.,
2004b).

Parmi les stratégies envisagées pour la détoaitatie l'alimentation animale,
I'utilisation d’agents adsorbants organiques présam intérét majeur pour maitriser la
contamination mycotoxique durant la conservatiolmater les effets toxiques en réduisant la
biodisponibilité des mycotoxines dans I'organisnes @nimaux d’élevage. De nombreuses
études ont été effectuées dans ces domaines. Gapeideste a vérifier par des essais
vivo sur I'animal la stabilité des complexes «agenbdutnt-toxine».

Les études menées pour évaluer l'efficacité desorbdnts organiques ont été
focalisées sur la mesure de la toxicité généraldestparameétres zootechniques d’animaux
ayant recus de l'aliment contaminé par les mycaotesiavec ou sans I'agent détoxifiant.
Cependant, ces parameétres ne sont pas spécifipaés, également pas sensibles aux doses
faibles d’exposition compatibles avec les niveaexc@ntaminations naturels des aliments

pour animaux. Les résultats de ces évaluationsone mas fiables et ne permettent pas de
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savoir si les agents organiques testés sont rémtliecapables de retenir les mycotoxines dans

le tractus gastro-intestinal (TGI) des animaux.

Pour évaluer I'efficacité d’'un adsorbant de fagpecifique, il est nécessaire de doser
et de suivre les mycotoxines dans les différentafrioes biologiques. La quasi-totalité des
essaisin vivo utilisant les paramétres spécifiques ont portélsuransfert de mycotoxines
dans le lait chez le ruminant laitier. Cependa@tutie n’est réalisable que pour certaines
mycotoxines ou leurs métabolites excrétés daratleUne autre approche envisageable pour
mesurer |'effet des adsorbants sur la biodispatgbde toutes les mycotoxines consiste a

comparer la balance d’excrétion (uriveféces) et les paramétres toxicocinétiques sanguins

Dans ce contexte, I'objectif de mon travail desthést d’évaluer I'efficacité d'un
adsorbant de mycotoxines a base de parois de EVoweni par notre partenaire industriel
(Alltech, S.A.) chez deux modéles animaux, le td& drebis laitiere.

Nous avons choisi de focaliser I'évaluation sumdenycotoxines, I'aflatoxine B1
(AFB1) et I'ochratoxine A (OTA), lesquelles présemt une différence d'affinité pour la
fixation a lI'adsorbant organique testé (Devegowtlale1998a). De plus, cette évaluation
étant menée avec un adsorbant commercialisé itlsétahaitable de le tester sur 'AFB1, la
seule mycotoxine réglementée en alimentation aeimal

Le choix du rat est justifié par la nécessité pgaper une preuve du concept a de
faibles doses compatibles avec les niveaux natuwtelscontamination de l'alimentation
animale par les mycotoxines. Dans ce modeéle expéteth nous avons réalisé un suivi de la
distribution de 'AFB1 et de 'OTA et de leurs mBtdites dans I'organisme et les différentes

voies d’excrétion par un marquage radioactif.
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Synthése bibliographiqgue

Dans cette synthése bibliographique, je me fosaissur les deux mycotoxines
choisies pour I'étude expérimentale, les aflatoxieeles ochratoxines.

Je ferai d’abord un bref rappel concernant lacttine, la toxicité et le devenir de ces
mycotoxines apres leur ingestion par les ruminants.

J'aborderai ensuite les conséquences sanitairésagtomiques engendrées par les
aflatoxines et les ochratoxines ainsi que les dspie sécurité alimentaire des productions
animales.

Je présenterai I'état des connaissances concdmamditrise des contaminations par
les aflatoxines et les ochratoxines en m'intéresgans en détail sur les adsorbants
organiques disponibles ou en développement pembeteatraiter I'alimentation du ruminant.
Les méthodes d’évaluation de l'efficacit vitro et in vivo des agents adsorbants seront

décrites avec leurs avantages et leurs inconvénient
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I. STRUCTURE, TOXICITE, DEVENIR DES AFLATOXINES ET DES
OCHRATOXINES DANS L'ORGANISME

A. Relation structure toxicité

1. Les aflatoxines

Les aflatoxines regroupent 18 composeés strucaumelht proches constitués par un
assemblage d’'une coumarine et de 3 furanes. Hies moduites par des moisissures du
genre Aspergillus spp (A. flavus , A. parasiticud)es plus courantes dans la chaine
alimentaire sont I'AFB1, son métabolite 'AFM1 aingue l'aflatoxine B2 (AFB2),
I'aflatoxine G1 (AFG1) et I'aflatoxine G2 (AFG2[igure 1).

L’AFB1 est le composé le plus abondant dans lesesits contaminés, mais aussi le
plus toxique suivi par 'AFG1, 'AFB2 et TAFG2 ageune toxicité décroissante (Cole and
Cox, 1981). Cet ordre de toxicité s’explique pastaucture de ces molécules. La présence
d’'une double liaison sur le cycle dihydrofurane Ih=B1 et de 'AFG1 expliquerait la
différence de toxicité avec leurs homologues AFBAEG2. La différence de toxicité entre
les aflatoxines du groupe B et G proviendrait dsubstitution du cycle cyclopentone par un

cycle lactone (Lee et al., 1981).

Le métabolisme est une étape essentielle de ligctiwxique des substances exogénes
en général et des aflatoxines en particulier (MoLaad Dutton, 1995). La biotransformation
des groupements fonctionnels de I'AFB1 entraine wéduction de la toxicité lors
d’hydroxylations (Aflatoxine Q1 (AFQ1)) ou de O-déthylations (Aflatoxine P1 (AFP1))
(Hsieh et al., 1974, Stoloff et al., 1972). Maistams métabolites de 'AFB1, notamment
'AFM1, conservent une toxicité importante (Prandinal., 2009). Le métabolisme peut aussi
conduire a leur bioactivation par la formation deudures intermédiaires hautement
réactives. C'est le cas de 'AFB1 qui peut subie uxxydation sur sa double liaison 8,9 en
formant I'AFB1- 8,9 epoxide. Ce composé, instadtléélectrophile, peut interagir avec des
composeés contenant des sites nucléophiles commexigss nucléiques et les protéines en
formant des adduitd={gure 2). Cette action peut entrainer l'inhibition de fartscription et
de la réplication des cellules, un stress oxydgditération du métabolisme lipidique ou une

action choléstatique (McLean and Dutton, 1995).
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2. Les ochratoxines

Les ochratoxines sont issues du métabolisme sagendes moisissures appartenant
aux genresAspergillus (A. orchaceus, A. carbonariu)Penicillium spp (P. viridicatum)
Elles forment un groupe de composeés contenant ilmydrdisocoumarine chlorée couplée par
une liaison amide a une molécule de L-phénylalatfie) Figure 3). Parmi les différentes
formes d'ochratoxines produites par les moisissue=ules I'OTA et trés rarement

l'ochratoxine B (OTB) sont rencontrés comme contamis naturels des aliments.

Chaque molécule d'ochratoxine differe par son pmertoxique. L'OTA et
I'ochratoxine C sont les plus toxiques (Marquardt &rohlich, 1992). L'absence de I'atome
de chlore dans I'OTB, seule différence structui@lec 'OTA, réduit considérablement sa
toxicité (Steyn, 1984). De la méme facon, I'hydsdyde 'OTA en ochratoxina (OTa)

entraine une perte de toxicité (Pitout, 1969).

A la différence des aflatoxines, la toxicité deT® est peu liée a son métabolisme et
provient essentiellement du groupement phe. Lesesdthction de 'OTA ont été étudiés et
détaillés dans différents ouvrages de synthéseniBayand Baker, 2006, Pfohl-Leszkowicz
and Manderville, 2007, Ringot et al., 2006). L'OTgeut interférer directement avec le
meétabolisme cellulaire impliquant la Phe par analagructurale. Elle entraine une perte
d’activité catalytique de la (Phe) ARNt synthétade, la (Phe) hydroxylase hépatique et
bloque les voies de synthése des protéines, des étRtie I'ADN. L'OTA est aussi un
puissant inhibiteur de I'activité de la phospho@yalivate carboxykinase impliquée dans la
néoglucogenese rénale. L'OTA peut réduire la rasipin mitochondrialen vitro et générer
des radicaux libres ce qui stimule la peroxydatipiique, cause des dommages a I'ADN,
perturbe I’homéostasie calcique et induit la mettutaire par apoptose.

B. Toxicocinétique (ADME) chez le ruminant

Apres l'ingestion d’aliments contaminés, les mgsartes sont absorbées par le tractus
gastro-intestinal (TGI), métabolisées, distribuéass I'organisme et excrétées selon des
meécanismes généraux, communs a tous les xénolastigigure 4).

L’AFB1 et 'OTA sont rapidement absorbées par difin passive et détectées dans le
sang moins de 30 min apreés leur ingestion (Blark\&folffram, 2009, Boudra and Morgavi,
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2006, Trucksess et al., 1983). Le pic d’absorptianie selon la toxine et selon I'espéce
animale entre 6h et 36h (Galtier et al., 2008, étalh et al., 1986). Les études cinétiques
indiquent que le passage des molécules s'effeatgeled premiers compartiments digestifs
(rumen) et se poursuit jusqu’au niveau intestihADTA est principalement absorbée par

l'intestin gréle de I'animal (Blank et al., 2003).

L’AFB1 et 'OTA peuvent subir des réactions de bamisformations de phase |
(oxydo-réduction) (ex: AFM1, 40H-OTA) et de phade(donjugaison) (ex: GSH-AFB1,
glucuronide-OTA) ce qui a comme conséquence desladre plus hydrophiles et de faciliter
leur élimination par les voies urinaire et bilia{kuhn et al., 1995, Kuilman et al., 1998, Xiao
et al.,, 1996). Ces réactions font intervenir diveystemes enzymatiques conduisant a la
formation d’'un grand nombre de métabolites de it&iariable Tableau 1).

Chez le ruminant, des réactions de biotransformatiat lieu dans certains tissus de
'organisme (métabolisme tissulaire) mais aussisd@ntractus digestif avant et aprés leur
absorption (métabolisme du microbiote). L'OTA eshpipalement hydrolysée en @Tdans
le rumen par des estérases du microbiote capakledégrader jusqu'a 100% d’'OTA en
conditionsin vitro (Muller et al., 2001)In vivo, cette transformation est partielle puisqu’une
partie de I'OTA ingérée se retrouve dans le sanig &it et échappe ainsi a la dégradation
(Boudra and Morgavi, 2006).

Le microbiote du rumen ne jouerait un réle détaxifique pour 'OTA (Kiessling et
al., 1984), 'AFB1 présente dans l'aliment étagstpeu dégradée (<10% de la dose ingérée).
De l'aflatoxicol (AFL), un métabolite obtenu padtétion de 'AFB1, peut étre produit dans
le rumen mais ne représente que 0,6% de la doseémdAuerbach H. et al.,, 1998). La
biotransformation de 'AFB1 a surtout lieu dandde et les muqueuses gastro-intestinales et
correspond a des réactions d’oxydations assuréeslggamonooxygéenases a cytochromes
P450 et la conjugaison du 8,9-époxyde-AFB1 pargiighation-S-transférases (Yiannikouris
and Jouany, 2002). La combinaison efficace de tésye de détoxification hépatique
expliquerait la moindre susceptibilité du ruminaig-a-vis de la toxicité de 'AFB1 (Guerre
et al., 1996b, Larsson et al., 1994, Lynch, 197&nwwski et al., 1987).

Aprés leur absorption, les formes circulantes daFB1 et de I'OTA sont

majoritairement liees aux protéines plasmatiquesh(idann et al., 1998, Wong and Hsieh,

1980), ce qui retarde leur filtration glomérulage donc leur élimination rénale. Elles se
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distribuent essentiellement dans les organes ingéiglans le métabolisme et I'épuration des
xénobiotiques (foie et reins) mais peuvent étresgmees a I'état de trace dans d’autres tissus
comme le ceeur, les poumons, le cerveau et les awfldllehoj et al., 1979, Stubblefield et
al., 1983).

L’AFB1 et I'OTA sont principalement excrétées ddes urines et les féces. La part
excrétée dans les féces résulte d'une absorptitielfmet d’'une élimination des mycotoxines
et de leurs métabolites par clairance hépatiquen Bue leur métabolisation soit différente,
'excrétion fécale semble aussi efficace et pepréasenter jusqu’a 53% des doses recues
d’AFB1 et d'OTA dans certaines études (Helferichakt 1986, Nip and Chu, 1979). La
sécrétion biliaire des formes conjuguées de I'AFB1L prépondérante (Guerre et al., 1996a).
Les principaux métabolites retrouvés dans les féoes des aflatoxines conjuguées (Galtier,
1999). L'excrétion urinaire est également une vioportante d'élimination qui peut
représenter 30% des doses d’AFB1 et 70% des do®dAdngérées selon les conditions
expérimentales (Helferich et al., 1986, Hohler bt #999). L'AFM1 et I'OT sont les

métabolites les plus abondants dans l'urine.

Chez le ruminant laitier, le lait représente undevenineure d’excrétion des
mycotoxines. La présence d’OTA et de son métabblf€a ont été mis en évidence dans le
lait de vache, de chévre et de brebis exposéed’alideent contaminé (Boudra et al., 2005,
Nip and Chu, 1979, Ribelin et al., 1978). Les essanduits chez le modele brebis ont montré
gue les taux n’excedent pas 0.05% des doses irggénéeas d’exposition chronique (Galtier
et al., 2008). L'AFB1 absorbée par I'organisme esgentiellement excrétée dans le lait sous
sa forme hydroxylée, 'AFM1, a des niveaux plusvéeque pour 'OTA. L’élimination de
'AFM1 par la glande mammaire des ruminants représ@usqu’a 0.1-2% de la dose ingérée
chez la vache laitiere (Fink-Gremmels, 2008a). taex excrétés peuvent atteindre 6% de la

dose ingérée chez la vache a haute productioari&ifi/eldman et al., 1992).

Le ruminant peut étre exposé aux aflatoxines et @chratoxines en ingérant de
'aliment contaminé. Les propriétés physico-chingisjule ces contaminants alimentaires en
font des toxiques capables de franchir la barriatigestive et de s'accumuler dans
'organisme de l'animal en cas d’exposition répéte&-SSA, 2009). La présence des
aflatoxines et des ochratoxines dans les alimerdsr panimaux a des niveaux de

contaminations naturels peut avoir des conséquepatstiellement importantes en élevage.
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II. LES RISQUES LIES A LA CONTAMINATION DES ALIMENT S
DESTINES AUX ANIMAUX

A. Les effets sur la santé animale

Chez l'animal, la toxicité des aflatoxines et dehratoxines se manifeste sous la
forme de toxicoses appelées « mycotoxicoses »élarigé des symptébmes est nuancée par
des différences de sensibilité en fonction de laedrecue, de la durée d’exposition, de
'espece, de I'age, du sexe, de I'état de santéadanal ainsi que du type de ration et de la
présence d’'autres mycotoxines.

L’ingestion de céréales, de fourrages et autredym® provenant de plantes
contaminées par les aflatoxines et les ochratoxpees conduire au déces de I'animal, mais
ces cas d'intoxication aigus sont le plus souvantdnséquence d’erreurs humaines et de
conditions d’élevages précaires. En élevage, ce sgatout les expositions chroniques a de
faibles doses qui sont les plus redoutées. Lesoaftees et les ochratoxines sont douées de
propriétés génotoxique, tératogeneancerogéne, immunotoxique, hépatotoxique et
néphrotoxique (CAST, 2003). Le cas frequent de incolitamination des rations alimentaires
du bétail laisse craindre a des effets additionoelsynergiques par rapport aux mycotoxines

seules moins toxiques (Surai and Dvorska, 2005).

Le porc et les volailles sont les plus sensibles afiets des aflatoxines et des
ochratoxines (Kurmanov, 1977). Ces especes sonticyd@rement exposées aux
contaminations du fait de pratiques alimentaires@ues orientées vers la consommation de
céréales et de leur incapacité a dégrader lesesxmant leur absorption digestive (AFSSA,
2009, Hayes et al., 1978, Smith et al., 1976).

Les ruminants présentent une résistance a la téxdeis mycotoxines en raison de la
présence d’une communauté microbienne dans la Eausseptible de les métaboliser ou de
les séquestrer (Upadhaya et al., 2011). Cependatte capacité de détoxication est
conditionnée par des conditions digestives staglide maintien d'un écosysteme microbien
actif dans le rumen. Les régimes riches en conegrgouvent utilisés chez le ruminant a haut
potentiel de production sont responsable d’'uneifemation du contenu ruminal avec
notamment une diminution de la population des pmdoes (Brossard et al., 2004) impliqués

dans la détoxication des mycotoxines (Galtier anin&rie M., 1976). L’ingestion
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d’aliments fermentescibles entraine également @uiation du temps de vidange pré-

stomacale au détriment de la neutralisation detoymes dans le rumen.

Comme pour les espéces monogastriques, les anipréauminants sont sensibles
aux effets des mycotoxines. Le rumen des animaux Sevrés ne possede pas toutes les
caractéristiques et les fonctions existantes crt@rmal adulte. A la naissance, seule la
caillette digéere le lait. Le rumen forme une podigestive non fonctionnelle et dépourvue de
microorganismes détoxifiants (Fonty et al., 1984§cosysteme digestif se met en place
progressivement avec le passage de l'alimentatotéé a l'alimentation herbacée et est

capable de détoxifier les mycotoxines dans les gnesm semaines qui suivent le sevrage.

En raison d'une alimentation complexe, les rumisgmeuvent étre exposés a un
nombre variable plus important de mycotoxines geg &nimaux monogastriques. Les
fourrages constituent une part importante de lmmatdu ruminant et peuvent présenter un
risque supplémentaire d’apport de mycotoxines Igilsgsont de mauvaise qualité ou que les
procédés de conservation sont défectueux. Danaslele lots de fourrages contaminés, les
animaux peuvent donc étre exposés aux mycotoxinemntlune longue période. De plus,
l'alimentation des ruminants (fourrages consent&opcentrés) est moins contrdlée que celle
des monogastriques. Les denrées alimentaires pesduisitu a la ferme ne sont analysées

gue lors d’accidents d’élevage (Boudra, 2009).

Bien que le probleme sanitaire soit moins prégmam pour les monogastriques, la
consommation d’aliments contaminés par les aflagxiet les ochratoxines peut causer un
certain nombre d’effets indésirables chez le rumtinane chute des productions animales liée
a l'altération de la qualité organoleptique et e des aliments, I'apparition de troubles
cliniques, une diminution de la fertilité, la preplosition aux infections, ainsi que des échecs
de stratégies vaccinales et thérapeutiques. Posrde détail sur les effets toxiques de ces
mycotoxines, je vous renvoie aux études de I'AFS3B09), 'EFSA (2004b), de Fink-
Gremmels et al., (2008b) et de Morgauvi et al, (3008

BN

Afin d’abaisser le risque de toxicité a un niveaible en Europe, des dispositions
réglementaires ont été mises en place concernammniamination de I'alimentation animale
par les aflatoxines et sont en préparation poufA@Tableau 2. Des plans de surveillance

et de controles sont réalisés régulierement podnereher la présence d'aflatoxines et
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d’ochratoxines dans l'alimentation du bétail et mnent que les teneurs sont généralement en
conformité avec les valeurs fixées a 0.020 mg d’'AMkB d’aliment (Directive 2002/32/CE)
et 0.250 mg d’'OTA/kg d’aliment (Directive 2006/50&) (Galtier et al., 2008).

La fixation de ces normes sanitaires garantit uveau de sécurité alimentaire
acceptable. Cependant, il est indispensable d'émlgudifficulté d’estimer les risques posés
par l'ingestion répétée de mycotoxines sur le moysnle long-terme. Les seuils
réglementaires sont calculés sur la base du régirde sensibilité de chaque espece animale
sans tenir compte de la durée d’exposition ou derésence d’autres mycotoxines dans
laliment contaminé. L'exposition sur de longuesr@ks a de tres faibles doses et les
interactions toxiques qui s’opérent entre mycotesiat d’autres agents pathogenes pourraient
avoir des conséquences sanitaires chez le rumiQas.effets sont encore mal connus et
peuvent étre a I'origine de symptdmes non spéaiqlLes infections opportunistes sont les
plus redoutés en raison des propriétés immunossgipes des aflatoxines et des ochratoxines
a faibles doses. Cette toxicité est parfois sugpdotrs de toxicoses naturelles en élevage sans

gu’un diagnostic de certitude puisse étre établi.

B. Les conséquences économiques

La contamination des aliments pour animaux pamigsotoxines occasionnent des
colts économiques directs et indirects pour larélid’élevage. Les pertes directes sont dues a
I'altération de I'aliment par les moisissures. Lé&vdloppement fongique peut conduire a la
destruction de la récolte lorsque le végétal estefoent attaqué et que le grain et les
fourrages sont rendus inconsommables. Dans d’ac&gsla croissance des moisissures se
traduit par une altération sensorielle et nutritielle des récoltes (diminution des teneurs en
matiére seche, matiére azotée et glucides) resplensktun refus ou une diminution de
I'ingestion par I'animal. Dans ces situations,ddan contaminée ne couvre pas les besoins
énergétiques de l'organisme. Les animaux en bas égeen lactation réagissent trés
rapidement par un ralentissement de leur croissamgar une chute de la production laitiere.
Une perte importante de rendement et de la valéueataire des récoltes peut pousser les
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fermiers a l'achat d’aliments et d’ingrédients cdémpentaires, ou a la vente prématurée

d’animaux en période de déficit alimentaire.

Les pertes indirectes sont causées par la produdganycotoxines indépendamment
de la qualité des récoltes. La présence de mycwexsur les aliments peut entrainer une
baisse du revenu de I'éleveur par la chute deddumtivité des animaux de rente auxquelles
s’ajoutent des frais de soins vétérinaires (vaticina antibiothérapie). Des dépenses
supplémentaires liées a la mise en place de régltatiens (enquétes et analyses de
I'aliment), I'investissement en recherche et lagmes ceuvre de moyens de prévention et de
détoxication des aliments (emploi de conservatetrs’additifs) peuvent également étre
comptabilisées dans le colt économique de la conddion des aliments pour animaux par

les mycotoxines.

Il est tres difficile d’évaluer I'impact des contarations alimentaires par les
mycotoxines sur I'économie agricole avec précis{viu, 2007) mais les répercussions
financiéres peuvent étre considérables. A titrexaeheple, les pertes dues a la contamination
des produits dérivés de la fermentation des grdénsiais par les fumonisines vont varier de
4 a 147 millions de dollars par an dans l'indusprigcine selon leur niveau d’inclusion dans
la ration (Wu and Munkvold, 2008). Le manque a gagpour I'industrie agro-alimentaire
imputable aux aflatoxines et ochratoxines est di@ment chiffrable d’autant plus que la
contamination des aliments n’est pas toujours éécef que ses conséquences sanitaires
peuvent passer inapercues. Sur le terrain, difféfacteurs d'agression, comme le climat, les
changements d'environnement, le bruit, une fortesiti® d'animaux peuvent également étre
source de stress et contribuer a I'apparition décoses Figure 5). Les pertes de revenus
dues aux aflatoxines et ochratoxines sont potéstieint élevées et pénalisantes pour

'ensemble de la filiere d’élevage

C. Le transfert dans les productions animales

La contamination par les mycotoxines génére desdes sanitaires tout au long de la
chaine alimentaire, du producteur d’aliment poumanix de ferme jusqu’aux produits finis
consommés par I'homme. Cela est particulieremerai yoour les aflatoxines et les

ochratoxines dont le transfert dans le lait ettiesus comestibles comme le foie, le muscle,
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les reins ont été rapportés dans des situationsod@aminations naturelleg gbleau 3 et
Tableau 4.

1. La contamination des productions carnées

Les ochratoxines ont été retrouvées essentielleotes le porc dans les abats et les
viandes crues, cuites ou séchées (saucisse, jamtdgoans, paté) a des concentrations variant
de quelques ng /kg a quelques ug /kg (Chiavard.,e2@02). Les enquétes menées chez le
ruminant sont rares et montrent que les product@araées ne sont pas contaminées par
'OTA (Skrinjar et al., 1992).

Les aflatoxines peuvent étre détectées dans lelésieeins et les muscles de volailles,
de porc ou de ruminants en conditions expérimest@ielferich et al., 1986, Zaghini et al.,
2005a, Zaghini et al., 2005b). Leur présence suer@in n'est généralement constatée que
dans les viandes de porc, de bovin et les charest@rovenant de certains pays ou la
contamination des aliments pour animaux est fréguamles niveaux élevés tel que I'Egypte,
le Brésil, la Jordanie (Herzallah, 2009, Refailetz003, Sabino et al., 1996).

2. La contamination du lait et des produits laitier S

Les aflatoxines et ochratoxines peuvent étre téaédss de la ration animale
contaminée au lait de mammiferes. Contrairement autkes types de productions, la
contamination du lait est sous étroite surveillaatencadrée par une réglementation stricte
vis-a-vis des aflatoxines. Des enquétes sont gsaigégulierement et montrent que la
fréquence de la contamination des laits peut vgéeigraphiqguement (exploitations, pays) et
temporellement (saison, année). Les taux d’AFM1umés en Europe sont généralement
conformes a la teneur réglementaire maximale degB0 (Boudra et al., 2007, Prandini et al.,
2009). Des taux d’AFM1 supérieurs aux taux régldmiess sont parfois retrouvés dans le lait
brut provenant certains pays d’Europe du sud, coititake (RASFF, 2003).

En revanche, peu d’études ont été réalisées sdiAl'Qa contamination du lait de
consommation par les ochratoxines n’est pas régiegfaeet beaucoup moins contrélée.

Toutefois quelques travaux indiquent la présen@er& dans les conditions de contamination
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naturelle des aliments (Boudra et al., 2007, Bofitlemanuelsson et al., 1993). Cette
excrétion ne concerne que 2 a 14% des échantilenit de vache analysés, mais a des

teneurs ne dépassant pas 8 a 40 ng /L.

L’AFML1 est stable dans le lait et durant les difiéts processus de transformation du
lait (Aly and Diekmann, 2010, Barbiroli et al., ZQ@ovaris et al., 2002, Oliveira and Ferraz,
2007). L'OTA a également été montré stable a depéeatures allant jusque 200°C (Boudra
et al., 1995). Cependant, il y a peu de donnéesecnant son devenir durant les processus de
transformation du lait. Sa présence dans le lahgdraté et dans les fromages affinés suggere

néanmoins que I'OTA n’est pas ou peu dégradée '@ et al., 2008, Meucci et al., 2010) .

3. L’exposition de ’lhomme

La contamination des productions animales par flasoaines et les ochratoxines est
une préoccupation de sécurité alimentaire. Cheanithe, les cas de mycotoxicoses aigues
sont rares et se déclarent plutét dans les payls @onsommation de nourriture locale et
I'agriculture de subsistance sont pratiquées (Saept2008). En Europe, I'inquiétude porte
essentiellement sur les effets chroniques en ralssrhabitudes alimentaires et du pouvoir de
rémanence des aflatoxines et des ochratoxinesanéigs aux procédés de transformation des
produits alimentaires. L'AFM1 et 'OTA sont des canigenes reconnus chez 'homme. Des
associations entre les contaminations alimentagtesies données épidémiologiques ou

toxicologiques existent et suggerent que ces myows contribuent a ['étiologie de

différentes maladies chroniquésapleau 5.

Malgré les risques évoqués, lingestion de lait pedduits laitiers constitue un
probleme négligeable pour le consommateur adultelesm mycotoxines sont rarement
retrouvées dans ces produits en Europe. Par aijleucontribution des productions carnées et
laitieres dans I'apport alimentaire en mycotoxiees mineure par rapport a ceux représentés
par les autres denrées alimentaires. Les alimestgplus contributeurs a I'exposition de
I’'homme par les aflatoxines et les ochratoxined fmcéréales. L’exposition des populations
se fait également par l'ingestion d’arachides, dix,de fruits secs, de vin, de biere, de café,
de chocolat et d’épices (AFSSA, 2009).
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En revanche, la présence d’aflatoxines et d’ockimaés dans le lait pose un probleme
d’hygiene alimentaire. La consommation régulierdaieou de produits laitiers contaminés
est un facteur aggravant le risque de contamingimumr une large population d’individus,
notamment les individus les plus sensibles auxtseffies mycotoxines. La présence
d’aflatoxines et d'ochratoxines dans le lait uéli€n substitution au lait maternel, les
yoghourts et les fromages démontrent le potentidpasition des nourrissons et des enfants
en croissance (Cano-Sancho et al., 2010, Meueti, &1010).

La présence d’aflatoxines et d’ochratoxines dangalion du ruminant a des niveaux
de contaminations naturels ne constitue pas un Iprob de santé publique en Europe.
Cependant, la demande croissante des consommageurgtiere de sécurité alimentaire, les
préjudices économiques et la toxicité que ces myows occasionnent justifient de mettre en

place des moyens de prévention et de détoxicaédialtmentation du ruminant.

[ll. QUELS SONT LES MOYENS POUR PREVENIR LA
CONTAMINATION ?

Les aflatoxines et les ochratoxines étant esdkmient produites durant la
conservation des céréales, I'éleveur peut mettreplane des mesures préventives pour

abaisser les teneurs des mycotoxines dans lesedenquél produit et stocke a la ferme.

A. Les mesures de prévention

La phase de toxicogenése étant toujours précéaééaphase de croissance de la
moisissure, la prévention consiste principalementlirbiter I'apport de [l'inoculum
d’Aspergillus et de Penicillium ainsi qu'éviter le développement des moisissures en
appliguant des mesures ciblées sur les stadedbkEnde la récolte et de la conservation des

productions végétales. Ces mesures ne seront pailéds dans ce manuscrit. Pour plus de
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détail, je vous renvoie aux publications suivantémsezqueta et al, 2009, Chulze, 2010,
Jouany, 2007, Magan and Aldred, 2007, Magan e2@1.0.

B. Les méthodes de détoxication

L’éleveur peut envisager le recours a des adqibis neutraliser les aflatoxines et les
ochratoxines contenues dans les aliments qu'itibisg au bétail. On distingue 2 grandes
familles d’additifs, qui selon leur mode d’actiontinent une diminution de I'exposition des
animaux aux mycotoxines en réduisant leur biodigplité dans I'organisme: les agents de

biotransformation et les agents adsorbants.

1. Les agents de biotransformation

Un agent de biotransformation est un microorganigmeune enzyme capable de
dégrader ou convertir une mycotoxine en un pragiins toxique ou inactif.

Des progrés ont été réalisés ces dernieres anra¥es ld criblage d’organismes
microbiens isolés du sol ou du tractus digestihuoiteaux capables de biotransformer 'AFB1
et 'OTA (Awad et al., 2010, Wu et al., 2009). Genes bactéries du sdFlavobacterium
aurantiacum, Mycobacterium fluoranthenivoraret)du microbiote du rumerE@bacterium
souche BBSH 797dégradent 'AFB1 en utilisant la toxine comme seude carbone (Wu et
al., 2009). D’autres agents comme le protozodietrahymena pyriformiou certaines
souches dA. flavusnon toxicogéne sont capables de convertir TAFBJAEL moins toxique.
La levureTrichosporon mycotoxinivorarisolée de I'intestin de termite (Molnar et al., 290
peut hydrolyser 'OTA en Od et en phe non toxiques. Certaines enzymes (métaloee,
protéase, carboxipeptidase A et lipases) purifd@esouches de bactéries, de protozoaires et
de moisissures sont également capables d’hydroly®8fA (Abrunhosa et al.,, 2006,
Abrunhosa and Venancio, 2007, Peteri et al., 28@ahder et al., 2000, Varga et al., 2000).

L'utilisation d’agents de biotransformation poutréire envisagée en élevage intensif
pour compenser la perte d'activité de détoxicataun rumen et gérer les risques de
contamination des animaux a haut potentiel de mtimlu L'usage d’enzymes présente le
plus d’intérét en permettant de s’affranchir deonvénients liés a la manipulation et I'ajout

de microorganismes vivants dans l'aliment (croiseaaérobie/anaérobie, sécurité sanitaire
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des aliments). Cependant peu d’information estadidggde sur l'innocuité et I'efficacité des
agents de biotransformation chez le ruminant, laifsts sur la valeur nutritionnelle des
aliments traités (Bata and Lasztity, 1999, Haldsal.e 2009, He et al., 2010, Jouany, 2007).
Ainsi, une étude a recemment identifiBchosporon mycotoxinivorarsomme étant un agent
pathogene responsable d’infections respiratoirez dinomme (Hickey et al., 2009). Les
seules études publiéesr vivo ont néanmoins montré que I'addition de certains
microorganismes Hubacterium BBSH 797, Trichosporon mycotoxinivoranst Nocardia
corynebacteroidespeut diminuer la toxicité chez des espéces momiogass recevant une
alimentation contaminée par du DON (Plank et #4109, de 'OTA (Politis et al., 2005) ou
de 'AFB1 (Tejada-Castaneda et al., 2008). Dansétades, I'apport de microorganismes
vivants n’affecte ni I'état de santé des animaiia waleur alimentaire de la ration.
Actuellement, la plupart des agents de biotransétion sont au stade d’étude au

laboratoire contrairement aux agents adsorbanterguété utilisés sur le terrain.

2. Les agents adsorbants

Un agent adsorbant est une substance qui est eagaldéquestrer les mycotoxines
dans le TGI de I'animal et de réduire leurs effais la santé de I'animal en facilitant leur
élimination dans les féces. Les agents adsorbanmteht une famille hétérogéne de composés
d’origine minérale, microbienne, végétale, classglen leur composition chimique en deux

groupes : les adsorbants inorganiques et les aalstsrbrganiques.

a. Les adsorbants inorganiques

Les adsorbants non organiques regroupent princongaleles charbons actifs, les
aluminosilicates (zéolites, bentonites, montmanilies, aluminosilicates de sodium et de
calcium (HSCAS)) et les résines synthétiques (ctptamine).

Les adsorbants inorganiques ont été tasté&sro etin vivo dans le but de séquestrer
les aflatoxines et les ochratoxines. Les résultlisces essais ont été synthétisés dans
différentes revues (Amezqueta et al., 2009, Huwigl.e 2001, Mezes et al., 2010, Ramos et
al., 1996).

Les études réalisées chez le ruminant sont feesisur 'AFB1. Les argiles et
charbons actifs sont pour la plupart efficaces p@guestrer 'AFB1n vitro et réduirdn vivo

'excrétion d’AFM1 dans le lait (Kabak et al., 2Q0&ependant ces agents montrent une
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efficacité variable contre les autres mycotoximascune étude n’a été publiée sur la capacité
des adsorbants inorganiques a réduire la biodibpivdide 'OTA chez le ruminant. Les
charbons actifs sont capables de séquestrer famtel@l'A in vitro mais ne protégent pas
des effets toxiques chez le poulet (Rotter et1&l89) Certaines argiles (HSCAS, bentonite)
ont une affinitéin vitro pour I'OTA mais leur efficacité est nulle chezgerc (Plank et al.,
1990). Seule l'efficacité de la cholestyramine BOTA a été confirmée lors d’essaiis vivo
chez le rat par la réduction de son taux plasmeatejd’augmentation de son excrétion fécale
(Kerkadi et al., 1998

D’une maniére générale, les adsorbants inorganicgaad inadaptés a la détoxication
de l'alimentation animale. Leur efficacité est ditable car des différences sont frequemment
observées entre les résultats des évaluationstio et in vivo. Ce sont des adsorbants de
mycotoxines non spécifiques capables d’adsorbeteégat les nutriments dans le tube
digestif (minéraux, vitamines, acides aminés). Wiiésation intensive de ces produits,
notamment dans le cadre d’'un usage prophylactipeat causer des carencg$uwig et al.,
2001) L’inclusion d’adsorbants a des niveaux relativeméeveés (jusque 5%) peut entrainer
un effet de dilution de la ration alimentaire. Lgestion d’argile conduit a un dépot important
dans les lisiers qui se répercute sur leur stockegka qualité des sols sur lesquels ils sont
épandus. Certains de ces agents adsorbants sotdwooat peuvent étre difficilement intégrés

dans le cahier des charges des éleveurs (ex: diycdesine).

b. Les adsorbants organiques

L'utilisation d’adsorbants organiques capables ide les mycotoxines présente un
avantage pratique, économique et écologique en aa@igon aux adsorbants inorganiques.
Ce sont des agents biodégradables dans I'envircemteet qui fixent une gamme plus large

de mycotoxines a des taux d’inclusion relativenies (Diaz and Smith, 2005).

i. Les fibres végétales

Plusieurs travauin vitro etin vivo ont été recemment publiés sur la séquestration des
aflatoxines et des ochratoxines par des agentssa ¢ha fibres végétales. Ces découvertes
permettent d’envisager de nouvelles pistes de @#ttian, cependant d’autres recherches
sont nécessaires pour confirmer I'efficacité deagents organiques chez le ruminant.

30



Synthése bibliographiqgue

i.1 Les fibres non digestibles

Les Fibres Non Digestibles (FND) regroupent I'enslemdes composés fibreux
présents dans les parois végétales capables deerési’activité hydrolytique des sécrétions
enzymatiques et des microorganismes du tractusstifige€es fibres indigestes sont
essentiellement constituées de polysaccharidesalanosiques (ex: pectines) et de lignines
qui participent a la digestion en influencant ledgo la viscosité ou le temps de transit du
contenu digestif. Les FND jouent un role détoxifide par leurs propriétés diététiques. Elles
sont capables de capturer et de favoriser I'examéfécale de différents xénobiotiques
(Bandazhevskaya et al., 2004, Schneeman, 1999¢8ala 2005, Ta et al., 1999).

Les premiers essais sur mycotoxines menés daasmégs 1980 ont montré qu’il était
possible de retenir ces contaminants dans le tigesttf lors d’une exposition alimentaire en
adaptant les animaux a un régime enrichi en pldigiesuses. L’ajout de luzerne a hauteur de
20-25% de la ration réduit les effets de la ZENzcleerat et la truie (James and Smith, 1982;
Smith, 1980; Stangroom and Smith, 1984) et augmi&kitmination fécale de la toxine-T2
(T2) chez le rat (Carson and Smith, 1983). En relranune autre approche consistant a
utiliser des fibres riches en pectines a été moimeluante. L'addition de pelures de pomme
(8%) réduit les effets sur le gain de poids chgmle exposé a du DON et de la ZEN mais ne
protége pas des effets oestrogéniques (Gutzwillialr,e2007).

L'usage des FND en tant qu’additif peut étre ramdlement envisagé avec
l'introduction de procédés de micronisation quiuiédnt la taille des fibres a I'échelle du
micron. La micronisation des fibres permet d’'adteola capacité d’adsorption a I'égard des
mycotoxines et de proposer des taux d’inclusionsdaliment plus bas, compatibles avec
une application pratigue. Une étude conduitevitro a montré que les Fibres de Blé
Micronisées (FBM) ont une affinité pour I'OTA en lrau liquide (Tangni, 2003). Leur
efficacité a ensuite été confirméevivo chez le rat et le porc (Aoudia et al., 2009, Aauel
al., 2008). Dans les deux études, I'addition d&¥d <& FBM a de I'aliment contaminé par
0.12 et 2 mg/kg d’OTA a entrainé une réduction ificative de sa concentration dans le

plasma, le foie et les reins.

i.2 Les acides humiques

Les acides humiques sont des composés organiguextdies de fibres végétales
présentes dans le sol a différents états de détigmo(tourbe, |€éonardite ou la lignite).

Issus de la condensation oxydative de la lignies, dcides humiques sont constitués de
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noyaux aromatiques, d’hétérocycles oxygénés ettazotliés par des chaines aliphatiques
riches en groupements carboxytkstles proportions varient selon le type de sol etdgré
d’humification (Stevenson, 1994). Ce sont des molécules héteroghaegées négativement
qui constituent d’excellents adsorbants de par dapacité d’échange cationique. Les acides
humiques trouvent de nombreuses applications eneatation animale (Trckova et al.,
2005). lIs sont utilisés pour fixer différents atgetoxiques (métaux lourds, pesticides, toxines
de bactéries pathogénes) mais ce n’est que récenguenes bénéfices des acides humiques
ont été rapportés dans le cadre d’'une contaming@ores mycotoxines. Un premiére étude
in vitro a mis en évidence la séquestration de 'AFB1 gafatide oxihumique ainsi que la
stabilité des complexes formés pour une gamme ddeBia 7 (Jansen van Rensburg et al.,
2006).

Les propriétés adsorbantes des acides humiquegal@ment été démontréasvitro
avec deux fusariotoxines, la ZEN et la DON a desedacompatibles avec celles retrouvées
dans l'alimentation. Les travaux montrent que desstances humiques de type Iéonardite,
lignosulfonate sont capables de réduire jusqu'a EO%aux de ZEN en solution tamponné a
des pH simulant un transit gastro-intestinal cheepdrc. L'effet sur la séquestration de la
DON dans les mémes conditions est médiocre (SaWdsaret al., 2007).

In vivo, I'addition d’acide oxihumique (3,5%) réduit le$feds d'une exposition
prolongée aux aflatoxines sur le poids vif, lesaoeps, les parametres biochimiques et
hématologiques mesurés chez le poulet (Jansen easbRrg et al., 2006). Par la suite, deux
autres études ont confirmé l'effet bénéfiqgue surélaonse vaccinale et infectieuse chez le
poulet recevant de l'acide humique a raison de My d’aliment contaminé par des
aflatoxines (0.254 ppm) (Ghabhri et al., 2009, Hastaal., 2010).

ii. Les parois de microorganismes

Deux groupes de microorganismes possedent unetwstupariétale capable de lier les

mycotoxines: les bactéries fermentaires et lesrés/u

ii.1 Les bactéries fermentaires

Les bactéries fermentaires capables de séquesfranycotoxines sont représentées
par certaines souches de bifidobactéries et défestiactiques. La séquestration de I'AFB1

et de I'OTA par ces bactéries a été principalenéntiéein vitro en solution tampon.
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L’efficacité d’adsorption dépend notamment des bescétudiées (Niderkorn et al., 2006,
Niderkorn et al., 2007, Peltonen et al., 2001) eetadtaille de la population bactérienne (El-
Nezami et al., 1998). Aindiactobacillus rhamnosu¥MO04 et Lactobacillus acidophilus
VM20 sont capables de séquestrer entre 2 et 96%Al’Qandis queLactobacillus crispatus
M247 et Lactobacillus rhamnosu&G fixent entre 5 et 86% d’AFB1 (Fuchs et al., 2008
Haskard et al., 2000, Peltonen et al.,, 2000). Lkarjté des toxines joue aussi un réle
important dans le mécanisme de séquestration. @iast que le taux d’aflatoxines fixées
diminue dans un ordre décroissant de polarit¢ APFIG1>AFB2>AFG2 (Haskard et al.,
2000) et que I'AFML1 est éliminée avec moins d'eftité que 'AFB1 (Pierides et al., 2000).

L’efficacité de séquestration des mycotoxinescestparable entre bactéries viables et
bactéries thermolysées ce qui suggere que I'agtivdst pas due a I'activité métabolique des
cellules vivantes (EI-Nezami et al., 2002, Niderket al., 2009).

D’autres essaif vitro ont été réalisés au sein de notre laboratoirev/patiderkorn
pour caractériser la séquestration des fusariotsxirar les bactéries fermentaires et évaluer la
stabilité des complexes dans le tractus digessfat@maux. Ses travaux ont démontré que
Streptococcus thermophillAR1 etlactobacillus paraplantarun€CNRZ1885 adsorbent les
fumonisines au niveau de leur paroi. L'interactiait intervenir le peptidoglycane de la paroi
bactérienne et les bras d’acide tricarballylique fienonisines (Niderkorn et al., 2009). Les
complexes formés entre la ZEN et #reptococcisont stables dans le contenu ruminal et les
conditions simulant les compartiments post-ruminalux tube digestif (Niderkorn et al.,
2008).

Les rares études vivo ont été publiées sur la capacité des bactériesefgmires a
diminuer la biodisponibilité des aflatoxines dansrdanisme d’espéces monogastriques.
L’administration de bactéries lactiques serait spsble de diminuer I'excrétion urinaire de
'AFB-N7-Guanine (marqueur d’exposition de I'AFBI1ghez 'homme et d’augmenter
I'excrétion fécale d’AFB1 et d’AFM1 chez le rat (Rlezami et al., 2006, Gratz et al., 2006).

Aussi, compte tenu de leur réle dans la consemvatiola stabilisation aérobie des
ensilages, I'emploi de bactéries fermentaires dagatle séquestrer les mycotoxines peut
apparaitre comme une solution économique et pmtigour traiter l'alimentation des

ruminants.
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ii.2 Les parois de levures

Des études ont montré I'efficacité des levures elurgsaccharomyces cerevisiégo
a réduire la contamination par les mycotoxines &Bej et al., 2004, Shetty and Jespersen,
2006). La séquestration des mycotoxines par legrdsvs’effectue au niveau de la paroi
cellulaire (Yiannikouris et al., 2003). Les travgoartant sur les parois cellulaires de levures
sont les plus nombreux et ont montré le plus daffité dans la séquestration des

mycotoxines.

Le terme « Parois de Levure» est employé danstté@rdiure scientifique pour
qualifier, sans distinction de structure ou de cosmmon, des substances organiques ayant
comme origine la paroi cellulaire de differenteacdes de levures. Les parois de levures sont
produites par différents procédés technologiquées Eegroupent des préparations contenant
les fractions plus ou moins purifiées des congtitsipariétaux dont la nature chimique et les
teneurs peuvent varier qualitativement et quantéatent selon le processus de production
utilisé. L'efficacité de séquestration de ces pad# levures peut donc étre trés variable.

e Structure pariétale de Saccharomyces cerevisiae

La paroi deScest une enveloppe rigide entourant la membrangplagmique de la
levure. Elle représente entre 25 et 30% de la ms&ske totale de la cellule. C’est une
structure hautement dynamique qui s’adapte ausss&echangements d’environnement par
un renouvellement dans sa composition et son acthie. La teneur des principaux
composants pariétaux varie selon la souche ebledittons de cultureT@ableau 6). La paroi
de Sc est organisée en une double couche d’'une épaigeedf0 a 200 nm chezc La
couche externe est constituée d'un réseau fibelldiense de mannoprotéines, la couche
interne est une matrice transparente et amorpfe(ti8)-D-glucanes associée a de la chitine.
Les[3-(1,6)-D-glucanes assurent la jonction entre lesmmsants de la couche externe et ceux
de la couche internéigure 6).

Les B-glucanes constituent la fraction interne de laopates levures. lls sont
composés d'un assemblage de chaines linéairesidesgk liés efi-(1,3) sur lesquelles sont
greffées des ramifications latérales de glucogssdif3-(1,6). La technique de diffraction aux

RX montre que les chaines @€1,3)-D-glucanes sont organisées en forme d’hdlicgle (6
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unités de glucose par tour d’hélice) ou de trifiébces elles-mémes assemblées en réseaux

de triples hélices stabilisées par des liaisondréigtatiques (Kogan, 200i¢ure 7).

« Mécanisme de séguestration des mycotoxines

Des études sur le mécanisme de séquestrationxtiestse pariétaux deésc ont été
menées dans le cadre de la these d'A. Yiannikougamlisée dans notre laboratoire
(Yiannikouris et al., 2004b, c). Dans ces études aluteurs ont montré notamment queles
D-glucanes assurent I'essentiel de I'adsorption dggotoxines. lls ont pu établir une
corrélation entre la quantité de glucanes présanis la paroi et sa capacité de séquestration,
alors que la teneur en mannanes intervient peueetagteneur en chitine a un effet négatif.

La modélisation moléculaire a permis de montrer lgs mycotoxines sont fixées dans
I'espace intra-hélicoidal dgs(1,3)-D-glucanes lorsque leur taille et leur forfagermet, et
des liaisons chimiques s’établissent entre lesagles et la toxine (Yiannikouris et al., 2004a,
Yiannikouris et al., 2006). Des liaisons « hydroggen de faible énergie s’établissent entre les
groupements hydroxyles d@sD-glucanes et les mycotoxines. Des interactiony/de der
Waals moins stables sont créées entre les cyctegldeanes et les toxines générant des effets
de tassement qui augmentent I'énergie de liaisentaenes. Les ramification8-(1, 6)-D-
glucanes recouvrent la partie externe des toximesant ainsi ancrées dans I'axe central de

I'hélice def-(1, 3)-D-glucanes, ce qui stabilise le compldxig\re 8).

Une étude sur la formation et la stabilité chingiqlu complexe a été réalisée entre la
zéaralénone et lg5D-glucanes aux 3 pH mimant I'environnement du traatigestif (pH 3,
6, 8). La séquestration est maximale en milieuaa€¥lannikouris et al., 2006, Yiannikouris
et al., 2004d). Leg-(1, 3)-D-glucanes adoptent une conformation encéé&imple et en
pelote en milieu alcalin défavorable a l'adsorptides mycotoxines. La présence de
branchement$-(1, 6)-D-glucanes sur la chaine A€1, 3)-D-glucanes limite I'effet du pH

sur la séquestration en maintenant la conformdiéicoidale active.

Figure 8. Exemples de préparations contenant desspde levure et leur application en alimentatomale.

» Les préparations a base de parois de levures aslapplications en alimentation animale

Bien que la séquestration des mycotoxines soitagtigité répandue chexg tres peu
de préparations a base de paroisSadesont proposées pour la détoxication des aliments

contaminés par les mycotoxingsgure 9). Les levures ont des propriétés biologiques earié
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et sont utilisées en alimentation animale comme ptéments alimentaires et additifs
zootechniques pour améliorer la valeur nutritivédadeation et les performances de production
des animaux de rente. Elles peuvent réduire leitéxde I'AFBLlin vivo (Abousadi et al.,
2007, Baptista et al., 2002, Celyk et al., 200&nfty et al., 1993) mais n’agissent pas en
gualité d’agents adsorbants. Des études récentetuites chez le mouton ont montré que
I'apport en levureéscne réduit pas la biodisponibilité de 'AFB1 etld@TA (Battacone et al.,
2009, Blank and Wolffram, 2009). C’est égalementds de certaines préparations a base de
D-mannose extraits de la couche externe de la mhr@&c utilisées comme additifs pour
renforcer les défenses immunitaires des animaukn@@nd Privulescu, 1998). Ces extraits
de parois de levure appelés Mannanes-oligosacesasioht doués de propriétés détoxifiantes
vis a vis de 'AFB1 (Baptista et al., 2004, Zaghatial., 2005b) mais ne séquestrent pas la
toxine et ne sont pas considérés comme des agentitdxicationsensu stricto(EFSA,
2009).

Les agents adsorbants a base de paroi de levureegreupent que certaines
préparations qui contiennent I@sD-glucanes de la couche interne 8e Les propriétés
d’adsorption de ces préparations expliguent guselent généralement incorporées dans la
ration expérimentale du bétail & des niveaux dlisicn trés bas pour diminuer les effets des
mycotoxines, variant de 0.05% a 0.1% chez les esp@&tonogastriques et a des taux
supérieurs, jusqu’'a 0.2% chez les ruminants. Ail@rénce des agents inorganiques, les
préparations de parois de levures n’affectent @dsddisponibilité des nutriments (minéraux,
vitamines et acides aminés) et sont classé « GgnBegarded As Safe » (GRAS) pour une

utilisation comme additif.

» Les extraits de parois modifiées de levures

L’identification de la structure responsable desEquestration des mycotoxines a
conduit a la fabrication de préparations indudaseh base d’extraits de parois modifiees de
levures. Le produit que nous avons testé est ldenees préparations commercialisée sous le
nom de MTB-100™ ou Mycosorb™ (Alletch, S.A.). Le bbsorb est un mélange @e
glucanes isolé de la soucBe 1026 dont la structure est altérée par stressigherdurant la

croissance de la levure. Les groupements hydroxigesrésidus de glucoses et de mannoses
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de ces parois subissent une estérification en merése’alcool, augmentant la surface

accessible a I'adsorption physique des mycotoxines.

Le Mycosorb a été testé sur plusieurs mycotoxinegtro : Il est capable de fixer
efficacement 'AFB1, la ZEN, et les fumonisines,isavec une affinité moindre pour les
autres mycotoxines, I'OTA, le Nivalenol (NIV) et T2 (Devegowda, 2000 ébleau 7). Le
Mycosorb a été également efficace dans la séqtiestides alcaloides de I'ergot de seigle et
des endophytes (Dawson et al., 2001, Devegowda é988b, Newman, 2000) ou encore de
l'aurofusarine, une toxine deusariumidentifiée dans les blés cultivés en Ukraine (Bkar
et al., 2003).

Le Mycosorb est capable de séquestrer les mygmwsexians les conditions simulant
celles de l'appareil digestif des animaux. Sonceffité est dépendante de I'acidité et le
pouvoir tampon du milieu (Devegowda et al., 1998).pH optimal de la séquestration des
aflatoxines est a 4 (Dawson et al., 2001) alorsaphei de 'OTA est a 6.5 (Devegowda et al.,
1998a). Une élévation du pH du liquide ruminal iéflartement la séquestration de 'AFB1

par le Mycosorb (Moschini et al., 2008).

Le Mycosorb a été testé sur plusieurs mycotoximessivo: son efficacité de
détoxication contre 'AFB1 a pu étre démontrée chexz principales especes d’élevage
(Tableau 8. Cet agent adsorbant réduit significativementd#sts de I'aflatoxicose a des
niveaux d’exposition extrémes de 0.1 a 2 pg/Kgiaiaht chez les volailles. (Banlunara et al.,
2005, Girish and Devegowda, 2006, Karaman et @052 Le Mycosorb, lorsqu’il est inclus
dans la ration du porc, atténue la toxicité hépatigrovoquée par une exposition prolongée a
de faibles doses d’AFB1 (jusqu'a 1.9 pg/kg d'alithehes effets s’accompagnent d’'une
restauration de lI'immunité a meédiation cellulairemsilée par injection d’ovalbumine
(Meissonnier, 2009).

L’efficacité in vivo du Mycosorb n’est pas démontrée contre les ockiras.
Cependant, l'ajout d’adsorbant réduit les effetaind’ exposition alimentaire multiple
combinant les ochratoxines avec d'autres mycotexicbez le poulet (aflatoxines et
fusariotoxines) (Aravind et al., 2003; Raju and Bgawda, 2002).

Les études de I'évaluation de I'efficacité du Mgoth se sont largement focalisées sur
les fusariotoxines. L’inclusion du Mycosorb dansrdéion contaminée prévient I'apparition
de nombreux symptdmes d’intoxication provoqués’paposition a la T2 ou a l'aurofusarine
chez la volaille (Dvorska et al., 2007, Dvorskakt 2003, Dvorska and Surai, 2001, Girish
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and Devegowda, 2006) et chez le porc (Meisson@@09). L'ajout de Mycosorb permet de
limiter les effets toxiques des fusariotoxines eglange (DON, acetyldeoxynevalenol
(ADON), ZEN, acide fusarique (FA)). Les effets bitepdes sont variés et observés sur la
réponse lympho-proliférative stimulée par inocwati d'agents infectieux viraux et
parasitaires chez le poulet (Girgis et al., 2008gahi et al., 2006). Chez la dinde, I'adsorbant
empéche l'augmentation du poids de la bourse deidiab et I'inhibition de la réaction
d’hypersensibilité cutang&irish et al., 2008).

A la différence des especes monogastriques, gasdfEtudes ont été menées pour
evaluer l'efficacité du Mycosorb chez le ruminaftucune étude n'a été réalisée pour
mesurer ses effets sur la biodisponibilité des atoines. Les effets bénéfiques du produit
n'ont été rapportés que chez la vache en lactatiposée aux fusariotoxines (Korosteleva et
al., 2007) et aux aflatoxines (Diaz et al., 2004»s mesures effectuées par Korosteleva et al.,
(2007) montrent que lI'addition de Mycosorb permetretrouver un niveau de concentration
normal en urée, sodium, protéines totales plasmetioCelles de Diaz et al., (2004) indiquent
qgue les quantitées d’AFM1 transférées dans le @it $ortement réduites par I'ajout de la
paroi de levure.

Les résultats de ces étudesvivo suggerent la stabilité des complexes [parois de
levure-mycotoxines] dans le tractus digestif daii@al mais doivent néanmoins étre validés
par d’autres étudan vivo permettant d’évaluer la capacité réelle de cebrddsmt organique a
diminuer la biodisponibilité des aflatoxines et aehratoxines. C’est I'un des objectifs de

mon travail de these.

3. Evaluation de l'efficacité de détoxication desa  gents adsorbants

a. Etudes in vitro

Ces études réalisées en solution tamponnée ontbpbul’avoir une réponse rapide
sur la capacité de I'adsorbant a fixer les mycatesi Elles sont utiles pour le criblage de
plusieurs adsorbants ou pour déterminer les camditoptimales de séquestration, notamment
en termes de pH. Les approches ont également i§&&aeg pour élucider les mécanismes
d’adsorption des parois, démontrant le role gi€sglucanes des levures (Yiannikouris et al .,

2003) et du peptidoglycane des bactéries fermestéitiderkorn et al., 2009).
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Cependant lanise en évidencm vitro de I'adsorption d’une mycotoxine ne constitue
pas a elle seule une preuve de l'efficacité d’'usodohnt chez I'animal. Les conditioirs
vitro simulant par exemple celles du TGI ne sont pagpewables: 'absence de péristaltisme,
les sécrétions salivaires et les sucs biliaireyg@eiumodifier I'efficacité de I'adsorbant d’ou

la nécessité de valider les résuliatsitro par des études chez I'animal.

b. Etudes in vivo

L’efficacité de détoxication d’'un agent adsorbapt dycotoxines est définie par sa
capacité a se lier aux mycotoxines empéchant lesorption gastro-intestinale et réduisant
ainsi les effets toxiques chez l'animd&idqure 10). Elle peut étre évaluée de 2 manieres
différentes : (1) soit sur la base de critéres apécifiques, c'est-a-dire par la mesure des
performances ou des effets toxiques sur l'aninkadc@dré 1), (2) soit la base de criteres
spécifiques, c’est a dire la mise en évidence dayleotoxine ou de ses métabolites dans les

différentes matrices.

i. L’évaluation par les critéres non spécifiques

La majorité des travaux sur l'efficacité des agedesdétoxication sont basés sur la
mesure de ces criteres avant et aprés expositisiagit de mesurer les parameétres globaux
non sensibles comme les performances animalestexik@té générale mais ces évaluations
n'apportent pas la preuve formelle d'un lien enlae capacité de séquestration et la
détoxication. Les bénéfices relevés peuvent étribaés a l'interaction de I'agent adsorbant
avec les mycotoxines mais aussi a ses effets sateadssociés. En effet, certains composeés
pariétaux de levure comme IBsD-glucanes sont doués de propriétés anti-oxydgdsehrig
et al., 2008), ou prébiotiques par les mannandigdsarides (Baurhoo et al., 2009,
Bruemmer et al., 2010) ou encore immunomodulatridegman et al., 2008) et, pourraient
donc entrainer une diminution des effets toxiquess dnycotoxines sans que leur
biodisponibilité ne soit significativement modifiée

C’est pour cette raison que les évaluations basdredes critéres non spécifiques font
appel a des protocoles incluant un lot avec lestagedsorbants en absence de mycotoxines.

Dans ces études, les mesures sont réalisées dte gquaupes d’animaux recevant:
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- Une alimentation non contaminée
- Une alimentation non contaminée avec agent adabrb
- Une alimentation contaminée sans agent adsorbant

- Une alimentation contaminée avec agent adsorbant.

i.1 Les mesures des performances animales

Il est possible de tenir compte des performaneekadimal pour évaluer I'efficacité
d’'un adsorbant du fait que ces parameétres peuvsninédifiés en cas de stress chronique
provoqué par l'ingestion de mycotoxines.

Les éleveurs et les industriels s’appuient gépéraht sur de bons résultats
zootechniques pour conclure a l'efficacité d’'unabtant, mais les faits peuvent parfois les
contredire. Les données de la littérature montsenivent que ces parametres ne sont pas
répétables. Par exemple, I'addition de parois deirts dans la ration contaminée en
aflatoxines (2 ppb) améliore significativement kgids et la conversion alimentaire chez le
poulet (Girish and Devegowda, 2006). En revanclaitaes études utilisant des doses moins
importantes d’AFB1 (0.184 ppb) ne montrent aucdetgfar 'analyse des mémes parametres
zootechniques (Kamalzadeh et al., 2009). Des oasens similaires ont été faites chez le
poulet exposé a la T2 (Diaz et al., 2005, Girisld &evegowda, 2006), chez le porc
contaminés par du DON (Diaz-Llano and Smith, 20#)7) ou chez le cheval recevant un
mélange de fusariotoxines (DON+ADON+ZEN+FA) (Raymat al., 2003, 2005).

L’évaluation de l'efficacité des adsorbants par nase en évidence des effets
zootechniques reste imprécise méme lorsque lesaaminmgerent de l'aliment fortement
contaminé. Pour réduire les performances de pramudu vison, Bursian et col., (2004) ont
utilisé des concentrations de mycotoxines supégewr celles quon retrouve dans les
aliments contaminés naturellement. Dans cette ¢tudrin effet négatif n'a pu étre observé
sur les animaux exposés a de la moniliformine (@) pde la ZEN (30 ppb), ou des FB (300
ppb). Seule I'administration d’ochratoxines a 2(brg/kg d’aliment entraine une diminution
des quantités ingérées conduisant jusqu'a 23%rtke ¢ poids vif des animaux apres 8 jours
d’exposition. L’ajout de parois de levures a 0.28hglla ration est inefficace a ce niveau de
contamination et n'empéche pas la baisse des peafaes zootechniques.
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L’étude des parameétres zootechniques conduit géendéeat a l'absence de
conclusions sur l'efficacité des adsorbants chemiteinant (Korosteleva et al., 2007). Les
criteres de performance de production laitiére s et qualité du lait) ne permettent pas
d’évaluer l'efficacité des parois de levures visisides aflatoxines chez le bovin (Kutz et al.,
2009, Waltman, 2008). Seule la baisse de la constimmd’aliment a pu étre rapportée par
Stroud et al., (2006) chez la vache laitiere repseuae dose quotidienne de 0.17 ppb d’AFB1.
Dans cette étude, I'ajout de parois de levures580dans la ration ne modifie pas le

comportement alimentaire de I'animal.

i.2 Mesure de la toxicité générale

L’efficacité d’un adsorbant peut également étralé®e par I'étude de l'altération d’'un
organe ou la perturbation d’une ou plusieurs famgide I'organisme de I'animal exposé aux
mycotoxines.

En pratique, les mesures toxicologiques, généeiéntombinées aux mesures
zootechniques, ne sont pas plus pertinentes pger file I'efficacité d’un adsorbant, celle-ci
pouvant varier de facon importante d’'un paraméteecologique a l'autre. Par exemple,
'administration de parois de levures entraine efésts bénéfiques au niveau histologique et
immunologique chez le poulet exposé a de l'alincemtaminé par de I'aflatoxine (Banlunara
et al., 2005, Girish and Devegowda, 2006, Karantah..e2005) mais n’est pas suffisant pour
freiner la déplétion en anti-oxydants plasmatig(eamines, caroténes) et la peroxydation
lipidique des erythrocytes dans des conditionsgbsikions similaires (Cinar et al., 2008).

Les effets de I'adsorbant ne sont pas toujoursotkpmtibles. L’'analyse histologique
de I'intestin gréle chez la dinde exposée a demit®xines révele que les effets de parois de
levure sur la réduction des altérations morphologggdu duodénum sont observés chez
I'animal en croissance mais pas au stade de I'essgnaent (Girish and Smith, 2008).

Les effets observés sur un méme individu sont géer@ent limités a quelques
parametres. Il apparait dans la quasi-totalité tasaux que de nombreux signes
d’intoxication subsistent chez les animaux tradagsec I'agent adsorbant (Girish and Smith,
2008, Girish et al., 2008). A titre d’exemple, khtion de parois de levures peut agir sur le
profil d’expression de certains neurotransmetteershypothalamus chez poulet ou du cortex
et du pont de Varole chez le porc mais sans inténaur les changements opérant dans

d’autres régions de leur cerveau (Swamy et al.,420Bwamy et al.,, 2002). Cette
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hétérogénéité des résultats rend souvent les catifpardes bilans toxicologiques
difficilement exploitables et nuance la notion @iedcité pour chaque espece aviaire, porcine

Oou ruminante.

Les paramétres toxicologiqgues ne sont pas sensibles doses d’exposition
compatibles avec les niveaux de contamination aektuwle l'alimentation animale. Il est
souvent nécessaire d’'analyser un nombre imporamadables pour mettre en évidence les
effets d’'un adsorbant sur la santé animale (Swatal.£2002, Swamy et al., 2003). Dans
certains cas, I'exposition prolongée a de faiblesed de mycotoxines n’entraine aucune
conséguence sanitaire et rend impossible I'évalnade I'efficacité du traitement adsorbant
(Battacone et al., 2007). Chez le modele ruminiast,manifestations cliniques ne sont pas
observées (Martin et al., 2010), méme a des dogesriantes du fait de la résistance de ces
animaux a la toxicité des mycotoxines. A notre @ssance, aucune étude toxicologique n’'a
permis d’apporter la preuve de l'efficacité descadants organiques lors d’'une exposition
aux aflatoxines et aux ochratoxines chez le runtinkBlinique travail publié concerne la
vache laitiere recevant simultanément de faiblesesode DON, d’ADON et de ZEN
(Korosteleva et al., 2007).

Malgré la richesse et I'abondance de la littératwgeentifiqgue, I'évaluation par les
parametres non spécifiques reste limitée pour déraer I'efficacité des agents adsorbants
de mycotoxines in vivo du fait que cette approdteeu précise et peu fiable. Pour connaitre
la capacité réelle d’'un adsorbant a réduire la bismbnibilité d’une mycotoxine dans
'organisme animal, il est indispensable de précisen efficacité par la mesure de critéres

plus spécifiques.

i L’évaluation par les critéres spécifiques

A la différence de l'approche zootechnique ou dolagique, I'évaluation par les
critéres spécifiques permet d’étudier le deveniladaycotoxine et/ou de ses métabolites dans
les différentes matrices biologiques. L’évaluatide I'efficacité des agents adsorbants est
généralement mesurée en comparant I'excrétiondétalrinaire.

L’analyse simultanée de l'urine et des féces estritére d’évaluation spécifique le
plus pertinent. Il donne une indication sur la diénde mycotoxines absorbée dans

I'organisme et celle fixée par I'adsorbant et élige dans les feces.
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L’étude d’excrétion peut étre complétée par launesles parametres toxicocinétiques
au niveau sanguin notamment la concentration mdg&ir@@max) et I'aire sous la courbe
(AUC) (Figure 11) qui permet de caractériser plus spécifiquemestitef de I'adsorbant sur

I'absorption des mycotoxines.

Pour les ruminants laitiers, I'efficacité est pipalement évaluée par le transfert des
mycotoxines et/ou de leurs métabolites dans le lattransfert dans le lait se mesure a
I'équilibre des concentrations (EQigure 12). Cet état d’équilibre ou phase plateau désigne
le taux maximal et constant que peut excréterahien lactation suite a une administration
répétée de mycotoxines a intervalles réguliers. éexample, 'EC de I'AFM1 dans le lait
apparait entre 3 et 9 jours d’exposition a de I'AFBelon les modeles expérimentaux
(Battacone et al., 2003).

A ce jour, peu de données sont disponibles connttaa évaluations de I'efficacité
des agents adsorbants organiques par les critgéedfigues. La principale raison est le co(t
economique de ce type d’expérimentation. La qu#ailité des études sur ruminants a porté
sur le transfert d’AFM1 dans le lait de bovins deg laitiere Tableau 9. Les évaluations ont
été conduites essentiellement sur les parois derdeva des doses d’exposition d’AFB1
variant de 0.00345 ppb a 0.17 ppb. Dans ces e$sdmx d’AFM1 excrété dans le lait des
animaux exposeés a des doses supérieures a 0.1AFB1dreste inchangé lorsque la paroi de
levure est administrée a une forte concentratiams da ration (0.5%) (Kutz et al., 2009,
Stroud, 2006). En revanche, les études utilisastdibses d’aflatoxines proches des teneurs
réglementaires (<0.055 ppb d’AFB1) montrent queldiion des parois de levures a des
concentrations utilisables dans l'alimentation aden(0.05%) réduit jusqu’a 58.5% le taux
d’AFM1 excrété dans le lait (Diaz et al., 2004; Meso et al., 2007).

Aucune des évaluations menée sur les parois deckeviia été réalisée en utilisant la
mesure de la balance d’excrétion des mycotoxinese¢fvs urine). Les seules mesures
réalisées concernent le suivi des mycotoxines tlngculation générale et les organes sur
des espéces animales monogastriques (Meissonfi@®, Zaghini et al., 2005b). Dans ces
études, la comparaison du taux d’OTA dans le plasentoie et le muscle de poulet ou du
taux d’adduits d’AFB-albumine plasmatique chez decpn’ont conclu a aucune efficacité des

parois de levure.
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L'utilisation des adsorbants organiques pourraiteépotentiellement adaptée a la
détoxication de l'alimentation du ruminant. Cepentjdes études réalisées jusqu'a présent
pour évaluer I'efficacité des ces produits sonuifisantes pour justifier une application en
alimentation animale. D’autres mesures, telles pseparametres toxicocinétiques sanguins
et la balance d’excrétion urinaire et fécale soatessaires afin de confirmer la réduction de

la biodisponibilité des aflatoxines et des ochrétes dans I'organisme animal.
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Problématique et objectifs de la these

La présence des mycotoxines dans les productiapstalés constitue un probléme de
gualité et de sécurité alimentaire. Pour cetteoraikes pays de I'union européenne ont adopté
une réglementation commune fixant les teneurs mabesnen aflatoxines et en ochratoxines
dans l'alimentation animale et instauré des coesr@tricts afin d’abaisser les niveaux de
contamination des aliments commercialisés et deitdiml'importation de denrées
contaminées. Cependant, l'alimentation du bétdilégmlement composée d’aliments non
commercialisés, ce qui est souvent le cas pour rigsinants laitiers. Ces denrées,
généralement produites et consommeées a la ferrhapgent a la réglementation européenne
et aux contréles et présentent un risque potedielcontamination par les mycotoxines
(EFSA, 2004a).

La complexité du régime alimentaire est un factggravant le risque d’exposition du
ruminant. Les données disponibles montrent queaiosrtlots d’aliments industriels
(concentrés, compléments alimentaires) peuventenontles taux élevés de mycotoxines
(Sacca et al., 2009). Le mais et les ensilagesais, qui constituent une part importante de la
ration du ruminant laitier, présentent un risqu@pseémentaire d’apport de mycotoxines
(Giorni et al., 2007). L’alimentation du ruminantlus également d’autres ingrédients a base
de fourrages, des farines de protéines, de co-fisodui augmentent la probabilité
d’exposition par plusieurs mycotoxines (Boudralet2909, Morgavi et al., 2008).

Les aflatoxines et les ochratoxines peuvent éwterpiellement présentes dans
'alimentation du ruminant a des teneurs varialsielsn la composition et la provenance des
ingrédients de sa ration. Les conséquences éconemide ces contaminations, peuvent étre
dues a une diminution des performances animales régalement a différents codts
supplémentaires (achats de compléments alimentas@iss vétérinaires). La présence
d’'aflatoxines et d’ochratoxines dans la ration pé&galement avoir des conséguences
sanitaires chez le ruminant a cause des effet§ndedtion répétée des mycotoxines lors de
multi-contamination. De plus, la contamination deproduction laitiere, méme a de trés
faibles teneurs, présente un risque pour la sécalitnentaire du consommateur qui ne doit
pas étre négligé. Les impacts économiques et gasitangendrés par les mycotoxines, a
court ou a long terme sont difficilement mesurabiegs suffisamment préoccupants pour
justifier I'emploi de méthodes de prévention et digoxication aux différentes étapes de

I'élaboration des aliments destinés aux ruminants.
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Le respect de bonnes pratiques de cultures ebudgeovation par le fermier permet
d abaisser et de maintenir la contamination des mtaxhs végétales a des niveaux faibles.
Cependant, ces efforts de prévention ont des kmée sont insuffisants pour éliminer

totalement les mycotoxines de I'alimentation aninal

Pour limiter les risques d’exposition du ruminpat son alimentation, il est nécessaire
de disposer de moyens de détoxication capablesuteatiser les mycotoxines présentes a de
faibles teneurs dans la ration et applicables aqugekpit le régime alimentaire de I'animal.
L’'ajout d’adsorbants minéraux dans l'alimentation duminant est une méthode déja
employée dans ce but. Les propriétés d’adsorptoned composés permettent de retenir les
mycotoxines dans le TGl des animaux et de rédeinesleffets sur I'organisme. Cependant,
leur usage n’est envisageable que pour la détaxcales aflatoxines. Les adsorbants
minéraux sont peu efficaces vis-a-vis des autresotoyines, notamment 'OTA (Kabak et
al., 2006). Par ailleurs, ce sont des adsorbanmisspécifiques. L’ingestion par I'animal peut
entrainer la diminution de I'absorption digestive micronutriments, comme les vitamines,
les minéraux et les acides aminés essentiels elugena des effets de carences sur le long

terme (Huwig et al, 2001).

Les recherches actuelles tendent a privilégierstestégies plus douces utilisant les
propriétés biologiques des microorganismes pouddgoxication de Il'alimentation des
animaux d’élevage. Ces agents organiques, notamieertactéries et les levures, peuvent
dégrader ou séquestrer plusieurs mycotoxines emit@s in vitro. Par ailleurs, ils
présentent moins d’inconvénients que les autresépiés en raison de leur faible taux
d’inclusion dans l'aliment. De plus, le traitemede I'alimentation animale par ces agents
organiques peut avoir des effets bénéfiques supdemrmances zootechniques comme la
digestion (Chaucheyras-Durand et al., 2008) eida bBtre en modulant I'acidose (Chung et
al., 2011) et en stimulant le systeme immunitaieel’dnimal (Volman et al., 2008). Les
agents organiques apportent également d’autrediténét peuvent étre utilisés comme des
conservateurs de l'aliment (Dicks and Botes, 2®4dlzer et al., 2003) ou des inhibiteurs de

la croissance des moisissures toxicogenes (Munalz, 011).

La méthode la plus prometteuse pour la détoxisat® I'alimentation du ruminant est
celle qui fait appel aux adsorbants organiques ceras extraits de parois de levures. Leur

application dans la ration alimentaire apparait m@nune alternative efficace aux adsorbants
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minéraux. La capacité de séquestration d’'une lgegeme de mycotoxines, les aflatoxines,
les ochratoxines et les fusariotoxines rend I'sailion des adsorbants organiques souhaitable
dans les conditions d’alimentation des ruminants laucontamination par plusieurs

mycotoxines est fréquente (Boudra et al., 2009).

Bien que quelques produits commencent a apparslitrde marché, la plupart des
adsorbants organiques sont en développement dt ét@mvalués que par des étuntesitro
qui ne refletent pas toujours I'efficacité vivo des produits testés. D’autre part, la quasi-
totalité des évaluations vivo portant sur I'efficacité des adsorbants organicoes appel
notamment aux mesures de la production animale & tbxicité générale. La mesure de ces
parametres présente de nombreux inconvénients iduigudals ne sont ni spécifiques, ni
sensibles méme a des doses importantes. Ces paametpermettent généralement pas de
conclure a l'efficacité des adsorbants organiquedre les principales mycotoxines chez le
ruminant, en particulier celles qui sont fortemeléigradées par le microbiote du rumen
comme I'OTA. Pour évaluer l'efficacité d’'un adsonibae fagon spécifique chez le ruminant,
il est nécessaire de doser et de suivre les myec@®xdans les difféerentes matrices

biologiques de I'animal.

Tres peu d’information est disponible sur la mamidont les adsorbants organiques
peuvent modifier les parameétres toxicocinétiqued'extcrétion des mycotoxines chez le
ruminant laitier. Aucune évaluation n'a été réaiggr un suivi complet des mycotoxines
et/ou de leurs métabolites dans les différentegiceat biologiques. La majeure partie des
travaux chez le ruminant a été focalisée sur lesteat dans le lait. Ces études ne concernent
gue certaines mycotoxines ou leurs métabolites uudtre excrétés dans la matrice comme
'AFML1. L’efficacité des adsorbants organiques faaais été démontrée chez le ruminant
par la comparaison des profils d’excrétion fécalersmaire de 'AFB1. Les études réalisées
jusqu'a présent ne permettent pas de savoir sagests organiques testés sont réellement
capables de séquestrer les mycotoxines dans ledé&lanimaux, en particulier chez le

ruminant.

En Europe, I'emploi d’additifs pour la détoxicatioles mycotoxines en alimentation
animale est soumis depuis le 12 mai 2009 a unendgitation qui ne reconnait que les
composés ayant démontréne capacité a réduire ou supprimer I'absorptiomprmpouvoir

I'excrétion des mycotoxines ou modifier leur motketibn’(Directive 386/2009/CE). Face a
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une législation plus contraignante et les enjeuso@és a l'application des additifs en
alimentation animale, il est important de mieuxacéériser les effets des agents adsorbants
organiques sur la biodisponibilité des mycotoxiclesz les animaux d’élevage.

L’objectif de mon travail de these est d’évaluafficacité d’un adsorbant a base de
parois de levure a réduire la biodisponibilité ‘@fldtoxine B1 chez le ruminant.

Mais avant d’envisager une étude chez un modetaam’élevage, il était nécessaire
de validerin vivo chez le rat les résultats des études menées ssédaestration des
mycotoxines par cet adsorbables essais préliminaires ont été réalisés a faiibses de
mycotoxines compatibles avec les teneurs retroud@s [|'alimentation des animaux
d’élevage. Ces essais ont consistés a mettre ea phatest chez le rat permettant de suivre la
distribution de 'AFB1 et de I'OTA dans la circuiah générale (sang / plasma) et les
différentes voies d’excrétion (urine et feces) parmarquage radioactif. L’administration de
toxines radiomarquées permet de quantifier lesnsxidans les matrices en un temps limité
en s’affranchissant des méthodes analytiques glassitrop lourdes a mettre en place. Ce
travail a bénéficié de I'expertise du laboratoiiedfique des Xénobiotiques de la faculté des
Sciences Pharmaceutiques de Toulouse, Franceapeacticipation du Pr. G. Houin et du Dr.
P. Gandia pour la mise en ceuvre de I'étude sur deléte rongeur et le dosage des
mycotoxines dans les matrices selon des techniquigschimiques.

Une fois la preuve du concept obtenue chez leura, validation a été réalisée en
utilisant la brebis laitiere comme modele expéritabrnPour cet essai, seule I'AFB1 a été
choisie comme mycotoxine d’étude. Les effets daskabant ont été étudiés en comparant les
profils d’excrétion de I'AFB1 et de son métabolittFM1 dans l'urine, les feces, le lait du
ruminant a la suite d’'une exposition répétée dalamient contaminé. L'essai sur le modéle
brebis a nécessité de nombreuses mises aux polatsadidation des méthodes de dosage des
aflatoxines dans les différentes matrices biologgjpar des techniques de chromatographie

liquide haute performance (CLHP).
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EVALUATION DE L’'EFFET D'UNE PREPARATION DE PAROI S DE
LEVURE SUR L’ABSORPTION GASTRO-INTESTINALE DE L'AFB 1
ET DE L'OTA CHEZ LE RAT

PublicationModification of aflatoxin B1 and ochratoxin A togkinetics in rats administered
a yeast cell wall preparaticRrood Additives and Contaminanisl. 27, No. 8, August 2010,
1153-1160.

51



Partie expérimentale

T&F
RESEARCH ARTICLE

Modification of aflatoxin B1 and ochratoxin A toxicokinetics in rats

administered a yeast cell wall preparation

S. FIRMIN?®, P. GANDIA®, D.P. MORGAVE, G. HOUIN, J.P. JOUANY, G.
BERTIN®and H. BOUDRA"

4INRA, UR1213, Unité de recherches sur les Herbiso@entre de Clermont-Theix, F-63122 Saint Genés-
Champanelle, France "Alltech-France European Regulatory Departmet92593 Levallois-Perret, France ;
¢ Laboratoire Cinétiques des Xénobiotiques, Facdéé Sciences Pharmaceutiques, Université Paul &abat

Toulouse 3, Toulouse 31062 cedex 9, France

(Received 06 April 2009, final version received 22 March 2010)

52



Partie expérimentale

Abstract

The cell wall ofSaccharomyces cerevisiaan bind mycotoxins in vitro but there is scartf@iimation on
whether this property decreases the absorptionyabtoxins in vivo. The effect of a yeast cell wateparation
(YCW) on toxicokinetics and balance excretion (aramd faeces) of aflatoxin B1 (AFB1) and ochrataXin
(OTA) was tested in rats after oral administratidreach toxin. ThéH-labelled mycotoxins were used at low
doses. Co-administration of YCW with AFB1 decrebfee extent but not the rate of absorption. Coealy,
radioactivity excreted in faeces increased by ups% when compared to controls, whilst the excretiourine
decreasedy(< 0.05). The effect of YCW on OTA was less markathough it increased radioactivity excretion
in faeces (up to 16%y < 0.05) it did not result in changes in urine aoxidokinetic parameters. The in vivo
effect is in agreement with the reported in vitioding ability for these toxins (AFB1 > OTA). lronclusion,
these results indicate that YCW could be usedatept monogastric animals against exposure to letag

levels of selected mycotoxins.

Keywords: aflatoxin B1; ochratoxin A; yeast cell wall; detbgation; adsorbing agent; toxicokinetics; rat
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Introduction

Mycotoxins are secondary fungal metabolites coms@ind in foods and feeds
(Placinta et al. 1999; Garon et al. 2006; Bindeale2007) Many of these secondary
metabolites are toxic to humans and animals, affgttealth, reducing animal performance
and causing substantial economic losses. Thecapipin of good agricultural and storage
practices can reduce contamination but some factmgibuting to fungal development, such
as climatic conditions, are beyond human contrdlthe absence of mycotoxins in the ration
of farm animals cannot be fully assured. Presefoaycotoxins in feeds is of concern in
livestock production as it poses a risk for aninaadd also for consumers if toxic molecules
are transferred into animal products. In most tees contamination levels of aflatoxin B1
(AFB1) in feeds are regulated and thus, highly-aonbated feeds are not normally given to
animals. However, contamination levels just betbe/legal limit may still have a negative,
long-term impact on production. In addition, omafigoroduced feeds are seldom controlled,
which may result in higher than tolerable mycotoxigestion.

Several methods have been investigated for thpaaty to remove, or reduce,
mycotoxins in contaminated feeds (reviewed by Jp2&®7). Some physical and chemical
treatments such as the use of ammonia are expessumply not adapted to the treatment of
feeds destined for livestock (Niderkorn et al. 200¥he use of products, which could be
defined as mycotoxins inactivators, to reduce giigwor of mycotoxins in the gastrointestinal
tract of animals, is one such practical alternatwnch is currently receiving increased
attention. Among these products, organic adsost&ith as yeast cell wall (YCW) have
been shown to rapidly form complexes in vitro witlgcotoxins (Devegowda et al. 1998).
Feeds multicontaminated by mycotoxins are frequetite field (Scudamore et al. 1998;
Mansfield et al. 2008) and the ability of YCW tadiseveral mycotoxins makes them
suitable for use under practical feeding conditiolmsvivo studies have shown that YCW can
reduce the adverse effects of mycotoxins in diffeemimal species; swine (Swamy et al.
2002), horse (Raymond et al. 2003), laying hen®CHury et al. 2005), and dairy cows
(Korosteleva et al. 2007). In these studies thexdliecation efficiency of YCW has been
mainly evaluated on the basis of animal performam#or the absence of toxicity, but the
precise mechanism responsible for the beneficfatebf this additive has not yet been
clearly demonstrated. In lactating dairy cows ndng AFB1, a decrease in the excretion of
aflatoxin M1 in milk was observed in some studiegg et al. 2004; Masoero et al. 2007) but
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not in others (Stroud 2006; Waltman 2008; Kutzle2@09). A decrease in milk carryover
suggests that mycotoxin absorption was impaired.

The purpose of this study was to evaluate the effea YCW-based preparation on
AFB1 and ochratoxin A (OTA) toxicokinetics in rat&FB1 and OTA were chosen as they
are the two most common mycotoxins found in feedbkwahich can cause a variety of toxic
responses in animals, including nephrotoxic, hapato, teratogenic, and carcinogenic
effects. Mycotoxins werdH-labelled and radioactivity was monitored in fagagrine and
plasma following oral administration. The YCW puoatiwas tested at two different doses
and mycotoxins were used at relatively low con@dins and in a single dose (< 1% LD50)

to prevent overt perturbations of liver and kidresyctions.
Materials and Methods

Chemicals

Non radioactive AFB1 and pentobarbital sodium warechased from Sigma Chemical
(St Quentin, France).’fi]-AFB1 (two different lots were used with a spécictivity of 6.9
and 17.5 Ci/mmol; 97% and 98.6% purity) afid]JfOTA (specific activity: 5 Ci/mmol;
99.6% purity) were supplied by Hartmann Analytio{tH, Braunschweig, Germany) in
methanol and ethanol solutions, respectively. Alstolution of non radiolabelled AFB1 was
prepared in methanol at a concentration of 0.2 mmgReady Safe™ LSC cocktail was
supplied by Beckman Coulter (Villepinte, Francejusne-358 by Perkin-Elmer
(Courtaboeuf, France). A preparation composedadified cell walls extracts of
Saccharomyces cerevisiagain 1026 was provided by Alltech Inc. (Yeastl @éall (YCW),
purity 90%, batch No FR71535-1, Nicholasville, A3. YCW was used as a suspension in

0.9% NacCl at a concentration of 20 mg/ml. Suspersswere freshly prepared before use.

Animals and administration of mycotoxin

Eight week-old male Sprague-Dawley (2680 g) rats were purchased from Depré
Centre (Saint-Doulchard, France). Rats had freesacto water and were fad libitumwith
certified 2016 Teklad Global 16% Protein RodenttDiarlan Inc, Wi, U.S.A.). The animal
room was environmentally controlled, animals warved with 12 hours light each day
with the temperature range maintained between 28 &, and a relative humidity range of

40-55%. Studies were conducted in accordancetivtapplicable national and European
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guidelines and regulations for experimentation \aitimals (seéttp://www2.vet-

lyon.fr/ens/expa/acc_regl.htrfar details).

Mycotoxins were administered by gavage throughstrgaintubation at a constant
volume of 2 ml of a dose solution per kg of BW. elgxact amount administered was
determined by weighing the dosing syringe befork a&fter gavage. Feed was removed from
cages 12 h before gavage and rats were fed adapoét gavage. The dose solution
contained AFB1 or OTA (specific activity: 40 uCi/kfBW) with or without YCW at one of
two concentrations. Stock mycotoxin solutions wdiheted to the desired dose volume with
0.9% NaCl and 0.1M NaHCQor AFB1 and OTA, respectively. For the high dos&FB1
(18.12 pg/kg BW) a 10-fold isotopic dilution waspared by co-diluting®’H]-AFB1
(specific activity: 6.9 Ci/mmol) with non radioldbed AFB1. The YCW suspension was

replaced by a solution of 0.9% NaCl in control aalisn

Study design

The protocol design is presented in figure 1. Atfassay using AFB1 was performed to
optimize the protocol. In this trial a comparidmetween the use of blood and plasma
samples for monitoring absorption was made. Rativdty in urine and faeces was
monitored for up to 15 days to evaluate the mininaathection time necessary to correctly
assess excretion. Two groups of rats were incluelgch group was made up of 3 lots that
received a single dose of AFB1 (40 uCi and 18.1&RgBW) alone (lot 1) or in combination
with YCW at 4 mg/kg BW (lot 2) and 10 mg/kg BW (I8). In group 1, 12 rats (3 per lot)
were randomly and individually placed in metabolisages (U.A.R., Epinay sur Orge,
France). Urine and faeces were collected at 624236 and 48 h, and then every 24 h up to
15 days post dose. Following each collection cagae meticulously rinsed with
water/methanol solution (1/1; v/v) and washing sohs collected in order to evaluate
possible loss of radioactivity due to urine remgnwithin the cages. Each sample (urine,
faeces and recovered washings) were weighed aretistb- 20° C until analysis. Animals
were sacrificed by cervical dislocation followirgetlast collection of excreta. Liver,
kidneys, jejunum, ileum and caecum of six animalsafs control and 3 rats YCW low dose)
were dissected, weighed and aliquots were store2DatC until analysis. Intestinal segments
were processed without their contents. After samgpliscera from each animal were

regrouped with the carcass, homogenized and arthfgedotal body radioactivity.
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In group 2 (n=117; 39 rats per lot) 3 rats werestalit each time point and anaesthetised
by an intraperitoneal injection of 50 mg/kg BW sgadi pentobarbital. Blood (approximately
3 mL) was collected using the vacutaifieystem (Beckson Dickinson) into heparinized tubes
(Beckson Dickinson) by ex-sanguination from theahthal aortic vein at 0 (no toxin), 1, 2,
4,5, 6, 8, 10, 14, 24, 36, 48 and 72 h post dédeer sampling rats were euthanized. An
aliquot of blood was immediately used for analgsslescribed below. The remaining blood
sample was centrifuged (108@, 5 min at 4 °C) and the plasma fraction decamealdlean
tubes and stored at — 20 °C until analysis.

Based on this first study with AFB1 a good corrielatbetween plasma and blood
samples was established, only plasma samples wheeted on the second AFB1 and OTA
studies. In addition, in the second study uring faeces were collected for three days, as the
bulk of the radioactivity was recovered within first 72 h post dosing.

The second AFB1 experiment was conducted using/erldose (0.716 pg/kg BW),
which was provided by’H]-AFB1 alone (specific activity: 17.5 Ci/mmol).hi dose, when
extrapolated to livestock species is in line with European Community limitation of 0.02
mg/kg feed (directive 2003/100/EC). In a similaaywdoses of AFB1 were administered
alone (lot 4) or in combination of YCW at dosesl6f4 (lot 5) and 65.7 mg/kg BW (lot 6),
which were within the range recommended by the Y@®hufacturer for different livestock
species when calculated based on their inclusideed. For the excretion study, 15 rats were
used (5 per lot) and urine and faeces were coleatt®, 12, 24, 36, 48 and 72 h post dosing.
For the absorption study (n=117; 39 rats per gsma was obtained and stored as described
above at 0 (no toxin), 1, 2, 4, 5, 6, 8, 10, 14,381 48 and 72 h post dose.

The OTA study was similar to the second AFB1 stwitir 15 (5 per lot) and 63 rats (21
per lot) used for excretion and plasma measuremeaggectively. Urine was collected for 3
days and faeces for 10 days. OTA was administ@radiose of 3.22 pg/kg BW for a total
radioactivity of 40 uCi per rat alone (lot 7) oraambination with YCW at 16.4 (lot 8) and
65.7 mg/kg BW (lot 9).

Sample preparation and analysis

Before analysis faecal samples were homogenizddasiitied water, 10% (w/w) dilution.
Faecal homogenates (50 mg) were incubated at B¥éfight with 1 ml of solueffe
isopropanol solution (1/1; v/v) and 0.5 ml of 30%@togen peroxide. Blood samples (50 pl)
were treated as faecal samples but were processeddiately after collection in order to
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minimize non-radioactive scintillation counting.ll &amples, i.e. blood, faecal homogenate,
urine (100 pl), plasma (100 pl), and wash watemfroetabolic cages were mixed with 10 ml
of Ready Safe™ scintillation fluid and stabilizegemnight in the dark before counting the
radioactivity in a LS 1801 scintillation countergg&kman Coulter, Villepinte, France). All
samples were analyzed in triplicate, except foolsamples that were analyzed in duplicate.
Tissue radioactivity was measured by liquid sdetibn counting after oxidative
combustion with an oxidizer (Packard 306 OxidiRackard Instruments, Meridien, CT,
USA), using Permafluor E+ MonophaSe@ackard Instruments) as the scintillation cotktai
Viscera and carcase samples (200 mg) were pact@®dehulose combustion cones imbibed
with 100 pl of an organic-based combustion aid smuCombustaifl (Packard Instruments)

and were analyzed in triplicate and quadruplicaspectively.

Toxicokinetics and statistical data analysis

Non-compartmental methods were used to estimat®¥eokinetic parameters of
radiolabelled mycotoxins. The paramet€rsx andTnaxwere observed values defined as the
highest concentration achieved and the required tarachieve it, respectively. AdGswas
the area under plasma concentration versus tinve caalculated by the trapezoidal method
between the first and the last measurable condemiraAUCy.; was the AUG.jast
extrapolated to infinity by the ratio of the lasetasurable concentration to the terminal slope
ke. Elimination constank{) was determined by using the Kinetica softwaredPhase,
Champ-sur-Marne, France, release 419).corresponds to the terminal half-life determined
as the ratio of Neperian logarithm of 2 to the teahslope kg). Due to the experimental
design, it was not possible to conduct a statistinalysis directly on the kinetic parameters
(Lellouch, Lazar 1996). Samples for toxicokingiarameters calculation were obtained from
three different rats at each sampling time. Radiedy values measured in plasma and blood
were compared at each sampling time using non-garaanone-way-analysis of variance
(Kruskal-Wallis test) using SAS version 8 (SAS inde Inc., Cary, NC). The Kruskal-Wallis
test was also used to analyse excretion data (anddaeces). Significance was declared at

the 5% probability level.
Results

No overt toxic effects, sickness or behaviouralraakes were observed in any animals

in any of the studies. In the first AFB1 studyicetttivity values for plasma samples were

58



Partie expérimentale

about half that of blood, but profiles were simitetween both matrices (data not shown).
Although the recovery was lower with plasma, thetmx was used in subsequent studies
because, unlike blood, plasma samples could bedstord analysed all at the same time.
Radioactivity recovered in urine after 3 days apdail5 days following the gavage was
1.3%, which did not represent a large proportiotheftotal. In faeces it represented a larger
fraction of approximately 15%. In both cases, hesveno differences were observed
between treatmentp & 0.05; data not shown), justifying the 72 h cdilec period of later
studies following gavage administration.

Data from all three studies are presented in Tabksd 2, but results in the text for
AFBL1 refer to the low dose study unless otherwiaged. Toxicokinetic parameters are
summarized in Table 1 with an example of plasméilpsofor [*H]-AFB1 (Figure 2).
Radioactivity from AFB1 was detected 1 h after dgsireaching a maximum value at 4 to 5 h
post dosing and decreasing slowly thereafter witklamination half-life T1/,) of about 64 h.
The combination of YCW with®H]-AFB1 altered plasma profiles, namely the absorpt
phase, irrespective of YCW dose. This decreasiecoral bioavailable fraction of AFB1
was not accompanied by modifications of the absamptte. Crhax and AUC were lower in
YCW treated lots when compared to values obtainedspective control groups. The
average decrease of AJgafter co-administration of YCW was approximate8@and was
independent of dose, except for high YCW at théa i§B1 concentration which resulted in
a less marked decrease (Table 1). In contraspatamneters of elimination phadg{andke)
were not influenced by YCW co-administration.

The excretion balance in the presence of YCW (Taplgas in agreement with the
changes observed in the plasma toxicokinetic paemdJrinary excretion of radioactivity
was lower after co-administration of YCW € 0.05), while faecal excretion increased<(
0.05) (Table 2). Excretion in faeces increasedsynuch as 55% when compared to controls
without YCW. The level of YCW inclusion did not¥aany effect on radioactivity
excretion.

In the OTA study this toxin reached a higher maximoncentration than AFB1 in
plasma, resulting in higher calculated AUC paramset€able 1). In contrast, the YCW
treatment showed a less perceptible effect duhegbsorption phase. In YCW treated
animals OTA concentration in plasma was lower tt@mirol animals 1 h after gavage<
0.05). However, beyond 1 h post-gavage OTA comagahs were the same in all three
groups p > 0.05). Although the YCW treatment did not affednary excretion, it increased
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toxin elimination in faece9(< 0.05; Table 2). However, this increase was heagked than
AFB1, approximately 15% compared to 55% for theelat

Metabolic cages were rinsed and the wash waterteduo address the possibility that
urine was not fully collected and a proportion dhary radioactivity was unaccounted for.
Cage contamination was 1.3%, 3.3% and 5.2% ofata¢ tadioactivity excreted for the low-
AFB1, high-AFB1 and OTA experiments, respectivalglfle 2). Whether these values were
added to the urine radioactivity or not did notatfthe results. The effect of YCW on the
level of radioactivity accumulating in rats wasagsd using animals from the first AFB1
experiment. At 15 days post-treatment the resicadibactivity in the carcasses of the
control group was 2.5% £ 0.68 (mean = SD) comp&reld6% = 0.41 for the low YCW
group p = 0.12). Trace amounts of radioactivity (0.005#&ye found in kidneys and
different segments of the gastrointestinal tradie liver accounted for the bulk of viscera
radioactivity with 0.31% + 0.034 and 0.19 + 0.082 ¢ontrol and YCW group, respectively
(p<0.05).

Discussion

Mycotoxin sequestration in the gastrointestinatttiay adsorbing agents such as yeast
cell walls could be a promising strategy to prosegainst the toxic effect of these feed
contaminants. However, there is still scarce im@tion on their effect in vivo. Recent
reports indicate a positive effect on animal prdaucperformance and a reduction of
mycotoxin carryover into milk (Diaz et al. 2004; @tdhury et al. 2005; Korosteleva et al.
2007; Masoero et al. 2007). In contrast, the digbase kind of additives do not always result
in a positive effect on the parameter measure@(8t2006; Waltman 2008; Kutz et al.
2009). The type of yeast could be at the origitheke differences among studies. The cell
wall polysaccharide responsible for mycotoxin bimgdsuch as the alkali insoluble fraction of
B-D-glucans (Yiannikouris et al. 2004b) varies irality and quantity between species and
strains (Nguyen et al. 1998). In addition, it bagn described that for a same strain the
growth conditions and the preparation process émibe the adsorption capacity of yeast cell
wall additives (Pradelles et al. 2008). The inecstesnicy between studies, however, could also
be due to other reasons such as the mode of in@tigo of the preparation into the diet or by
the type of feed and mycotoxin present (Battacarat. 2009; Blank, Wolffram 2009;
Masoero et al. 2009). Trials involving domestimaals involve many variables which are

difficult to control between studies. The lackagpositive response reported in some trials

60



Partie expérimentale

using these mycotoxin adsorbing agents has alsorheperted for other widely used feed
additives such as probiotics or feed enzymes (Besaum et al. 2003; Robinson, Erasmus
2009). ltis clear that more studies are needéxktier understand the underlying factors
inducing this variability and correctly evaluateithefficacy.

The present study, using a rat animal model, shbatsa preparation exclusively
composed of yeast cell walls extracted fr8atcharomyces cerevisiagain 1026
significantly reduces intestinal absorption of AFRls worth mentioning that in the
toxicokinetic model used, rats were in a fastetestdnen the mycotoxin-YCW mixture was
administered. Under natural conditions mycotoxdrescontained in feeds and it is known
that the presence of feeds in the gastrointestiael may affect the bioavailability of
different xenobiotic molecules (Wonnemann et aD@®Disanto, Golden 2009).

The toxicokinetics of AFB1 and OTA were investightesing low mycotoxin doses.
These doses were calculated based on the maximocemivations allowed or tolerated in
animal feeds by the European legislation (2002/8246d 2006/576/CE). In addition, these
low doses are equivalent, in mg per kg BW, to thangjity that could be ingested by farm
animals under normal production conditions. Althotigese mycotoxins have never been
investigated in rats at such low oral levels blaad/or plasma kinetics of both toxins were in
agreement with previous reports. Gale¢rl, (1979) and Coulombe and Sharma (1985)
observed a biological half life of 55 h for OTA a@d.8 h for AFB1 ¥s63-65 h and 50-65h
in the present study) following the oral administa of unlabeled OTA 2.5 mg KgBW and
[*H]-AFB1 600 pg ki BW, respectively. The peak of radioactivity in btbwas reached
between 1 and 4 h following unlabeled OTA oral adstration (Suzuki et al. 1977) and that
of ¥*C-AFBL1 in plasma was reached 1 h after the sameerabedministration (Wong, Hsieh
1978). Discrepancies with literature data were maral may be due to differences in
protocol design.

In the current study results from toxicokinetic graeters indicate that the YCW
treatment modified the absorption phase. The AU@eadsed in the YCW treated groups
whereas th&. was similar in all groups. In addition, the incre@s cumulative radioactivity
in faecal material was associated with a decreasamulative urinary excretion, mainly for
AFBL1 treatments. At the end of the experimenttaup4% and 51% of total radioactivity was
recovered in urine and faeces for AFB1 and OTApeeBvely. This amount of recovery is
normally found with tritium labelled molecules adnstered at very low levels (Beumer et al.

2006). Recovery can be improved if the radioattikecovered from cages by washing and,
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in the case of the first AFB1 experiment, the radtorvity fixed in the carcasses at the end of
the trial is included in the calculation. Residaelivity in carcasses of animals 360 h after
administration of AFB1 was low indicating that graficant amount was eliminated by an
alternative route. Other studies also reportedrigh recovery of the total administrated
radioactivity (Suzuki et al. 1977; Galtier et 8.7D; Coulombe, Sharma 1985; Kumagai et al.
1998), which could be explained by toxin retentrathin the kidneys in the case of OTA
(Zepnik et al. 2003), or in liver in the case ofBXF(Wogan et al. 1967) and by exhalation of
tritiated water generated by exchange of the latdH (Beumeret al.2006). In our study

with tritiated toxins, this latter route of elimithan of radioactivity was highly probable.

In vitro studies demonstrated the adsorption of differeygtatoxins such as AFB1 and
OTA to viable cultures obaccharomyces cerevisifl@evegowda et al. 1994; Meca et al. in
press). Preparations containiid>-glucans portions of the specific strain 1026ibied a
strong binding capacitin vitro for aflatoxins (up to 85%) while being poorer atjsestering
OTA (12.4%) (Devegowda et al. 1998). Also, theeexiof complexation, i.e. AFB1 > OTA,
was not altered by pH values that are close teettiound within the digestive tract
(Yiannikouris et al. 2006). The in vitro bindinffiaity is in agreement with the in vivo
results observed here in rats, further supportiegiypothesis that binding is a key property
involved in the toxicity-alleviating effects of YCW

Conversely, no dose effect of YCW was observetiéenpresent study. A possible reason
for this result could be the low level of mycotoxised. The adsorptive capacity yéast3-
D-glucans in vitro was shown to be modulated byatm®unt of mycotoxins added to the
medium according to a cooperative phenomenon. iBgnaff the first mycotoxin molecules
induce conformation changesfirglucans that facilitates access to new sitesxatibn
improving binding efficiency until saturation ofl aites of adsorption (Yiannikouris et al.
2003; Yiannikouris et al. 2004a). In our studyitomolecules were highly diluted and the
minimum level of physical contacts capable to paedcooperative interactions was probably
not fully achieved independently of YCW concentrati

The present study was based on measurements o&ctiglity alone and provides no
information on proportion of parent compounds drertmetabolic products recovered in
blood, faeces, urine or carcasses. It has to teinbat some of the radioactivity found in
faeces in the first hours following administratiovuld have been originated from liver-
conjugated metabolites (Ha et al. 1999; Gross-8teyer et al. 2002), particularly for AFB1,

that are eliminated via the bile (Bassir, Osiye®61; Kumagai, Aibara 1982). Nonetheless,
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the decreased absorption and increased excretsmnaa in our experimental model
indicates that the tested preparation may havedbential to protect monogastric animals
against exposure to low dietary levels of seleatgdotoxins.
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Table 1. Mean toxicokinetic parameters in plasnter & single dose of aflatoxin B1 at two concerdrat and ochratoxin A with and without

co-administration of a yeast cell wall preparaiiomats

Aflatoxin B1 (18.12 pg/kg BW)

Aflatoxin B1 (0.76 pg/kg BW)

Ochratoxin A (3.22 pg/kg BW)

Parameters Control YCW-L YCW-H Control YCW-L YCW-H Control YCW-L YCW-H
Cmax (ng/ml/kg BW) 3.66 191 2.26 0.72 0.27 .38 28.78 20.84 21.47
Tmax (h) 4.0 4.0 4.0 4.0 5.0 4.0 5.0 5.0 .05
K-elimination (h™) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
T12(h) 53.3 55.5 53.7 63.6 65.4 65.4 63.6 65.4 65.4
AUC 0-72h(ng/ml/kg BW) 129.0 82.4 111.0 32.4 9.8 19.9 1731.3 1260.6 1337.9
AUC 0-co(ng/ml/kg BW) 1314 83.9 113.1 32.9 20.1 20.2 1758.5 »79 1358.4
36.1 13.9 38.9 38.9 27.2 22.8

AAUC 0-00(%)

Cmax= maximum plasma concentratidp,x = time to reaclC,,,, K-elimination = elimination constant;;} = terminal elimination half-life; AUC = area undéie plasma
concentration versus time curve from 0 to 72 htoridfinite, and 0 to infinite, respectively. Phaakinetic parameters were calculated from a conagom-time curve made
from samples obtained from three different ratsaath sampling point except 6. andt,,ax Which are the mean of all,,.x andt,, values obtained.
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Table 2.Cumulative excretion of mycotoxins after a singbsel of aflatoxin B1 at two concentrations and dhxia A with and without co-
administration of a yeast cell wall preparatiomats

Cumulative excretion (%, mean+SD) of radioactivity
Experiment Urines® Faeced Total excreted® Cage rinse’ Carcass’ Average recovery
of administered®H

Aflatoxin B1 (18.12ug/kg BW)

Control 8.742.9 23.85.8 51.7 3.9t1.5 2.9 58.5
YCw-L¢ 4.9+0.8 31.63.5 55.0 2.240.1 1.8 59.1
YCW-H 4.8+1.3 39.6:27.0 58.1 4.5:0.1 NA 63.7

Aflatoxin B1 (0.716 ug/kg BW)

Control 6.1+£2.0 39.x3.4 45.1 1.3+0.5 NA 46.4
YCW-L 2911 % 59.618.2 * 62.5 0.9+0. 6 NA 63.5
YCW-H 3.316 * 61.216.9 * 64.5 0.9+0.4 NA 57.8

Ochratoxin A (3.22 ug/kg BW)

Control 5.6£1.3 16.32.6 44.1 5.1+1.2 NA 49.1
YCW-L 6.542.3 23.849 * 49.3 2.40.7 NA 51.7
YCW-H 6.7+1.6 28.46.4 * 51.8 2.0+0.8 NA 53.8

dvalues are meanSD, n= 5 rats, except for aflatoxin B1 (18.12udskgly weigth (BW)) where 3 rats were used.

® Excreted at 72 h

°Recovered at the end of the collection periotiwzes 15, 3, and 10 days for aflatoxin B1 18.12 @i7d.6, and ochratoxin A 3.22 pg/kg BW, respecjivéllA: not
analyzed.

4 Yeast cell wall preparation at low (YCW-L) and hif¥ CW-H) concentration. See Materials and Methioisletails.

* p<0.05 between yeast cell wall treatments and ctenfoo each column within each experiment.



Partie expérimentale

( OTA Mycosorb
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0.2
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Assay 2
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GROUP 1 GROUP 2
(5 rats / lot) (36 rats / lot)
EXCRETION STUDY ABSORPTION STUDY
* Collection of urine and faeces at * Blood collection at 0,1,2,4,5,6,8,
6, 12, 24, 36, 48 and over 24h 10,14,24,36,48 and 72h
(Repeated measures) « 1 mesure / rat
« 12 marks =¥ 3rats/ point
Total = 45 rats used Total = 324 rats used

Figure 1. Protocol design of the study
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Figure 2. Plasma time versus concentration profifexflatoxin B1 obtained after a single oral
administration of 0.716 pgKgbody weight with &, low; o, high) and without«) co-
administration of a yeast cell wall preparatiomats. *p<0.05 between groups.
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Développer de nouveaux agents adsorbants organicpgables de sequestrer les
aflatoxines et les ochratoxines dans le TGI desnaux d’élevage représente un enjeu
important pour l'industrie agro-alimentaire. L'dttee de cet objectif nécessite une bonne
connaissance de la capacité de ces adsorbantsiigertadbiodisponibilité des mycotoxines
dans l'organisme. Il est donc important de déteemirés tét dans le développement, les
effets d’'un adsorbant sur I'absorption et I'exaétides mycotoxines et pour cela il est

nécessaire d’avoir des modeles permettant d’étlaltexicocinétique des mycotoxines.

Dans la premiére partie du travail, nous avonsauipoint un test permettant montrer
en temps limité que la paroi de levure testée pssitirer une réduction de la biodisponibilité
de 'AFB1 et de 'OTA dans I'organisme du rat expds des doses inférieures aux teneurs
réglementaires de l'alimentation animale distribe@eEurope. L'addition de I'adsorbant a
I'alimentation entraine une diminution significatinde I'absorption de 'AFB1 mais moins

marquée pour 'OTA. Ces résultats ont ensuite etdicnés par I'étude toxicocinétique.

Les essais menés chez le rat validenwivo les résultats obtenus vitro sur la
séquestration des mycotoxines testées dans ceste. th est cependant difficile de transposer
les résultats obtenus avec ce modele monogastigaieonditions d’élevage des ruminants a
cause des spécificités digestives de chaque especerésence des microorganismes
fermentaires dans les compartiments pré-gastriguebingestion de fourrages, sources
importante de FND peuvent également moduler I'gtismr (Westlake et al., 1989) et
séquestrer les mycotoxines (Carson and Smith, 198®h, 1980). Pour évaluer l'efficacité
d'un adsorbant chez le ruminant, il est nécessdiétudier la biodisponibilité des

mycotoxines dans I'organisme de I'animal.

La seconde partie de la thése, consacrée aux ebeai la brebis laitiere, a été réalisée
pour valider le concept d’efficacité de détoxicatgur le modéle ruminant. L’objectif de ces
essais est de savoir si la réduction de I'absarpdi® I'AFB1 peut réellement étre observée
chez le modéle ruminant et apporter des bénéfiaedes performances de production de

'animal.

A la différence de I'étude menée chez le modéld’'évaluation n’a porté que sur des

criteres d’excrétion a savoir la balance d'excreta le transfert dans le lait. Le suivi des
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aflatoxines a été réalisé apres administratioreadlal mycotoxines froides. Ces essais ont été
précédés de la production d’aliment contaminé ajoside la mise au point et de la validation
de méthodes de dosage de 'AFB1 et de 'AFM1 danait, I'urine et les feces.

Nous avons fait le choix de produire de I'alimartificiellement contaminé plutét que
d'utiliser de [laliment naturellement contaminé poua préparation des aliments
expérimentaux. Ce choix a été guidé par le besmidispboser d’aliment contenant de 'AFB1
en quantité suffisante pour permettre le suivialencotoxine et de son métabolite 'AFM1
dans les matrices biologiques par une technique FCldduplée a un détecteur de
fluorescence.

D’autre part, I'aliment naturellement contaminé gmtient généralement pas qu’un
seul groupe de mycotoxines mais plusieurs. La miau d'aliment artificiellement
contaminé présentait aussi I'avantage de pouvodiét les effets de la paroi de levure sur la
biodisponibilité de 'AFB1 chez la brebis sans seder de la présence possible des autres
familles de mycotoxines. Elle nous permettait aulssiiminer toute possibilité de variation
de valeur alimentaire entre les groupes d’animaukattribuer les changements observés sur
les parameétres zootechniques uniquement a I'expogtar les aflatoxines et la paroi de
levure.

La mise en place des techniques de dosages @dsxafes froides dans les matrices
biologiques a demandé un travail analytique immartares peu de travaux ont été réalisés
sur la toxicocinétique de 'AFB1 chez le ruminabés données quantitatives existantes sur
I'excrétion fécale et urinaire des aflatoxines peowent essentiellement d’études anciennes
utilisant des techniques d’analyse radiochimiquadaptables et de chromatographie sur
couche mince (CCM) imprécises. D’autres technigqel@®matographiques (CLHP) ont été
développées plus récemment pour quantifier 'AFBILA&=M1 dans l'urine et les féces chez
le rat. Mais tenant compte des écarts entre lasnwesd d’excréments produits par les deux
especes, ces méthodes ne semblaient pas assddesepsur doser l'urine et les feces de
brebis. Les méthodes analytigi&@sjue nous avons développées s'inspirent des méthode
publiées sur le dosage de 'AFB1 et TAFM1 dansuifas matrices (tissus) et le dosage

d’autres mycotoxines dans l'urine et les feces &io et al., 2005, Manetta et al., 2005,

! Mode opératoire. Méthode de dosage par CLHP ettén fluorimétrique de I'aflatoxine
M1 dans l'uringlAnnexe 1)

2 Mode opératoire. Méthode de dosage par CLHP ettién fluorimétrique des aflatoxines
B1, M1, G1, B2 dans les féces (Annexe 2)
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Mykkanen et al., 2005, Vettorazzi et al., 2008) usl@vons reproduit une méthode officielle
de 'AFSSA pour doser 'AFM1 dans le lait.
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[Il. LE DEVELOPPEMENT ANALYTIQUE

A. Les choix méthodologiques

1. Les marqueurs d’exposition

La consommation d’aliments contaminés par leat@ines conduit a la production
de nombreux métabolites dans I'organisme du runtir@es produits issus du métabolisme
sont caractérisés par des propriétés physico-chesicdifférentes (polarité, intensité de
fluorescence) et des concentrations variables $efomatrices biologiques.

Il aurait été intéressant de suivre I'ensemblecds métabolites dans I'organisme
animal pour évaluer l'efficacité de I'adsorbant amnéliorer notre connaissance sur la
toxicocinétique des aflatoxines chez le ruminapéhdant le développement d’'une méthode
unique multirésiduelle est complexe a réaliseraason de cette diversité de métabolites. Une
approche multirésidus souleve également des pr@slattapprovisionnement en standards
purs d'aflatoxines. Tenant compte de ces diffiqulghalytiques, il a été nécessaire de
sélectionner les composés a analyser. Nous avartsrdduit le choix du nombre de résidus a
rechercher a deux composeés, 'AFB1 et son méta)dWFM1.

Notre choix s’est focalisé sur I'analyse de 'AFBILt6t que sur les autres aflatoxines
présentes dans l'alimentation expérimentale dugiadt ce contaminant alimentaire est le plus
toxique et le plus commun de la famille des aflates.

L’AFM1 présente un intérét particulier a étre éf@dcar ce composé est excrété dans
les trois matrices biologiques, le lait, 'urineles feces. Par ailleurs, 'AFM1 est le principal

représentant de 'AFB1 dans le lait et I'urine c& en fait un bon marqueur d'exposition.

2. La détection fluorimétrique

Une revue de la littérature montre que differepregédures analytiques ont été mises
en ceuvre pour déterminer 'AFB1 et TAFM1 dans éekantillons de féces, d’'urine, comme
indiqgué dans letableau 10 Les aflatoxines sont souvent analysées en chograihie
liquide haute performance (CLHP) couplée a diffesaétecteurs (Cigic and Prosen, 2009).

74



Partie expérimentale

La CLHP gagne en sensibilité grace au couplage avspectrométrie de masse (SM)
et permet d’atteindre des limites de détection fiddes. La SM est un outil performant pour
I'identification et la quantification des mycotoeis présentes a I'état de traces dans les
matrices complexes (Zollner and Mayer-Helm, 20@3tte technique est aussi intéressante
pour analyser conjointement plusieurs composés tagian propriétés physicochimiques
différentes tels que les aflatoxines. Cependamtéilait pas nécessaire de recourir a ce type
d’'instrument pour atteindre notre objectif de déppement de méthodes d’analyse de
'AFM1 et de 'AFB1 dans les feces, l'urine et katl

D’autres outils de détection aux performancesdigales satisfaisantes peuvent étre
utilisés. La fluorimétrie semblait la mieux adapétea été retenue compte tenu des propriétés
fluorescentes de 'AFB1 et de 'AFM1, de sa faéileét de son colt de mise ceuvre. Cette
technique permet I'analyse de composés possédafitianophore ce qui la rend beaucoup

plus sélective et plus sensible que la détection UV

B. L'optimisation des conditions analytiques

L’'optimisation des conditions analytiques a cotdsia rechercher une sensibilité
optimale et une séparation chromatographique dé&MA et de 'AFB1 en un temps

raisonnable (< 20 min).

1. L’optimisation de la détection

L’essentiel du travail a porté sur I'optimisatide la détection des aflatoxines ciblées.
L’AFB1 et 'AFM1 sont présentes en faibles quarstitfans les matrices biologiques et une
étape de pré-concentration avant leur analyseietifstermination est indispensable.

La méthode mise au point pour le dosage des ziite® dans les 3 matrices intégrent
une étape de purification sur des colonnes d'imraffimité (IAC) durant la préparation des
échantillons. Avec cette méthode, les extraitsaded, de lait et d’urine sont passés sur des
cartouches sur lesquels sont grefféees des anticorpsoclonaux. Les aflatoxines s’y
adsorbent puis sont €luées par un ou plusieursnesdude solvants qui dénaturent la liaison
anticorps-antigene.

Les supports sélectionnés sont les colonnes Afépet Aflaprep M®, (R-Biopharm)
déja employées pour I'analyse de 'AFM1 dans lé dédide 'AFB1 dans plusieurs matrices
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alimentaires. Cependant, ces supports n'ont jagtaisestés pour la purification d’extraits de
féces et d'urine. Des essais ont donc été nécessdin de confirmer les performances des
colonnes IAC.

L'urine, les feces et le lait sont des matrices plaxes dans lesquelles les aflatoxines
sont en présence avec d'autres composés (grafdwes, végétales, protéines) susceptibles
d’encrasser la colonne IAC et d’interférer avetiXation des composés d’intéréts au cours de
la percolation de I'échantillon.

Les extraits ont donc été traités avant leur dépdtes colonnes. La graisse du lait a
été retirée par la centrifugation suivie de ladtibn des échantillons. Les protéines de I'urine
ont été dénaturées par I'ajout de méthanol puiaréés des échantillons par centrifugation.
Des rendements de récupération acceptables omtpairétre obtenus aprés purification des
extraits de lait et d’urine supérieurs a 85 %.

Concernant les féces, une étape d'extraction lej@dété mise en ceuvre avant la
purification sur colonne d’'lAC. L'objectif était dpouvoir éliminer de facon sélective, par
passage d’un solvant convenablement choisi, leposés co-extraits interférents.

Differents meélanges de solvants organiques ont tégéés pour optimiser les
rendements d’extraction de 'AFB1 et TAFM1 des antillons de féces. Les deux aflatoxines
sont faiblement retenues sur les colonnes IAC lgrdtpxtraction est réalisée avec de I'eau
ou un mélange eau/méthanol. En revanche, les augalipération sont supérieurs ou égaux
a 93% lorsque les deux composés sont extraitsrpardlange eau : chloroforme. Ce mélange

a donc été choisi pour I'analyse des féces.

Pour améliorer la détection de 'AFB1 dans leefaine étape de dérivation a du étre
ajoutée en sortie en colonne CLHP. Cette dérivatish assurée par une réaction de
bromination de la double liaison 8,9 de I'AFB1 qertraine la formation d’'un composé

beaucoup plus fluorescent.

yo 4

Un essai d’hydrolyse enzymatique a égalementégtiisé pour atteindre une détection
optimale de 'AFB1 et d’AFML1 dans l'urine. En effétAFB1 et ses métabolites peuvent étre
excrétés dans l'urine sous forme libre ou conjugik@essak et al., 1995). Des échantillons
d’urine de brebis ont été incubés avec une glucdase et une sulfatase afin de libérer les
métabolites conjugués et d’obtenir la meilleuresgalité possible de 'AFB1 et 'AFML1.
Cependant, le traitement n'a eu aucune influencdesutaux d’AFM1 indiquant I'absence

d’AFM1 conjugués dans les extraits d’urine. Pateails, 'AFB1 n’a pas pu étre mis en
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évidence dans les échantillons traités et norégattontrairement a d’'autres travaux indiquant
la présence résiduelle d’AFB1 dans l'urine de ruanis (Nabney et al., 1967, Stubblefield et
al., 1982). Ces resultats suggéerent que la limate@tection de notre méthode est trop élevée

pour détecter les traces d’AFBL1 libres et conjugy#ésents dans les échantillons d’urines.

2. L’optimisation de la séparation chromatographiqu e

Tenant compte du nombre important d’échantillonsdaser, le point principal
considéré pour optimiser les conditions de séparathromatographique des deux aflatoxines
est la durée totale de I'analyse.

Différents mélanges de solvants (acétonitrile, hméol, propanol, eau) ont été
sélectionnés sur la base des méthodes analytigpestées dans la littérature (Polychronaki
et al.,, 2008, Manetta et al., 2005). Le temps dentéon des aflatoxines a été optimisé en
ajustant la composition et le débit de chaque phasbile. Les caractéristiques de
I'appareillage, les conditions analytiques retenai@®s optimisation et le temps de rétention
de chaque mycotoxine sont répertoriés datsdieau 11

Les méthodes d’analyses optimisées assurent ldittaglu dosage de 'AFM1 et
'’AFB1 dans les matrices biologiques. Les analysast effectuées en milieu isocratique et
durent moins de 15 min. Leur mise en ceuvre ne siéeas rééquilibrage, ni lavage de la

colonne analytique.

C. La procédure de validation

Une validation a été réalisée afin de montrer lggeméthodes mises au point sont
robustes dans les conditions analytiques dansdé#egielles ont été appliquées. Pour chaque
matrice, les criteres de performance suivants dgt @ntrolés: sélectivité, linéarite,
rendements de récupération, précision et exactifidsi que la stabilité.

La sélectivité des méthodes est assurée par Lfisfgé du temps de rétention de
chacune des molécules ciblées, celle-ci se vériffzar I'injection de solutions pures

d’aflatoxines. Elle se caractérise par 'absenampliretés et de pics d’interférence aux temps
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de rétention de 'AFB1 et de 'AFM1 dans les exsale feces , d’urine et de lait prélevés sur
les animaux avant et apres contaminatkigyre 13).

Les autres criteres de validation sont égalenedigfaisants pour les 3 matrices testées
(Tableau 12.

Le domaine de linéarité a été estimé en analysasbl@ions étalons et dans les
gammes de concentrations allant de 0.5 a 100 ng@ekti permet de définir la droite de
calibration dans ce domaine de linéarité, et Idfinient de régression iy pour chacune des
deux aflatoxines ciblées. Nous avons ainsi pu eesame bonne linéarité entre le signal de
fluorescence et la concentration de chaque aflagogivec un bon coefficient de régression
(r’<0.99).

Les limites de quantification (LOQ@nt été déterminées a partir de mesures faites sur
un blanc analytique (extrait d’échantillon non @niné) en prenant comme valeur du signal
10 fois la valeur du bruit de fond. En tenant caanghé la prise d’essai initiale et des facteurs
de correction liés aux étapes de traitement desanéidons (extraction, purification,
évaporation), nous avons estimé les concentratjoastifiables dans les feces, l'urine et le
lait. Les limites varient selon la matrice. La L@@ns le lait est la plus faible. Elle atteint une
valeur de 5 pg.mil et permet de quantifier TAFM1 & un seuil inféniea la limite
réglementaire (25 pg.f.

Pour l'urine et les féces, les valeurs de LOQ wéks sont supérieures et estimées a
0.85 ng.mf" et 0.5 ng.d, respectivement. La méthode développée pour dasére est
moins sensible que celle proposée par Kussak,dt18P5) mais ceci a la faveur d’'une mise
en oceuvre moins complexe et plus appropriée pouldysara un nombre important
d’échantillons. La sensibilité de la méthode deadesde 'AFB1 et de 'AFM1 dans les féces
est également satisfaisante et permet d’atteinelsesduils de quantification comparables aux

méthodes existantes (Gratz et al., 2006).

Les étapes de préparation des échantillons santesd’erreurs de manipulation et de
pertes d’analytes. Des échantillons de controlditgu@ Q) ont donc été préparés a 2 niveaux
de concentrations en surchargeant des matrices alsimnon contaminées (mélange

d’échantillons des animaux témoins) avec des swistpures d’aflatoxines. Les échantillons
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CQ ont été analysés quotidiennement pour mesugerdadements de récupération, la
précision, I'exactitude de la méthode et la stabilies toxines durant la conservation.

Les méthodes analytiques mises au point sonteapbur quantifier les aflatoxines
dans les 3 matrices. Les écarts observés entoateentrations mesurés et les concentrations
théorigues des échantillons CQ sont faibles. Lesdements de récupération sont
satisfaisants, supérieurs a 83% pour les deuxoaftes considérées. Les mesures sont
répétables. La moyenne des coefficients de vaniash inférieure a la valeur d’'incertitude de
mesure fixée a 15% pour chaque matrice.

Les concentrations des échantillons CQ mesuréess & et 6 mois de stockage a
—20 °C sont comparables a celles obtenues lorsuteptéparation indiquant que I'AFB1 et
’AFM1 sont stables dans toutes les matrices dassbnditions de conservation appliquées.
Nous avons également pu vérifier que les extraitateente d’analyse étaient stables durant

24h dans le passeur d’échantillon de la chaine CLHP

En conclusion, trois méthodes d’analyse par CLHB-Bnt été mises au point pour le
dosage de 'AFB1 et d’AFM1 dans les féces ainsi BAEM1 dans l'urine et le lait. Les
caractéristiques de ces méthodes ont été évaltéesertitude mesurée. Cette étude conduit
a la validation du protocole analytique pour lalisdédéion d’'un suivi de 'AFB1 dans

I'organisme de brebis nourries a de I'aliment comteé en aflatoxines.
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lll. EVALUATION DE L'EFFET D'UNE PREPARATION DE PAR OIS DE
LEVURE SUR L’ABSORPTION GASTRO-INTESTINALE DES
AFLATOXINES CHEZ LA BREBIS LAITIERE

PublicationEffectiveness of modified yeast cell wall extratts reduce aflatoxin Bl

absorption in dairy ewes.
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Interpretative Summary

Yeast cell wall extracts reduce aflatoxin absorptiodairy ewes by Firmin et al. Aflatoxins
are toxic fungal metabolites associated with fadtsthat can affect production and health of
livestock and could affect consumers as toxinsbeatransferred into animal products. A
modified yeast cell wall extract changed the exorebalance of aflatoxin-contaminated feed
fed to dairy ewes. The observed increase in afiatetkmination in feces is a direct indication
that the yeast product impaired aflatoxin absorpéind suggests that dietary supplementation
with this yeast cell wall extract could protect inants against the toxic effects of aflatoxins

in feed.
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ABSTRACT

This study investigated the effect of a modifiea@stecell wall extract preparation (YCW)
on the excretion of Aflatoxin B1 (AFB1) and AflatoxM1 (AFM1) in feces, urine and milk
in dairy ewes fed an aflatoxin-contaminated diett€gn ewes in mid-lactation were assigned
to four treatment groups: Control, AF [60 ug AFBi/f feed], YCW [2 g/kg of feed] and
AF +YCW. The trial consisted of a 3-d exposure,rsterm period, followed by a 21-d, long-
term exposure period. At the end of each expopergod, milk, urine and feces were
collected over 72 h. The treatments did not afflagd intake, milk production, milk
composition and body weight. The presence of AFMHSs wletected in all matrices while
AFB1 was only present in feces. Daily excretion \Wagher in the long-term exposition and
reached up to 26.9 ug AFB1/d and 37.2 ug AFM1/téeaes and up to 10.7 pg/d AFML1 in
urine. YCW supplementation was effective in incnegsaflatoxins excretion in feces in the
long-term exposure (up to 156% increase). The efiems accompanied by a trend of
decreasing urinary excretion of AFM1. In contralsg addition of YCW to the contaminated
diet did not affect the transfer of aflatoxins fréeed to milk under the present experimental
conditions with low producing ewes. The transfeesaof AFM1 in milk ranged from 0.24 to
0.54%. In conclusionthese results show that feed supplementation withY @W extract
reduced the absorption of AFB1 and increased tingredtion of AFB1 and AFM1 in ewe’s
feces. YCW could be used to protect ruminants agaimronic exposure to aflatoxins present

in feeds.

Key words:aflatoxins, mycotoxins, dairy sheep, yeast cell esract, excretion
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INTRODUCTION

Aflatoxins are secondary metabolites produced\bgergillus flavusandA. parasiticus
Aflatoxin B1 (AFB1), the most abundant in naturatigntaminated foods and feeds, is toxic
and carcinogenic to humans and animals. When teddsy ruminants, AFB1 is partly
metabolized in the liver to a more polar compouadthtoxin M1 (AFM1), which is as toxic
as the parent toxin and can be excreted in uretesfand milk (Allcroft et al., 1967). AFB1
and AFM1 are both classified as a group 2B humaaircagen by the International Agency
for Research on Cancer. Aflatoxin contaminationcuos frequently in agricultural
commodities and poses a major threat to farm anamdlhuman health. In ruminants, toxic
effects are associated with liver damage, dimirdshgeowth efficiency, diminished milk
production and quality, impaired resistance to dgtikeis diseases, and impaired vaccine-
induced immunity (Morgavi et al., 2008). Taintedlknand dairy products are the main
sources of aflatoxin ingestion by humans in Eur@randini et al., 2009).

Several approaches have been investigated to redegesk of aflatoxicosis in livestock
(Jouany, 2007). Biological, chemical or physicalatments can minimize toxin production
and eliminate contaminants in food and feeds baitnat extensively applied in practice due
to their cost and limited efficacy (Niderkorn et,a2007). One approach to reduce the
incidence of aflatoxicosis in farm animals is theeuof feed additives that restrict the
bioavailability of toxins. Mineral adsorbents suab clays or activated carbons have been
extensively tested for their potential to compldbataxins and impair their gastrointestinal
absorption (Kabak et al., 2006). However, thesapmunds are relatively inefficient towards
others mycotoxins and can also impair the absarpifosome micro-nutrients (Huwig et al.,

2001).
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The use of organic materials such as yeast celswsah technological alternative being
explored to confront the problem of multi-mycotoxdontamination of feedstuffs. Among
these organic additives, a preparation of chenyicatbdified Saccharomyces cerevisiaell
wall (YCW), has been shown to adsorb selected maggcotoxinsin vitro (Shetty and
Jespersen, 2006, Yiannikouris et al., 2004) andlleviate the effect of dietary mycotoxin
exposure in various animal species (Chowdhury et2805, Diaz-Llano and Smith, 2006,
Diaz et al., 2004).

Most in vivo experiments performed to date to evaluate theaaffi of YCW adsorbing
agents have measured nonspecific parameters symodsction performance and the onset
of toxicity. There is less information available dmow sequestering agents affect
toxicokinetics and excretion of AFM1 in lactatin@iy ruminants. The objective of the
present study was to investigate the effect of alified YCW extract preparation on the
excretion of AFB1 and AFML1 in feces, urine and mitkmid-lactation dairy ewes fed an

aflatoxin-contaminated diet.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of Aflatoxin-contaminated Wheat

AFB1-contaminated feed was produced by culture toikagenicAspergillus flavusstrain
kindly provided by Thomas Ostenfeld Larsen from Wrechnical University of Denmark.
Whole grain wheat was adjusted to 34% moisture @aded in a 5-L gas-permeable bag
(Full-Gas Microsac, Saco2, Eke, Belgium), sterdizgy autoclaving (12°C, 20 min). Wheat
was inoculated with pieces of agar medium fromvekield culture ofA. flavus The bag was
incubated at 25°C for 4 wk, autoclaved (121°C, 2@)no stop the fungal growth and the
contents dried at 80°C for 48 h. The dried grauese then ground to pass a 0.5 mm mesh

and analyzed for aflatoxins. Concentrations of AFBFB2, AFG1 and AFG2 in the
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contaminated wheat were 30 £ 0.1, 25+ 1, 3.5 +&@ 6.0 £ 0.2 pg/g (mean £ SD, n = 3),

respectively.

Animals and Experimental Design

The experiment was conducted at the animal expetahdacilities of the INRA’s
Herbivores Research Unit (Saint-Genes Champartetece). Procedures on animals were in
accordance with the guidelines for animal reseafdhe French Ministry of Agriculture and
all other applicable national and European gui@sliand regulations for experimentation
with animals (see http://www2.vet-lyon.fr/ens/exg _regl.html for details). The
experimental protocol was approved by the Regioht#tiics Committee on Animal
Experimentation (n° CE4-10).

Sixteen Laucane dairy ewes in mid lactation atsiaet of the adaptation period (67.3
3.3 kg BW, 3.0 £ 0.9 L of daily milk yield, parity 3) were used. Ewes were milked at 0730
and 1930 h and fed twice daily (0830 and 1630 hki.of a concentrate mixture plus 2 kg of
hay (see Table 1 for ingredients and chemical caitipa). Feeds were analyzed and the
following major mycotoxins were not detectableasdkin B1, B2, G1, and G2, ochratoxin A,
deoxynivalenol (DON), 3-acetyl-DON, 15-acetyl-DONivalenol, T-2 toxin, HT-2 toxin,
fusarenon-X, diacetoxyscirpenol, neosolaniol, aedralenone. Fresh water was available at
all times.

After a 14-d adaptation period to the local envinemt and diet, ewes were divided in 4
treatment groups of similar milk production: Comtraflatoxin (AF), YCW and AF+YCW
groups. YCW extracts frorBaccharomyces cerevisiagain 1026 were provided by Alltech
Inc. (purity 90%, batch No 278 066, Nicholasvilley, USA). The trial consisted of a 3-d,
short-term exposure period followed by a 21-d, lemgn exposure period (Figure 1). Each
animal was fed a constant dose of AFB1-contaminateeat at 60 pg/kg of feed. Each daily

dose of contaminated wheat was placed in 4 didesgiglatine capsules (1.5 g per capsule),
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alone or in combination with YCW at a dose of 2ggdf feed in a 1:1 ratio (w/w), and orally

administered with the help of a balling gun befibre morning feeding. During both the short-
and long-term exposure periods, ewes were placa&deiabolic cages for sample collection.
Individual daily feed intake and milk production reerecorded. Ewes were inspected daily
and their weights were recorded weekly. Milk saraphere analyzed weekly for butyrate,

protein, lactose and somatic cell count (SCC) byeaternal laboratory (CILAL, Theix,

France).

Sample Collection

Samples of milk, urine and feces were taken the Hafore the last mycotoxin
administration and for 3 d thereafter. Milk sangp{@00 mL) were collected before (0 h) and
12, 24, 36, 48 and 72 h after the last dose. Mdk preserved by adding 200 pL of a solution
of sodium azide to reach a final concentration.6f8 g/L and stored at —20°C until analysis.
Urine and feces excreted over 24-h periods wereated for 4 d and weighed. Urine was
collected in a clean container containing sodiumef0.5 g/L urine). A 50 mL sample was
centrifuged (4000 >, 10 min), aliquoted (1.5 mL) in plastic tubes, atdred at —20°C until
analysis. Feces were manually homogenized, andpeesentative sample of 50 g was
transferred into a flask. Fecal samples were d&edC, 72 h), ground through 0.5 mm mesh

paper filter, and stored at —20°C until analysis.

Aflatoxin Analysis

Sample extraction and clean ug-or urine, 2 mL were mixed with 1 mL of methanodan
buffered to pH 7.4 with 9 mL of PBS. The mixturesa@entrifuged (4000 g, 10 min) and
the whole supernatant was applied to an immunagffaolumn clean-up (IAC, Aflaprep M,
R-biopharm, Lyon, France). The IAC column was theshed with water (10 mL), air dried
and aflatoxins were eluted with methanol (1.5 niigrt water (0.5 mL). Fifty pL of eluate

were injected into the HPLC system.
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Ground feces (1 g) were suspended in 4 mL of 1%l Nallition and extracted with 12
mL of chloroform. The mixture was centrifuged (800g, 10 min), and the organic layer (9
mL) was transferred into a clean tube where solwerst evaporated under a gentle stream of
nitrogen gas at 50°C. The dried residue was (irs¢olved in 0.5 mL of methanol, then 10
mL of PBS at pH 7.4 was added. The solution wadrifeged (4000 >3, 10 min), and the
entire supernatant was loaded onto an IAC columitapfep, R-biopharm, Lyon, France).
Clean up procedure was performed as detailed abaflatoxins were first eluted with
methanol (750 pL) and evaporated to dryness undende stream of nitrogen gas at 50°C.
A second elution was carried out successively witthanol (750 pL) and water (250 pL).
Fifty puL of this solution were injected into the HE system.

For milk, AFM1 was determined using the officialeRch method (NF EN ISO 1451)
(Dragacci et al., 2001). Briefly, milk samples wehawed overnight at 4°C, filtered and
loaded onto a IAC column (Aflaprep M, R-biopharnyoh, France), which was previously
washed with 10 mL of distilled water. Aflatoxin Mias eluted with 4 mL of acetonitrile.
The eluate was evaporated to dryness under a geindam of nitrogen gas at 45°C and
reconstituted with methanol (125 pL) and water (id5. Fifty puL of this solution were
injected into the HPLC system. For each matrixalidation of the analytical method was
performed by analyzing replicates of quality cohttamples (QCS) at known concentrations.
The following performance criteria: selectivityndiarity, precision and accuracy, as well as
recovery and stability of AFB1 and AFM1 were chetland considered satisfactory for all
tested matrices (Data not shown).

HPLC Procedure.The purified extracts were injected into a HPLCteys (Gold 126
Solvent Module, Beckman Coulter Inc., Fullerton, ,GASA) equipped with an automatic
injector (AS 3000, Thermo Finnigan, San Jose, CAAVand a fluorescence detector (FL

3000, Thermo FinnigarSan Jose, CA, USA). The detection of aflatoxins wet at 366 nm

88



Partie expérimentale

excitation and 438 nm emission. For each matrigassion of aflatoxins was performed on a
same reversed-phasgsGNucleodur column, 150 mm x 4.6 mm) maintainedt@tC and
fitted with a Gg guard column supplied by Macherey-Nagel (Diremn@ey) by using an
isocratic mobile phase (acetonitrile:methanol:watstic acid, 17.5:17.5:64:1),
(acetonitrile:water, 25:75) and (isopropanol-acgtide-acetic acid-water, 10:10:2:78tat 1
mL/min flow-rate for urine, milk and feces, respeely. For feces extracts, detection of
AFB1 was improved by post-column derivatizationhwmityridinium bromide perbromidat

0.05 mg/mL (Garner et al., 1993)

Toxicokinetics and Statistical Data Analyses

Data on aflatoxins elimination in urine and fecesr@vcompared by non-parametric, one-
way-analysis of variance (Mann Whitney test) (A@udt al., 2008). Data on body weight,
DMI, milk production (milk yield, protein, fat coeatration, and SCC) and milk AFM1
transfer parameters (concentration, output and/ceer) were analyzed, using the MIXED
procedure of SAS, with the following mixed lineaodel: yj = p + T+ B + (T x P} + A(i)«
+ &k, where y is the dependent variable; p is the diveraan; T is the fixed effect of the
treatment; P is the fixed effect of the samplingiquk T x P is the treatment x period
interaction; A is the random effect of animal testeithin treatment; and is the random
residual. The SCC were divided by 1,000 and coedetd the neperian logarithm before
statistical analysis. All data were analyzed ugsimg statistical software of SAS version 9.1
(SAS Institute Inc., Cary, NC). All statements siftistical significance are based on a

probability of P < 0.05. Trends are discussed at a statisticaifignce ofP < 0.10.

89



Partie expérimentale

RESULTS

Feed Intake, Body Weight and Milk Parameters

Intake, body weight and milk production were usedyaneric indicators of the effect of
aflatoxins and YCW treatments on ewes. The levehftE#toxins used in this study had no
apparent effect on feed intake, body weight, okmioduction or quality® > 0.05) (Table
2). Similarly, no differences were observed for YGéne or combined with aflatoxins as
compared with controls.

Independently of treatments, daily milk yield desed by 50% throughout the
experiment, whereas DMI and BW decreased 2.3 a2fth,3respectively from beginning to
the end of the experimental peridd ¥ 0.01). In view of the absence of effects on ahim

production parameters the treatments Control and/éabne were not further considered.

Aflatoxins Excretion after the Short-Term Exposure

No aflatoxins were detectable in urine, feces anitk rbefore administration of
contaminated wheat. This finding was expected bmxangredients of the ration were
controlled for the absence of aflatoxins and oteenmon mycotoxins.

After the 3-d administration, AFB1 and AFM1 werelboecovered in feces at equivalent
amounts. They reached their maximum value 24dr #fie last administration and decreased
to 25% 72 h post-inoculation (Figure 2). Additioh¥s©CW increased by one fold the amount
of AFB1 eliminated in feces collected before thst ladministration but this effect was not
significant and not observed at other time poitdsinary excretion of AFM1 was also
maximal 24 h after the last dose and decrease@&ddyn10% 72 h post-inoculation. YCW
slightly reduced the elimination of AFML1 in urinke. both groups (AF and AF+YCW) there
was a noticeable individual variability between ewevidenced by the high standard

deviations of the average measures.
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YCW administration decreased the concentration BMA in milk (P < 0.05; Table 3).
AFM1 transfer into milk 24 h after the last dosecd@ased numerically with YCW
supplementation of the contaminated diet. The aunagon of AFM1 peaked at the first
milking (12 h) and decreased to trace amounts @fidr the last dose. Aflatoxin carryover
and output were 0.54% and 1.024 ug, respectivalythe AF group; these diminished to

0.40% and 0.760 pg, respectively, in the AF+YCWugro

Aflatoxins Excretion after the Long-Term Exposure

The excretion levels of aflatoxins in both treatingroups after 21 d of administration
were higher than the values obtained on the sarnmaaém after the short-term exposure
(Figure 2). Recoveries reached up to 26.9 ug ARBL 2.2 pg AFML1 in feces and up to
10.7 pg AFM1/d in urine. In addition, within eachogp there was less variation among
individuals.

In contrast to the short-term exposure, there welear positive effect of YCW on fecal
excretion patterns after the 21-d exposure. Thegoee of AFB1 and AFM1 was increased in
the feces of the AF+YCW groug (< 0.05), particularly for AFM1 which increased tgp
100% compared with the AF group € 0.05). This higher excretion of aflatoxins ircés
was concomitant with a lower concentration of AFNM urine samples compared with
concentrations observed in the AF group, althodghdifferences were not significant. In
contrast, YCW did not affect the level of AFML1 inlkn(Table 3). Concentration profiles of
AFML1 in milk and transfer parameters did not diffetween AF and AF+YCW groupP ¢

0.05).

Excretion Balance
For the 3-d exposure, the cumulative amounts dait@fins excreted at 72 h post-
treatment and expressed as AFB1 equivalents wdrandd 120 pg for the AF and AF+YCW

groups, respectively (Table 4). For the 21-d eyposhe quantities increased to 135 and 186
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png for the AF and AF+YCW groups, respectively. slteixcretion balance provides an
indication of the differences between the shortd lEomg-term exposures but it should not be
confused with toxin recovery since measures werpeed after repeated daily doses. Less
than one quarter of the recovered aflatoxins wase¢ed in urine, whereas the amount of
AFM1 accumulated in milk did not exceed 1.7% of tb&al. The excretion balance in the
presence of YCW was in agreement with changes wbdaturing the clearance of toxins.
The YCW treatment increased fecal excretion oftaflims ¢ < 0.05) and tended to reduce

AFM1 elimination in urineP < 0.10) during the 21-d exposure.

DISCUSSION

Owing to the extent and importance of the mycotgoblem, the European Union has
recently added a new functional group to the teldgical feed additives category that
specifically considers the use of products ‘that sappress or reduce the absorption, promote
the excretion of mycotoxins or modify their modeaation’ to improve the safety of feeds
(UE/386/2009). YCW extracts have shown to binétaitins and other mycotoxins in vitro
(Ringot et al., 2007, Sabater-Vilar et al., 2004arikouris et al., 2003) and are being
studied as feed additives for modulating the tcedfilects of mycotoxins on farm animals
including ruminants (Korosteleva et al., 2007, Madual., 2010).

Dietary inclusion of YCW has been shown to redud¢eBA contents in liver of laying
hens (Zaghini et al., 2005) and reduced AFM1 sixrah milk in dairy cows (Diaz et al.,
2004). We recently showed that YCW increased noydntfecal excretion while reducing
plasma concentration in rats (Firmin et al., 201i@)contrast, in other works the same kind of
additives did not reduce milk contamination (Kutak, 2009, Stroud, 2006, Waltman, 2008)
or the presence of AF-albumin adducts in pigs’ plagMeissonnier et al., 2009). Because

YCW forms complexes with aflatoxin molecules thaaynreduce the toxin absorption, the
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main focus of this work was to test the capacita @ommercial YCW preparation to modify
the excretion of AFBL1 in feces, urine and milk inlary ewe model of ruminants. It should
be noted that the contaminated feed used in thdysdlso contained other aflatoxins, notably
AFB2. We focused on AFB1 because it is the moshmon and most toxic food
contaminant of the aflatoxins family. The main AFBnetabolite, AFM1, was also
monitored. There may exist other conjugated andiative forms of AFB1 but to our
knowledge they have not been characterized in ramtgnand they were not monitored.
Aflatoxicol, another intermediate metabolite of AEBcan be formed before or after
absorption or transformed to other metabolitesmdutiansition in vivo (Wu et al., 2009) and
was not monitored.

The daily intake levels of 60 ug AFB1 kg feed candompared with the contamination
level occasionally found in feeds intended for $itcek (Pietri et al., 2004). It should be
noted though, that this level was higher than keVegally allowed in dairy animal feeds in
Europe (2002/32/Cand North America (5 and 2@y kg feed, respectively). The absence of
effect on intake, BW and performance was expecged was well below the lower toxic
dose. The absence of negative effect was in agmeewith the literature also (Battacone et
al., 2003, Rao and Chopra, 2001).

To our knowledge, no recent studies report theeatiar of AFB1 and AFML1 in the urine
and feces of ruminants. Our results on AFB1 andlAFexcretion profiles agree with the
toxicokinetics described previously by other aushaising radiolabelling and thin layer
chromatography detection methods. Allcroft et 4867) obtained similar excretion patterns
in a dairy cow after a single oral administraticnAd-B1 0.5 mg/kg BW with most of the
excretion occurring within 48 h after administratio

In our study using a repeated dose design, the lativel sum of AFB1 and AFM1

accounted for up to 100% of the daily dose at thé ef the 3-d clearance period. As
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previously stated, the repeated dose design isequade to calculate the mass balance.
Previous investigators reported that after a siniglee only 8 to 9% of the total AFB1 was

recovered by urinary and fecal routes in ewes (Hghat al., 1967), wethers (Armbrecht et

al., 1970), or cows (Allcroft et al., 1967).

The addition of YCW to the contaminated diet endlite reduce absorption of AFB1 in
both the 3-d and 21-d exposure periods. Durinddhg-term, 21-d exposure, the amount of
AFM1 excreted into feces almost increased 2-foldeimes fed the contaminated diet
supplemented with the YCW extract compared withgraup fed aflatoxins alone (Table 4).
This increase in AFM1 in feces was associated witendency for lower urinary excretion.
Other studies, using organic adsorbing agents amded out on rats, indicated similar
modifications in excretion patterns with an inceea$ AFM1 excreted in feces (Gratz et al.,
2006). Gratz et al. suggested that AFM1 was formedt enterocytes and diffused back into
the lumen of the digestive tract where it can diméequestering compounds. AFML1 in the
feces of ewes that was confirmed by LC-MS/MS cdddoroduced by the same mechanism
since ruminants possess the necessary cytochrobtedPtyme in the intestine but it also can
come from hepatic biotransformation and subsegeetg@rohepatic circulation (Guerre et al.,
1996, Larsson et al., 1994, Lynch, 1972). Althoegimplementary studies will be needed to
determine the origin of AFM1, in this experimeng tincrease in AFM1 excretion induced by
YCW in the long-term exposure accounted for an irtgya proportion of the total aflatoxin
eliminated from the animal body.

Nevertheless, the increase in aflatoxin excretioffieces did not translate to a reduced
AFM1 carryover in milk. The rate of carryover aaged 0.47% and 0.27% for the short- and
long-term exposures, respectively. These valuese wenilar to the 0.26% reported by
Battacone et al. on ewes fed a similar dose bueddwan the 0.12% reported by the same

authors using a lower dose (Battacone et al., 200B® carryover has been shown to increase
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in high producing cows (Veldman et al., 1992) ahd same may occur in ewes. Other
reports have also identified milk yield as the mtintor contributing to the variability of
toxins excretion in lactating animals (Masoerolet2007). The ewes used in our study were
in mid-lactation at the start of the trial and ni@ynot a good experimental model to test the
effect of mycotoxin-reducing additives on milk gaver. There was, however, a reduction of
AFM1 concentration in ewes fed YCW during the shertn exposure when carryover was
almost double than that recorded during the lomgrtexposure. Other studies on dairy cows,
also reported the absence of effect of YCW on mditamination (Kutz et al., 2009, Stroud,
2006).

The YCW preparation tested by us exclusively cowdi modified cell walls of
Saccharomyces cerevisiatrain 1026. This preparation has been demondtrateitro to
adsorb AFB1 (Devegowda et al., 1998) without diggowy in ruminal fluid (Moschini et al.,
2008) and under pH conditions close to those fowitlin the digestive tract (Dawson et al.,
2001, Diaz et al., 2002). The results observetiigtrial with ewes also suggest that binding
is the mechanism reducing aflatoxin absorptiorh&dastrointestinal tract of ruminants since
no other effect on productions parameters was wbderelated to the use of YCW alone in

the diet.

CONCLUSION

A modified yeast cell wall extract changed the ekon balance of aflatoxins
contaminated feed fed to dairy ewes. The amouaflafoxin B1 and its derivative aflatoxin
M1 eliminated in feces increased, whereas aflatdi in urine tended to decrease. The
observed increase in aflatoxin elimination in fedgssa direct indication that aflatoxin
absorption was impaired and suggests that dietggplementation with this yeast cell wall

extract could protect ruminants against the tokects of aflatoxins in feed.
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Table 1.Ingredients and nutrient composition of the ration
fed to the lactating dairy ewes

Ingredient, % of DM

Wheat grain 23.3
Soybean meal 15.3
Prairie hay 56.2
Chemical composition, g/kg

DM 87.0
Ash 5.0
NDF 35.7
ADF 16.3
Starch 14.1
Ca 2.5
P 2.7
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Table 2.Body weight (BW), dry matter intake (DMI), and kjproduction and composition in dairy ewes fed a

daily dose of aflatoxins (AF)-contaminated feed dified yeast cell walls extracts (YCW), and thesntbination
throughout the 4-week experimental period.

Production Treatments P —valué

parameters Control YCW AF AF+YCW  SEM T P TxP
BW (kg) 67.8 70.3 64.8 62.4 6.73 0.3550 <0.0000.9894
DMI (kg) 2.79 2.85 2.79 2.85 0.1708 0.4050 <0.00 0.4166
Milk (L/d) 1.2 1.0 1.3 1.4 0.25 0.2193 <0.0001 .0d00
Fat (g/kg) 82.8 79.3 74.8 80.9 5.40 0.4982  (B0940.6558
Protein (g/kg) 63.2 62.0 70.9 62.6 7.07 0.49840.081 0.5994
Lactose (g/kg) 49.3 48.6 46.8 50.1 5.40 0.4982.0948 0.6558
sce 6.1 6.0 6.1 5.7 1.25 0.9414 0.2256 0.2218

!Mean values of each treatment group (n = 4) bedaceduring the short- and long-term exposure psriod
2 Neperian logarithmic value of somatic cell couet pL of milk

T = treatment; P = period; T x P = treatment x gubinteraction

103



Partie expérimentale

Table 3. Aflatoxin M1 (AFM1) transfer in milk of ewes atéHast dose of the short-term (3 days) and long-{&1
days) exposure to aflatoxins (AF)-contaminated diebe or with modified yeast cell walls extractiV).

Short-term exposure Long-term exposure P —Value
AF AF+YCW AF AF+YCW SEM T P TP
Milk yield*(L) 1.2 14 0.9 1.0 0.25 0.2554 <0.05 0.537
Outpuf(ug) 1.024 0.760 0.457 0.560 0.2865 0.2622 <0.05 0.0583
Concentration (ng/L) 861 544* 520 552 194.3 0.2622 0.0668 0.0583
Carry ovel(%) 0.54 0.40 0.24 0.30 0.150 0.6233 0.0191 0.1839

!Mean volume produced 24 h post dosing
2Mean AFM1 excreted 24 h post dosing

3Expressed in terms of AFB1 equivalents according/i&/ AFB1 MW AFM1 (312.3/323.3) x pg AFM1

* 9% calculation based on a daily dose intake of §8AFB1 /d /head
® T = treatment; P = period; T x P = treatment »qakinteraction
" P < 0.05 between AF and AF+YCW treatments within eanh and exposure time
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Table 4. Cumulative excretion of aflatoxin B1 (AFB1) andafixin M1 (AFM1) (ng, mean £ SD) in ewes
fed aflatoxins (AF)-contaminated diet alone or withdified yeast cell walls extracts (YCW) for a gho
term (3 days) and long-term (21 days) exposure.

Short-term exposure Long-term exposure
Mycotoxin®  Matrix AF AF+YCW AF AF+YCW
AFM1 Milk 1.9+05 1.5+0.5 0.€£0.2 1.1+ 04
Urine 17.8 25 15477 26.£+7.6 16.1+ 6.3f
Feces 57.87.3 49.1+11.3 57.2+12.1 98.:2+ 16.6*
AFB1 Feces 41¥9.9 58.1+7.9* 56.1+ 4.1 76.€¢+ 8.7*
Sunt Urine+Milk 17.9+2.4 154+ 7.1t 25.1+ 7.3 15.¢+6.11
Feces 96.017.3 104.7+17.2 109.2+ 16.0 170.¢+ 20.9*
Total output  111.1+9.7 120.2+ 23.6 134.¢+ 20.7 186.:+21.0

! Excreted during 24 h before and 72 h after thedase

2Expressed in terms of AFB1 equivalents according/t/ AFB1 MW AFM1 (312.3/323.3) x ug AFM1
TP <0.10 between AF and AF+YCW treatments within eat and exposure time

* P < 0.05 between AF and AF+YCW treatments within e@si and exposure time
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Figure 1. Protocol design of the study
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Dairy ewe
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« 4lots dosing
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Firmin. Figure 1
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Figure 2. Daily excretion of Aflatoxin B1 (AFBL1) in feces)(a@Aflatoxin M1 (AFM1) in
feces (b) and AFML1 in urine (c) of ewes measureddhy before and for 3 d after the last
dose of aflatoxin-contaminated wheat with (fillegr$) or without (open bars) modified yeast
cell wall extracts for a short-term (3 days) andgderm (21 days) exposure. Each bar

represents the meanSD of 4 ewes. * indicate < 0.05 between treatments for same day.
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Une grande diversité de mycotoxines de structuted’aigines variées, peut étre
présente dans l'alimentation des ruminants. L'eikjfmos a ces composés chimiques joue
vraisemblablement un rdle sur la santé animaldjagson avec une toxicité chronique, sans
manifestations cliniques précises et qui demeujeuadihui encore mal caractérisée quant aux
conséqguences sur le moyen et le long terme.

Des traitements de détoxication basés sur I'ajdatisbrbants organiques ont été
développés pour réduire les risques posés par yestoxines et renforcer les moyens de
prévention disponibles. Leur utilisation est préséa dans les systemes d’élevage intensifs
ou les risques liés a la consommation d’alimentammeé sont importants.

Cependant, les travaux réalisés jusqu'a présenté@a@luer I'effet protecteur de ces
produits vis-a-vis de I'exposition aux mycotoxiremnt globalement insuffisants. De grandes
disparités peuvent étre observées dans l'efficatitga adsorbant selon que I'évaluation soit
conduitein vitro ou qu’elle soit menéén vivo sur un modéle animal monogastrique ou
ruminant. Le ruminant étant moins sensible aux nopdoes que les autres espéces de ferme,
les performances de ces traitements adsorbantsuvemt généralement pas s’apprécier par
des mesures indirectes (EFSA, 2009). Les conclasissues des études zootechniques et
toxicologiques restent relativement imprécisesoetvent peu consistantes (réponse faible ou
nulle) (Korosteleva et al., 2007, Martin et al.10)

Afin de pouvoir mesurer l'efficacité réelle d'unsabant a réduire la biodisponibilité
des mycotoxines chez le ruminant, il est indispblesde porter les efforts d’évaluation sur
'analyse toxicocinétique des mycotoxines (EFSAQDO Dans la littérature scientifique, le
transfert d’AFM1 dans le lait est souvent le seatametre d’évaluation utilisé chez le
ruminant laitier. Cependant cet indicateur peusenéer des limites. Les taux de mycotoxines
excrétés dans le lait sont faibles, variables emtdividus, d’'une traite a l'autre (Fink-
Gremmels, 2008a). Aussi les parametres sanguingneoifiAUC, la Cmax et la balance
d’excrétion sont de plus en plus utilisés pour cirser l'efficacité des adsorbants
organiquesin vivo (Aoudia et al.,, 2009, Aoudia et al., 2008). Il $#at donc original
d’approfondir I'évaluation chez le ruminant en cargnt les taux de mycotoxines circulantes
et excrétées dans l'urine et les féeces d’animayposds avec et sans adsorbant organique.
Aussi, nous avons utilisé une préparation commieraiextraits de parois modifiées de

levures dont I'évaluation par ces criteres demedrae jour incompléte.

C’est donc sur la base du constat d’'un manque dieatssances concernant les effets

des adsorbants organiques sur lI'absorption digestes mycotoxines que notre travail de

111



Discussion générale

recherche a été initié. La conduite des étudegigires avait pour objectif de tester l'intérét
prophylactique de 'addition de la préparation epmément dans le régime alimentaire du
ruminant. Pour atteindre cet objectif de thése snmaus sommes attachés a développer deux
modeles expérimentaux permettant d’approcher ledittons réelles d’application des agents
adsorbants.

Nous avons utilisé un premier modéle expérimentalr papporter une preuve de
I'efficacité de I'adsorbant par la mesure de laabak d’excrétion et le calcul des parametres
toxicocinétiques. Le rat est apparu comme un choaique et économique qui répondait aux
besoins d’'une évaluation menée par des critéresnmnt toxicocinétiques. C’est aussi un
modéle animal qui permet de s’affranchir des camtiga liees a la manipulation de substances
radioactives chez les animaux de ferme (achatsngestoxines radiomarquées et gestion de
I'élimination des déchets radioactifs couteux, us@’exposition du manipulateur).

Nous avons développé un second modele expérimpotal valider la preuve du
concept chez le modele ruminant. La brebis lait@¥sente des caractéristiques qui en font
un modele animal souvent utilisé pour évaluer ibeifité des agents organiques candidats a la
détoxication des mycotoxines chez le ruminant pardarametres spécifiques (Battacone et
al., 2009, Blank and Wolffram, 2009). De plus, talbs est un animal cible des mycotoxines,
qui, avec le bovin est élevée pour ses aptitudgsathuction laitiere. Sa spécialisation laitiere
et l'intensification des productions aménent a woeduite de troupeau centrée sur une
production hivernale importante en bergerie. L'aalimst de ce fait particulierement exposé
aux mycotoxines de conservation en période de Istidnu compte tenu de la composition de
son régime alimentaire en fourrages et en concer@@mme pour les autres races laitieres, la
maitrise de la contamination du lait de brebislparaflatoxines et les ochratoxines s’inscrit
dans les enjeux actuels de sécurité alimentaireotisommateur. Les études cinétiques et
zootechniques menées sur cet animal permettent wiomdnterprétation, sans extrapolation,

de I'applicabilité de I'adsorbant testé comme agkntiétoxication des mycotoxines.

Le produit commercial que nous avons testé a é@@rporé dans la ration aux taux
d’'inclusion recommandés par le fournisseur (0.5 @glk@ d’aliment). Les modalités
d’administration des mycotoxines utilisées dans éngles expérimentales ont été choisies
pour reproduire le plus fidelement possible I'expos des animaux de ferme par une
alimentation contaminée. Chez le rat, les dosesFB’A et d’OTA administrées ont été
calculées sur la base des concentrations maxirtaérges dans 'alimentation animale par la

législation européenne (2002/32/CE et 2006/576/CE¥ doses sont équivalentes, en mg par
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kg de PV a la quantité que peuvent ingérer les amkma la ferme dans les conditions
normales de production. Chez la brebis laitieres tlbses d’AFB1 administrées sont
supérieures aux limites établies par I'union euenp@& mais restent en dessous de la dose
journaliére tolérée proposée par la Food and DrdgiAistration (FDA, USA). Elles sont
comparables avec des niveaux exceptionnels demorgton relevés dans I'alimentation du
bétail en Europe (Pietri et al., 2004). Les dosesmpus avons administrées sont tres faibles et
correspondent a des niveaux d’exposition considésésme dépourvues d'effets toxiques (<
100 fois la Dlgy des animaux). Ainsi les fréquences d’expositiomiides, répétées)
appliguées dans nos protocoles d’études n'ont pawip de caractériser les effets toxiques
des mycotoxines, par I'apparition de troubles gli@is ou par la baisse des performances
zootechniques.

Les plans expérimentaux relatifs a I'évaluation Uefficacité des agents de
détoxication de mycotoxines sont particulierememti@ignants chez le ruminant en lactation
(ressources humaines, gestion du cycle de proauycthko ces contraintes s’ajoutent celles
lies a la conduite d’essais combinant des mega@schniques et toxicocinétiques (nombre
d’animaux, prélevements, contrble sanitaire). DEngadre expérimental que nous avons
choisi, il a également fallu prendre en comptedaabilité animale dont la part contributive a
la variabilité globale des résultats est importafteur limiter cette variabilité, il aurait été
nécessaire de travailler en dispositif carré latugc le méme animal recevant successivement
les quatre régimes alimentaires testés au courbédaluation. Bien que techniquement
réalisable, cela entraine des complications exmdriates (longues périodes de mesures) de
sorte gqu’un dispositif en carré latin n’a pas pte &his en place. Nous avons du travailler en
lot (4x4 animaux). Pour obtenir la méme puissamagstique qu’un carré latin, il aurait fallu
augmenter considérablement le nombre d’animaugucaurait été difficilement gérable car
le personnel technique et le colt des analyseneent treés vite des facteurs limitants. Afin
de tenir compte a la fois des contraintes humaigesnomiques et statistiques, il a été
nécessaire de réaliser un compromis aboutissaes aégdultats souvent en limite du seuil de
signification statistique.

Les résultats obtenus dans ce travail de theseétintprincipalement discutés
séparément pour chaque modeéle expérimental. Daderoér chapitre, nous proposons une
autre approche. Nous nous attacherons a discuserédeltats par parameétre, d’abord les

parametres toxicocinétiques puis les paramétredecloiques amenant ainsi a nous
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interroger sur la pertinence de I'application dedaoi de levure testée dans I'alimentation des

animaux d’élevage.

|. LAMESURE DES PARAMETRES SPECIFIQUES

A. L’'effet de la paroi de levure sur les teneurs de s mycotoxines
dans les feces et I'urine

Les études cinétiques réalisées sur les deux emdahimaux ont montré que
'administration de la paroi de levure entraine agmentation significative de I'excrétion
fécale de 'AFB1 et dans une moindre mesure calBQITA.

Les essais sur le modeéle rat, a l'aide de toximasjuées au tritium, ont permis de
constater I'effet de la paroi de levure sur I'exicné globale des deux mycotoxines et de leurs
métabolites. L’étude menée chez la brebis étastBsion de vérifier que I'addition de la paroi
de levure affecte en particulier I'excrétion deFB1 et de TAFM1.

Concernant I'exposition a I'AFB1, I'effet obserdans les feces s’accompagne au
niveau urinaire de la diminution des taux excréfac contre, nous n’'avons pas observé
d’effets de la paroi de levure sur I'excrétion aine dans le cas de I'exposition a 'OTA.

L’absence d’effet sur I'excrétion urinaire poutr@tre imputable aux mécanismes
d’élimination de 'OTA. La filtration glomérulairgoue un réle important dans la clairance de
la toxine. Elle peut s’accompagner d'une sécrétsivie d’'une réabsorption tubulaire
(Dahlmann et al., 1998), ce qui aurait pu retat@créetion et limiter I'effet de la paroi de

levure sur les concentrations urinaires.

A notre connaissance, aucune étude n’a repoffétie@es parois de levure par I'étude
de la balance d’excrétion des aflatoxines, ce guistitue le point fort de notre travail de
these. Une étude antérieure conduite chez le masexa 1.5 mg d’AFB1/kg de PV a montré
'amélioration de I'excrétion fécale de 'AFB1 ee d’AFM1 par la supplémentation en
bactéries lactiques mais chez ces animaux, le d&&M1 dans l'urine n’était pas diminué
(Gratz et al.,, 2006). Nos résultats vont donc péms avant dans la caractérisation de
I'efficacité in vivo d’un adsorbant organique de I'AFB1 puisque lestsfbur I'excrétion sont
observés a des niveaux d’exposition beaucoup plide et sont répétables d'une espéce

animale a une autre.
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Les effets de la paroi de levure sur I'excrétien’®@TA sont aussi cohérents avec les
résultats de Aoudia et al., (2008) et de Kerkadilet(1998) démontrant la capacité des FBM
ou de la cholestyramine a réduire la biodisponibilie 'OTA chez le rat.

Quelque soit le modele expérimental considére, leffets de I'addition de la paroi
de levure sur les paramétres d’excrétion des mycotmes sont la conséquence d’'une

réduction de I'exposition de I'organisme.

B. L'effet de la paroi de levure sur les teneurs de s mycotoxines
dans le sang et le plasma

Nous avons observé que l'apport de parois de éexia entrainé aucun effet sur les
demi-vies d'élimination et les pentes déliminatiaes mycotoxines, celles-ci étant
comparables a celles qui ont déja été publiée heat apres administrationo de 2,5 mg
d’'OTA /kg de PV (Coulombe and Sharma, 1985) et |66@'[*H]-AFB1 /kgdePV (Galtieret
al., 1979). La réduction de l'exposition des anixnaraités avec la paroi de levure ne peut
donc pas s’expliquer par 'augmentation de I'éliation des mycotoxines.

L'étude cinétique a néanmoins montré que I'AFBIngdde sang et le plasma
apparaissait a des concentrations significativerpéud faibles en présence de la paroi de
levure que lorsque la toxine était administréeesedlh co-administration de la paroi de levure
a entrainé une diminution dédJC et desCmaxaux deux concentrations d’AFB1 choisies
indiquant une réduction de son absorption

Les effets sur les parameétres toxicocinétique$ AfeB1 sont a mettre en paralléle
avec plusieurs observations faites chez learsc d’autres agents adsorbants organiques
(FBM) et minéraux (cholestyramine) décrivant unduction de I'absorption de I'OTA par
une réduction des concentrations plasmatiques (ilaatdal., 2008, Kerkadi et al., 1998).

Les effets de la paroi de levure sur les conceatrs sanguines ou plasmatiques sont
cohérents avec ceux observés sur l'excrétion féetlairinaire des mycotoxines. Les
différences ne sont pas dose-dépendant et 'affeles parametres sanguir@dnjaxet AUC)
sont moins marqués chez les animaux exposés a 'lOTA

Dans le cas de I'OTA, il apparait que la concdiutna plasmatique, soit restée
équivalente que la toxine soit administrée seulego association avec la paroi de levure.

Chez les especes monogastriques, 'OTA peut subiryale entéro-hépatique par sécrétion
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biliaire suivi d'une réabsorption intestinale (Rot¢h al., 1988). Elle peut également

s’accumuler dans les organes notamment les remsohjonction de ces mécanismes aurait
pu favoriser la redistribution systémique de I'OTArs différents tissus et expliquer que

I'addition de la paroi de levure n’a pas induitfté¢ plasmatique.

A partir des résultats de lI'analyse non compartimetale, ajoutée aux données
d’excrétion fécale et urinaire, on peut émettre I'lypothése que la raison la plus probable
conduisant a une exposition et une absorption plugible des mycotoxines chez les
animaux supplémentés en parois de levure est liéel'étape d’absorption et non aux

autres étapes de la cinétique.

L’effet de I'apport de parois de levure sur lesgoaetres sanguins n’'a été abordé que
chez le modele rat. Une méthode de quantificatidd-1 et d’AFB1 dans le plasma de
brebis a été testée indiquant la faible représeitéates ces toxines. L’AFM1 était la seule
toxine détectée dans les conditions analytiqudséas. En accord avec la description faite
par Moschini et al., (2006) chez la vache, aucerdf@bsorption n’a été observé dans les 48h
apres arrét du traitemerfigure 14). L'incapacité de déterminer @maxnous a conduits a
abandonner le suivi des concentrations plasmatigues-M1.

Toutefois, I'effet de la paroi de levure sur I'e&tion de 'AFB1 étant reproductible du
modéle monogastrique au modele ruminant, on peadcser que la modification des profils
d’excrétion chez la brebis sont associés a unectiéude la fraction orale absorbée et du
taux de mycotoxines circulant. Cette suppositioessiterait d’étre confirmée par des

investigations supplémentaires en utilisant d’autnarqueurs d’exposition.

C. L'effet de la paroi de levure sur les teneurs de s mycotoxines
dans le lait

Dans notre étude, les teneurs en AFM1 du lait qués ravons mesurées chez les
brebis supplémentées en parois de levure étaienpa@bles a celles mesurées chez les
brebis témoins quelle que soit la durée d’expasitiposée.

Les mesures d’excrétion dans les laits sont enrdaeec les données reportées par
Battacone et al., (2005). Nos résultats sont coaiges aux taux de transfert (552 ng/L et
0.24% vs 596 ng/L soit 0.26% de la dose recue dans |'étadigrieure) et aux profils
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d’excrétion chez la brebis laitiere aprés 7 jourexposition a de I'AFB1 (120
pg/animal/jour). Les taux d’AFM1 mesurés sont égelet conformes avec le modéle de
prédictiorf proposé par Battacone et al., (2003) pour une jesealiére administrée de 180
png d’AFB1. Ces taux dépassaient 11 et 22 foiselesurs réglementaires fixées pour le lait et
le lait du nourrissort & I'exception du groupe contréle qui présentait thix 17 et 34 fois
Supérieurs aux normes européennes apres 3 jousogidon.

L’absence d’effet de la paroi de levure chez ldisrsur I'excrétion de 'AFM1 dans
le lait est en accord avec des observations antésgdaites chez la vache laitiere, confirmant
l'inefficacité de cette préparation a réduire latamnination de la production laitiere chez le
ruminant (Stroud, 2006).

Il est néanmoins important de préciser que lesspéaipérimentaux mis en ceuvre pour
aborder ce parametre sont tres variables (espace, composition de la ration, mode de
distribution de I'additif). Les taux mesurés soifficilement comparables entre essais. La
concentration de 'AFM1 dans le lait dépend du tal&AFB1 absorbé lequel peut étre
influencé par différent facteurs comme la quanti¢étoxine ingérée (Frobish et al., 1986,
Polan et al., 1974) ou l'activité de digestion dmen (Pulina et al., 2006). Cette variabilité
est observée lorsque des brebis en lactation rexgbia méme dose d’AFB1 et sont adaptées a
des régimes différents (Battacone et al., 2003taBahe et al., 2005). Plus récemment,
d’autres auteurs ont montré que la forme de I'dumar (en poudre ou en granulé ) peut
modifier le taux d’AFM1 excrété dans le lait (Masmet al., 2009).

Il est donc difficile, a partir de la littératurd’extrapoler les données et d’expliquer
pourquoi l'effet de I'addition de la paroi de leeusur I'excrétion d’aflatoxines dans les féces
et I'urine ne s’est pas accompagné d’'une baisgawud’AFM1 dans le lait chez la brebis. Il
est probable que l'effet de la paroi de levure Isgrparamétres d’excrétion du lait ait été
atténué dans les conditions expérimentales de gaide. La production de lait des animaux
n’était pas maximale. D’autre part, les taux d’AFktgsurés dans le lait étaient comparables
apres 3 et 21 jours d’exposition alors qu’ils amti@ugmentés dans l'urine et les feces avec
I'allongement de I'exposition. Ces observationsgargnt que des mécanismes de régulations
ont pu limiter le transfert de '’AFM1 du plasma lait et limiter I'effet de la paroi de levure
sur ce parametre. Cette hypothese s’appuie sustégce de mécanismes de transports actifs

et passifs au niveau de I'épithélium de la glandenmaire Figure 15). Le transport passif

3AFM1 (ug/L) = -0.0043 + 0.00136 AFBL.§/jour)
50 ng/ L de lait et 25 ng/L de lait pour nourriss@hon la Directive européenne 98/53/CE
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explique gu’une relation linéaire existe entre faduction de lait et I'excrétion d’AFM1 chez
'animal en lactation et qu'un animal a haut rendamde production peut excréter plus
d’aflatoxines qu’un animal faiblement producteurlai (Masoero et al., 2007). Le transport
actif entraine un relargage des aflatoxines danaitlévan Herwaarden and Schinkel, 2006,
van Herwaarden et al., 2006) et pourrait contribaediminuer la perméabilité du tissu
mammaire a I'AFM1 observé chez I'animal évoluantsvée stade terminal de lactation
(Lafont et al., 1983).

Une autre point marquant de nos travaux de these aa été de montrer que la
paroi de levure peut étre a la fois efficace pourmptéger des animaux d’une exposition
alimentaire & de I'AFBL1 et limitée pour prévenir la contamination de leur production

laitiere.

D. Les effets toxicocinétiques peuvent-ils s’expliq uer par la
séquestration des mycotoxines ?

Un composé capable de séquestrer les mycotoxines ldaTGIl de I'animal doit
entrainer une réduction de leur absorption etifacileur élimination par la voie fécale. Les
résultats présentés dans ce travail de these soata®rd avec ce principe toxicocinétique.
Cependant, si les mesures des parameétres toxitigcieg sanguins et du bilan d’excrétion
sont des indicateurs fiables pour évaluer la caépatiun composé a réduire I'absorption
digestive d’'un xénobiotique, ils ne permettent gas caractériser la cause. Une excrétion
biliaire facilitée ou un changement du métaboligmépatique peuvent produire les mémes
effets sur l'absorption et I'excrétion d'un xéncligme, notamment les mycotoxines
(Groopman et al., 2008, Guarisco et al., 2008).

L’absorption d’'un xénobiotique peut étre affectée pn effet physiologique local au
niveau du TGlI, des retards de vidange gastriqupetturbation de la flore et de la sécrétion
d'enzymes digestives, des changements de la peiitédb l'intestin gréle, de la motilité et
du pH gastro-intestinal. L'administration de la paéation de paroi de levure aurait pu
entrainer I'un de ces changements physiologiquesgguant des modifications du profil

d’absorption et d’excrétion de 'AFB1 et de 'OTAux doses administrées, on aurait pu
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s’attendre a des effets liés a I'acidité de la pdeolevure testée (Moschini et al., 2008) ou a
sa capacité a stimuler la sécrétion de sucs gasgi(Matur et al., 2011).

Le dispositif expérimental mis en place ne perma$ p’'étudier ces hypothéses.
Cependant, les études que nous avons réaliséeslelaz ont montré que la production
journaliere de feces et d'urine étaient comparaldesre les animaux exposés aux
mycotoxines seules et les animaux supplémerid&s la méme maniére, nous n'avons
observés aucun signe de la modification progressigeconditions digestives chez la brebis.
Les mesures d’ingestion d’aliments, de pH urinaidesproduction de féces et d’urine étaient
comparables a ceux mesurés durant la période datdap aux régimes. Ces régularités
pourraient refléter une activité ruminale stalfdepartir de ces observations, on peut donc
penser que l'effet de la paroi de levure sur la réaction de I'absorption des mycotoxines

n’est pas du a des changements physiologiques.

En montrant dans ce travail de thése que la pdoievure diminue I'absorption
digestive et favorise I'élimination fécale des mimwanes, on peut raisonnablement penser
gue ses effets sur la biodisponibilité des mycaotegisont lies a ses propriétés adsorbantes.

Il faut d’abord souligner que ces effets sont ob&® dans un ordre chronologique
compatible avec les délais de transit de l'adsdrlslams le TGl des animaux. L'effet
systémigue maximal est atteint tres rapidement sndan6 h aprés administration de la dose.
L’effet maximal dans les feces apparait dans urogérallant de 24h chez le rat jusqu'a 48h
chez la brebis qui élimine les substances non éggeplus lentement par la voie fécale (24 h
dans le rumen+ 24h dans les intestins) (FaichrZg5)1

Chez la brebis, les résultats montrent qu'unetmagint de trois semaines par la paroi de
levure entraine une élévation beaucoup plus sgatifie de I'excrétion fécale, en
comparaison a celle observée dans la période dsgtipo courte de trois jours. Ces
différences d’efficacité pourraient étre la consgme de I'accumulation progressive de la
paroi de levure dans le TGl du ruminant. L'absanmptide 'AFB1 s’effectue dés le rumen et
se prolonge jusqu’au niveau de lintestin gréle.eUinaction de I'AFB1 absorbée est
meétabolisée par le foie en AFM1 (Kuilman et al.98p L’AFM1 est sécrété par voie biliaire
(Trucksess et al., 1983) et peut étre réabsorbémivaaau entérique. La paroi de levure,
présente en plus grande quantité dans le traoestifidu ruminant a certainement séquestré
plus d’AFB1 et rompu le cycle entéro-hépatique '@d&-M1 en liant le métabolite dans le
TGI. Cependant, trés peu d’études permettent dygpeette hypothese. La séquestration de

AFM1 par les B-D-glucanes des parois de levure n'‘a pas été dédend notre
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connaissance. On peut toutefois citer les travaenMdrkov et al., (2010) et Gratz et al.,
(2006) sur les bactéries lactiques. Ce sont destagelsorbants capables de réduire le taux
d’AFB1 et d’AFM1in vitro et d’entrainein vivo I'excrétion facilitée des deux toxines dans

les feces.

Les effets sur les paramétres toxicocinétiques également a mettre en paralléle
avec plusieurs observations faitesvitro sur la séquestration des mycotoxines par la jheoi
levure. Dans notre étude chez le rat, la réeduad®ifiabsorption était plus marquée vis-a-vis
de 'AFB1 que de 'OTA a des taux d’inclusion siaifkes, ce qui peut étre lié au fait que les
mycotoxines n’ont pas la méme affinité pour la fiea auxp-D-glucanes de I'extrait de paroi
de levure (AFB1>0TA) (Devegowda et al., 1998a).

Les parois de levure forment des complexes madiakles avec I'AFB1 dans les
conditions simulant les compartiments gastriquesutainant (Moschini et al., 2008) que
ceux des animaux monogastriques (Dawson et all,2D@z et al., 2003); ce qui pourrait
expliquer que les effets sur I'excrétion des aRates sont plus marqués chez le rat que chez
la brebis.

L’efficacité de séquestration de la paroi de levpeait étre modulém vitro par la
guantité de mycotoxines ajoutée au milieu. Les s liaisons moléculaires induisent des
changements de conformation facilitant I'accés a rmimiveaux sites de fixation et
lamélioration de [l'efficacité de séquestration desycotoxines jusqu'a saturation
(Yiannikouriset al, 2003; Yiannikouriset al, 2006). Aux doses de mycotoxines testées chez
le rat, le seuil minimal de contact physique capalle produire ces interactions de
coopération n’était peut étre pas dépassé et poétra la raison pour laquelle nous n’avons
pas observé d’effets dose-dépendant.

La modification des parameétres d’absorption et d’ekrétion observés dans nos
essais serait donc a mettre au profit de la séquestion des mycotoxines et la stabilité

des complexes formés avec la paroi de levure daesTiGl des animaux.

. LAMESURE DES PARAMETRES NON SPECIFIQUES
L’essai chez la brebis laitiere était conduit denbut de vérifier que I'apport régulier en

parois de levure pouvait non seulement réduiresbgition de 'AFB1 mais aussi garantir le

maintien des performances de production de I'anerpbsé. Cependant, la dose d’aflatoxine
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choisie n’était pas assez élevée et administréeusar période trop courte pour altérer
significativement la production et la qualité dit kde brebis. Les paramétres de production
mesurés dans nos conditions expérimentales n’énmétdifiés ni par la contamination de
I'alimentation par les aflatoxines ni par 'additide I'adsorbant dans la ration.

L’évolution des paramétres zootechniques durarh lesmaines de mesure était conforme
a ce qui est généralement observé chez la brebsuba en milieu de lactation progressant
vers le tarissement. Les parameétres de productiomlee composition du lait étaient
comparables a ceux reportés dans la littératureqiier and Caja, 2001). La production de
lait déclinait lentement durant toute la durée’degdérience. Le maintien des TB, TP, TG et
du nombre des CS était en accord avec le compantesimentaire des brebis. Les quantités
d’aliments ingérés sont restées régulieres d'un goliautre et I'évolution du poids vifs des
animaux constante durant toute la durée de I'erpartation.

L’absence d’effets sur les parametres zootechniglaes notre étude est en accord
avec les données de la littérature obtenus chérelasis (Battacone et al., 2003) et d’autres
ruminants en lactation comme la vache (Kutz et20Q9) et la chévre (Rao and Chopra,
2001) pour des quantités d’aflatoxines ingéréekestperiodes d’exposition voisines.

Notre étude expérimentale aura surtout été l'occasn de montrer l'intérét
d’évaluer l'efficacité d’'un adsorbant par la mesuredes parametres spécifiques chez le
ruminant exposé a des doses d’AFB1 compatibles avéxs niveaux de contamination

naturels de I'alimentation animale.

[ll. EST-CE QUE LES EFFETS TOXICOCINETIQUES ONT UNE
SIGNIFICATION BIOLOGIQUE?

L’'usage des adsorbants en alimentation animald ei®gsagé en Europe que pour
compléter les stratégies préventives existantdsnéer les effets toxiques lié a ingestion
répétée de faibles doses d’aflatoxines et d’ockna¢s. Cependant I'effet de séquestration
observé sur les deux modéles expérimentaux ne peasel’affirmer que I'ajout d’adsorbant
puisse protéger efficacement les animaux des rissagitaires pour ce mode d’exposition. En
effet, nous navons pas pu confirmer lors de nasamx que les effets sur les paramétres

toxicocinétiques s’accompagnent bien de I'améliorate la santé des animaux exposes aux
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mycotoxines. D’autre part, nous avons constatélegieffets sur les parametres d’absorption
et d’excrétion des mycotoxines sont partiels. Usiblé fraction de la dose administrée est
retenue dans le TGl des animaux et éliminée pavitafécale.

Les études conduites chez le rat suggéerent quetagtion de la préparation testée est
beaucoup moins efficace en cas de contaminatioi@®&A. D’autres adsorbants organiques
ont été évalués avec succes par les mémes pararnkae le rat et le porc (Aoudia et al.,
2009, Aoudia et al., 2008) et seraient peut étreumiadaptés pour traiter I'alimentation des
monogastriques d’élevage. Cependant, il faut spaliggue I'OTA ne peut subir une
hydrolyse en Od que dans les compartiments fermentaires du grtestin chez les
monogastriques. Dans le cas des ruminants ou txidation de I'OTA survient avant son
absorption digestive, on pourrait s’attendre a ue lgs effets de la préparation testée sur les
parametres toxicocinétiques soient plus marqués.

Bien gu’il soit prématuré de s’avancer sans étudeigologiques, on pourrait penser
gu’une réduction de la fraction orale absorbéd’pput de I'adsorbant soit responsable de la
réduction de la toxicité de 'AFB1 déja observéagsites évaluations antérieures (Aravind et
al., 2003; karaman et al., 2005).

Pour évaluer I'efficacité de I'adsorbant a diminlaebiodisponibilité de 'OTA chez le
ruminant et son applicabilité en tant qu’agent dwxication, d’autres essdris vivo seraient
utiles. L'étude de I'effet de I'adsorbant sur I'e&tion de 'OTA chez la brebis permettrait de
confirmer ou d’infirmer les résultats observés clezat. Aussi, un travail de validation
biologique, qui n'a pas fait I'objet de notre étugmurrait étre engagé pour établir une
causalité entre la réduction de I'exposition deminants aux mycotoxines et des bénéfices

sur leur état de santé.

V. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les résultats obtenus au cours de cette étudeppoirta une preuve de l'efficacité d'un
adsorbant de mycotoxines a base de parois de ketide préciser son mode d’actiorvivo.
Jusqu'a présent, I'évaluation de ce produit n'agtdt faite que sur la base de parameétres
zootechniques et toxicologiques non spécifiqueparul’étude du transfert d’AFM1 dans le
lait chez la vache laitiere. En élargissant le gha® I'étude des parametres spécifiques, nous
avons pu montrer que l'addition de parois de levuréduit I'absorption et augmente

significativement I'excrétion fécale des mycotoxéneestées chez deux modeles animaux,
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monogastrique et ruminant. Ces observations suggere effet de séquestratiam vivo et
supposent que la moindre sensibilité des animdaxaxicité des mycotoxines, déja observée
dans d’autres études, soit tres probablement laécprence directe de la réduction de leur
biodisponibilité dans I'organisme. Enfin de manig@las générale, cette étude apporte une
preuve d’intérét du concept de l'utilisation d’adsants organiques pour la détoxication des
mycotoxines. Les résultats obtenus dans les conditsimulant I'alimentation des animaux
crédibilisent I'usage prophylactique des adsorbamtganiques pour maitriser les risques

sanitaires liés a la contamination des principagces de ruminants d’élevage.

La préparation de parois de levures que nous aestée semble en mesure de garantir la
protection des ruminants contre une exposition ldaibt prolongée aux aflatoxines et
pourraient étre proposée aux éleveurs pour subsliés traitements existants. Cependant on
peut regretter de ne pas avoir pu prolonger laodérd’exposition ainsi que nos observations
sur les parameétres de production des brebis kedtier

Il serait intéressant d’approfondir ces aspectsdesr études a trés long-terme. On peut
supposer que mettre en évidence les effets zoatpe® de la paroi de levure chez le
ruminant nécessiterait un temps plus long d’exmosita 'AFB1 et de distribution de
'additif. Des évaluations sur le cycle entier deduction de I'animal, voir sur toute son
existence (des la gestation) incluant d’autres matees toxicologiques (immunitaires,
digestifs, fermentaires) permettraient de confirifeativité de détoxication chez le ruminant.
Cependant I'absence de marqueurs de toxicité Baillesensibles est un frein a I'évaluation
de l'efficacité des adsorbants. Dans ce contexegdveloppement de la métabolomique
comme nouvel outil de diagnostic peut s’avérer rgggant pour mieux caractériser
I'exposition aux mycotoxines. La comparaison deprimtes métaboliques urinaires chez les
animaux ayant recu les mycotoxines seules ou daelsdrbant permettrait de mettre en
évidence des marqueurs d’exposition et d’appoitesi @e nouvelles preuves de I'efficacité

de I'agent adsorbant.

Au vu de nos résultats, il apparait que la pertieedu traitement des matieres
premieres par la paroi de levure testée reste tdisleuen ce qui concerne 'alimentation des
animaux de races laitieres. En effet, la détoxacaties mycotoxines n’'a pas pour objectif
premier de préserver la santé de I'animal en lactatxposé mais vise a réduire le risque
d’intoxication chronique chez I'homme par la préwem de la contamination des produits

laitiers. La contamination du lait par les prindggamycotoxines (OTA, DON, ZEN, FB)
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étant considérée comme faible ou nulle (Niderkorn2007), seule la présence d’AFM1 est
véritablement pergue comme un danger sanitaire I|psldonsommateurs.

L’expérience conduite chez la brebis laitiere nés permis de conclure affirmativement
aux bénéfices de la préparation testée sur la tiédude la contamination du lait et laisse
subsister lincertitude autour de son utilisatioansl l'industrie laitiere. Il serait donc
intéressant de poursuivre le travail en réalisansuwivi du taux d’AFM1 excrété dans le lait
de brebis en modifiant les conditions expérimestdlrrant I'expérience, les volumes de lait
produits étaient inférieurs a ceux mesurés a lapt&an des animaux dans nos installations
(1.5 L de lait/jourvs 3 L/jour avant I'étude). Afin de valider les domséobtenues, la mise en
place d’'une expérimentation sur des animaux ay@einale pic de lactation et recevant des
doses inférieures aux normes réglementaires eumopée permettrait d'évaluer plus
précisément l'efficacité de la préparation testée Ips parametres d’excrétion de I'AFM1
dans le lait.

L’efficacité de l'adsorbant a aussi pu étre limitpar le fait que l'alimentation
expérimentale ne contenait pas que de 'AFB1 esentait aussi des teneurs importantes
d’AFB2, de 'AFGL1 et de 'AFG2 en plus faible quéétreprésentant 38, 5, et 9 % de la dose
journaliere administrée en aflatoxines. En effetdcherche et le développement d’adsorbants
pour la détoxication de ces aflatoxines présente gimtérét du fait qu’elles sont moins
fréquentes et moins toxiques par rapport a 'AFBL I&AFM1. Cependant, la présence
d’aflatoxines B2, G2 et G1 dans I'alimentation expé&ntale puis dans I'organisme pourrait
influencer la séquestration de I'AFB1 et I'excrétide 'AFM1 dans le lait. Pour étayer cette
hypothése, d’autres évaluations précisant |'eféetadpréparation testée sur la séquestration et
la biodisponibilité de ces aflatoxines seraientaséaires.

Notre travail de thése est le premier a avoir évdikfficacité d’'un adsorbant chez le
ruminant par le suivi de I'excrétion d’'une mycotexidans I'urine, les feces et le lait. Aussi,
nous avons pu constater que les effets de la gdaravure étaient plus marqués dans les féces
gue dans les deux autres matrices biologiques. Daasoptique de criblage vivo, une
évaluation de nouveaux adsorbants candidats sdiskntauniquement sur la mesure des
parametres d’excrétion dans les feces serait antéispour apporter une preuve d’efficacité

chez le ruminant.

Le ruminant présente un risque d’exposition accdes contaminations multiples par
la diversification de son régime alimentaire. C’'dshc aussi a travers une maitrise de la

contamination par les fumonisines, les trichothésénla zéaralénone que I'emploi
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d’adsorbants organiques revét un intérét grandissaalimentation animale. Des niveaux de
concentrations inacceptables sont parfois détele@s les productions céréaliéres distribuées
au bétail en Europe. A la différence des aflatoxingeu de traitements adsorbants sont
efficaces vis-a-vis des fusariotoxines et la préeendu développement des moisissures
demeure jusqu’a ce jour le seul moyen disponibler pwévenir les risques sanitaires posés
par cette famille de mycotoxines (Niderkorn et 2006).

Les résultats de notre étude expérimentale amémesiinterroger sur I'utilisation
d’adsorbants organiques pour réduire la biodisplitéilles fusariotoxines chez les animaux
exposes a ces contaminants alimentaires. Dans petpective, des études cinétiques
complémentaires pourraient renseigner de I'effiéade la préparation que nous avons testée
vis a vis de la ZEN, du DON, ou de la FB1 afin dldir un profil détaillé de son activité de

détoxication chez le ruminant.

La connaissance sur l'efficacité des adsorbantanigges a beaucoup progressé au
cours de ces dernieres années cependant aucun rddsitp testés ne possede les
caractéristiques de l'agent de détoxication idéaurptraiter 'ensemble des mycotoxines
d’intérét alimentaire (Whitlow, 2006). Des lorss leecherches se focalisant sur la mesure des
parameétres toxicocinétiques et la balance d’examétes mycotoxines devraient apporter
linformation utile pour envisager dans le futursdassociations d’adsorbants organiques.
Optimisées, ces combinaisons d’adsorbants pernegitrade gérer au quotidien la
contamination des aliments du bétail par les mydoes et de satisfaina fine aux attentes
productivistes des éleveurs et sécuritaires desoromateurs de produits de la filiere

animale.

Les recherches menées sur les adsorbants organmuesaient aboutir a des
applications en nutrition humaine. En effet, cexdaadsorbants a base d’argile développés
pour la nutrition animale font I'objet d’essaisnitjues dans les pays émergents confrontés
aux contaminations par les aflatoxines (Phillipsakt 2008). Comme pour ces produits
minéraux, 'administration d’adsorbants organiqupesirrait étre envisagée pour traiter les
populations des zones a risques. Cette applicatonrait également étre étendue en Europe
chez certaines populations particulierement exmosEenme les agriculteurs amenés au
contact des mycotoxines de part leur situationgusibnnelle (Turner et al., 2010). Ainsi, les

adsorbants organiques pourraient étre utilisés poavenir les risques sanitaires liés a
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'ingestion de poussieres contaminées inhaléedgsatravailleurs agricoles sur les lieux de

travail (silos de stockage de céréales).
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Figure 1. Structures chimiques des aflatoxines B1, B2, eGV1.
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Figure 2. Bioconversion du 8,9-époxyde-AFB1.

(Guengerich et al., 1996)
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lllustrations

(B)

Nom

Ochratoxine A
QOchratoxine B
Ochratoxine C
Ochratoxine o
Ochratoxine B
4R-Hydroxyochratoxine A
4S-Hydroxyochratoxine A
10-Hydroxyochratoxine A
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Abréviation R

OTA Phénylalanyl
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Figure 3. Structure chimique des différentes ochratoxinetedeurs métabolites (A) et de la
forme ouverte de I'ochratoxine A (B).

(D’'aprés 'AFSSA, 2009)

‘ Xeénobiotiques ‘
Treés lipophile Lipophile Polaire Hydrophile
Meétaboliquement stable ¢
Accumulation Phase I
Tissus gras (Inactivation ou
activation)
Oxydation, réduction,
hydrolyse
Polaire
W
Phase IT
(Inactivation en général)
Conjugaison
Hydrophile
W "
‘ Bile Excrétion Urine

Figure 4. Toxicocinétique des xénobiotiques.

(Pussa, 2007)
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lllustrations

Toxine  Voie de bioconversion | Substrat Produit de réaction | Toxicité Références
AFB1 Oxydation AFB1 Epoxyde +++
AFM1 ++
AFP1 ++
AFQ1 + (Guerre et al.,
Réduction AFL ++ 1996b)
Conjugaison Epoxyde | GSH-Epoxyde -
AFM1 Glucurono-AFM1 -
AFP1 Glucurono-AFP1 -
AFQ1 Glucurono-AFQ1 -
OTA Oxydation OTA 40H-0OTA ++ (Creppy et al., 1983)
Hydrolyse OTa - (Ringot et al., 2006)

Tableau 13Voies majeures de bioconversion de 'AFB1 et delACet toxicité dans les
systemes biologiques.
(D’apres Galtier, 1999)
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lllustrations

(A)

(B)

Types d'aliments

Teneur maximale en pgl/kg
(teneur en humidite de 12%)

Toutes les matiéres premiéres des aliments pour animaux 20
Aliments complets pour bovins, ovins et caprins 20
a l'exception de :

- aliments complets pour bétail laitier 5
- aliments complets pour veaux et agneaux 10
Aliments complets pour porcs et volailles ( a I'exception des 20
jeunes animaux)

Autres aliments complets 10
Aliments complémentaires pour bovins, ovins et caprins (a 20
I'exception des aliments complémentaires pour bétail laitiers,

veaux et agneaux)

Aliments complémentaires pour porcs et volailles (a 20
I'exception des jeunes animaux)

Autres aliments compléementaires 5

Teneur maximale en pg/kg (teneur en
Matrice humidite de 12%)
Matieres premieres entrant dans la compositions 250
des aliments pour animaux - cereales, produits et
sous produits de céréales et fourrages
Aliments complémentaires et complets pour :
- les pores 50
- lesvolailles 100

Tableau 2.Teneurs maximales tolérées en AFB1 (A) et recom@asién OTA (B) en
alimentation animale (eyg/kg).
(D’apres les directives européennes 2002/32/CP@d/376/CE)
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Mycotoxines
Déséquilibres alimentaires
Lactation *

Alimentation *

Environnement **

Principales cibles:
Foie, rein

Systeme immunitaire
Systeme de reproduction

Prédisposition aux maladies
l Production
1 Codts vétérinaires
l Profit

Figure 5. Différentes formes de stress subis par les anirdalevage.
(D’apres Morgavi et al., 2008)

*Pour les ruminants a haut potentiel de production

** Climat, loges inadaptées, pollution, présencenhine

Produit carné Echantillons positifs Références
Pourcentage Teneurs
(%) (ug / Kg)
Saucisse de foie allemande 68 <0.01-4.6 (Gareis and Scheuer,
2000)
Paté a base de foie de porc 4.8 <1.77 (Jimenez et al., 2001)
espagnol
Viande et rein de porc danois - 0-15 (Jorgensen and
0-2.9 Petersen, 2002)
Muscle - rein de porc italien 77-100 0.005-<1 (Matrella et al., 2006)
Saucisse a base de porc 40 0.006-1 (Monaci et al., 2005)
italienne
Jambon italien 30-70 0.06-12.51 (Dall'Asta et al.,
2010)
Jambon italien - <2.3 (Chiavaro et al.,
2002)

Tableau 3 Présence des ochratoxines dans les produitsscamnurope.
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Mycotoxine

Produit laitier

Echantillons Positifs
Pourcentage Teneurs

Références

(%) (Lg / Kg)

Aflatoxines Lait de vache francais 3.4 <0.026 (Boudra et al., 2007)
Lait UHT de vache, 94.4 0.029 (Cano-Sancho et al., 2010)
Yoghourt espagnol 3 0.0132

Lait de vache, 86 0.001-0.108 (Galvano et al., 1998)
Poudre de lait, 84 0.001-0.101
Yoghourt italien, 80 0.001-0.496
Yoghourt portugais 19 0.019-0.098 (Martins and Martins,
2004)
Fromage italien au lait:
- de brebis 12.8 0.05-0.215 (Montagna et al., 2008)
- de vache 27.2 0.05-0.16
- de chévre 16.7 0-0.25
Poudre de lait espagnol 37.7 0.006- (Gomez-Arranz and
pour enfant 0.0116 Navarro-Blasco)
Poudre de lait italien pour 1 <0.025 (Meucci et al., 2010)
enfant
Lait de chévre italien 34 0.003-0.05 (Sacca et al., 2009)
Lait brut italien 17.3 0.005- (Virdis et al., 2008)
Fromage de chévre 9.8 0.0361
0.079-0.389
Lait de brebis italien 81 0.002-0.108 (Bognanno et al., 2006)
Ochratoxines Lait de vache norvégien 12.7 0.011-0.058 (Skaug, 1999)
Lait bovin francais 1.1 <0.008 (Boudra et al., 2007)
Lait bovin suisse 14 0.01-0.04 (Breitholtzemanuelsson et
al., 1993)
Poudre de lait italien pour 72 0.035-0.689 (Meucci et al., 2010)
enfant
Fromages italiens et 32 0.1-3 (Dall'Asta et al., 2008)
francais

Tableau 4.Présence des aflatoxines et des ochratoxines ddat &t les produits laitiers en

Europe.
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Mycotoxine
Aflatoxines

Action toxique

Pathologie

Ochratoxines

Références

Carcinogéne Hépatocarcinome Galvano et al.,
Hépatotoxique 2005
Hépatotoxique Syndrome de Reye
Hépatotoxique Kwashiorkor

Carcinogéne Cancer des testicules
Néphrotoxique | Néphropathies des Balkans
Neurotoxique | Maladies neurodégénératives Sava et al.,

(Maladie de Parkinson et 2006

d’Alzheimer)

Tableau 5.Pathologies chroniques humaines associées a lansordtion alimentaire par les
aflatoxines et les ochratoxines.

155



[llustrations

Macromolécule % de la masse de la paroi Mr moyenne (DP")

(kDa)

Mannoprotéines 30-50 Variable
B-(1,6)-D-glucanes 5-10 24 (150)
B-(1,3)-D-glucanes 30-45 240 (1500)

Chitine 1.5-6 25 (120)

Tableau 6.Macromolécules de la paroi &accharomyces cerevisiae.

*(DP) Degré de polymérisation
(D’apres Kliss et al., 2006)
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\ Couche externe de
la paroi

mannoprotein

} Couche interne de
la paroi

J
]. Membrane plasmique

Figure 6. Vue schématique de la paroi cellulaireRBccharomyces cerevisiae.
(D’apres Lipke and Ovalle, 1998)

@ — 2000, —— S '
(©) 4)

(1) @)

Figure 7. Les conformations dg¥-glucanes dans lI'espace.
Structure en pelote (1), simple hélice (2), tripidices (3) et multiméres de triple hélices (4).

Figure 8. Modélisation de linteraction entre une moléculd&EB1 avec une molécule d&
(1,3)-D-glucanes en simple hélice au niveau d'urmanbhement de trois unités

glucopyranosyles eB-(1,6)-D-glucanes.
(Adapté de Yiannikourist al.,2006). Les fleches blanches indiquent I'effetatsement.
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ADDITIFS ZOOTECHNIQUES ET ADDITIFS TECHNOLOGIQUE-
COMPLEMENTS ALIMENTAIRES AGENT DE DETOXICATION DES
MYCOTOXINES

Levure entiére Parois de levure
(Levucell SC, Lallemand) (chitine, mannoprotéine, glucanes)

Extraits de parois
modifiées de levure

(AvecB-D glucanes)

Mannanes-oligosaccharides

(MOS 500, BioLogics) .
Glucomannanes Glucanes purifiés

(Mycosorb, Alltech) (BETA, Biospringer)

Figure 9. Exemples de préparations contenant des paroisvieelet leur application en
alimentation animale.
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Aflatoxines totales 95.0
Fumonisines 67.0
ZEN 77.0
T2 334
Citrinine 18.4
DAS 12.7
DON 12.6
OTA 12.5
NIV 8.2
Fusariotoxines 7.9

Tableau 7.Capacité du Mycosorb a lier les mycotoxines.
(D’apres Devegowda, 2000)
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Espece

animale

Dose d’
adsorbant

Mycotoxine

Exposition
INIYEE

(ppb/jour)
0.385-1.912

Parametre d’
évaluation
Biochimie du plasma

Biochimie du foie

Symptémes d'intoxication

Signes atténués

1 activité yGT, ALP
| cholestérol , glucose
| activit¢ P450 EROD et
6Btestostérone hydroxylase

Signes persistants

| albumine

Références

Messonnier et al., 2009

Histologie 1 Iésions hépatiques
Immunité | lymphoprolifération
Zootechnie | GPV
Vache laitiere 0.5 AFB1 0.17 6 Zootechnie | PA Stroud et al., 2006
Poulet 0.1 AFB1 2 35 Zootechnie | PVett RCA Girish et al., 2006
Poulet 0.05-1.5 AFB1 0.184 42 Zootechnie 1 mortalité 1 PV, | RCA Kamalzah et al., 2009
Poulet 0.1-0.5 AFB1 2 Examen des Organes Changements du poids du foie, Karaman et al., 2005
reins, thymus, rate, bourse de
Fabricius
Poulet 0.1 AFB1 2 35 Examen des Organes | poids du thymus, bourse de Girish et al., 2006
Fabricius
1 poids du foie, reins, rate,
gésier
Immunité | anticorps anti-NV et IBV
Poulet 0.075 AFB1/AFB2/AFG1/AFG2 1.66/0.08/0.2/0.04 21 Biochimie du plasma | céruleoplasmine | albumine, vitamine A,C,E, b- Cinar et al., 2008
caroténe 1 MDA
Vache laitiere 0.5 AFB1 0.17 6 Zootechnie | PA Stroud et al., 2006

Tableau 8.Evaluation de l'efficacité de détoxication de 'AEBRar le Mycosorlthez les principales especes d’animaux d’élevage.
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AGENT ADSORBANT DE MYCOTOXINES

l

SEQUESTRATION
DANS L’APPAREIL
DIGESTIF

CONTAMINATION | CONTAMINATION EFFETS SUR LA SANTE
ALIMENTAIRE e DE L'ORGANISME DES ANIMAUX

CRITERES SPECIFIQUES CRITERES NON SPECIFIQUES

Paramétres d 'absorption Paramétres de toxicit €
Paramétre d’excr étion Param étres zootechniques

Figure 10.Evaluation de I'efficacité de détoxication des ntgaines par un agent adsorbant.
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Parameétres zootechnigques:

« Poids des organes (foie, rein, rate caeur, gésier)

» Poids vif (PV), gain de poids vif (GPV), prise diaént, ratio de conversion
alimentaire (RCA)

* Mortalité/morbidité

* Production et qualité du lait (taux butyreux (T&Wx de glycérides (TG), taux
protéique (TP), numeération des cellules somatiguasmaires (SC))

Parametres toxicologiques:

» Histologie du foie et des organes cibles (reingstins)

¢ Hématologie : numération sanguine, mesure de I'lbéenige et du taux
d’hémoglobine

e Biochimie du sérum : titre des protéines totalésymmine, globulines, glucose,
acide urique, cholestérol, bilirubine, phosphateganique, magnésium,
immuoglobulines (Ig A, Ig G, Ig M), mesure des waitfis enzymatiques (glutamat
déshydrogénase;glutamyl transférase, aspartate aminotranférdaeine
aminotransférase, lactate déshydrogénase, créatiase a-hydroxybutyrate
déshydrogénase)

1%

¢ Immunité: réaction immunitaire de I'hote apres stiation vaccinale, infectieuse
ou chimique (titre d’anticorps, réponse lymphogdéshtive, production de
cytokines)

Encadré 1.Quelques parametres zootechniques et toxicologigtiles®s pour I'évaluatiom
vivo de l'efficacité de détoxication des mycotoxines yaadsorbant.
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Concentration Pic

“ l

Cmax oo,

\UC |

v

Temps

Tmax
Dose unique

Parameétre toxicocinétique Définition
Cmax Concentration maximale relevée durant I'étude cinétique ng*mL’
Tmax Temps nécessaire pour atteindre la Cmax min
AUC Surface sous la courbe des concentrations en fonction du min*ng*mL™
temps
Kel Constante d’élimination min-"

Figure 11.Les principaux parametres toxicocinétiqgues sangutifisés pour I'évaluatiom
vivo de l'efficacité de détoxication des mycotoxines yraadsorbant.
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Concentration

Etat d’équilibre

CMAaX Jereerreeerecerennnens

TRANSFERT

ELIMINATION

» Temps

TTTITTTIT

Doses multiples

Parameétres d'excrétion Définition
Cmax Concentration maximale relevée a I'état d’équilibre ng*L
Parametres de transfert Taux d’AFM1 excrété en 24h dans le lait produit durant la ng, ng*L™, % de dose
période d’exposition d'AFB1
Parameétres d'élimination Taux d’AFM1 mesuré dans le lait collecté aprés I'arrét du ng, ng*L™"
traitement

Figure 12.Les parametres d’excrétion de 'AFM1 dans laitiséit pour I'évaluatiom vivo
de l'efficacité de détoxication de 'AFB1 par unsadbant chez le ruminant laitier.
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Espece Parois de levure Exposition Symptémes d'intoxication
animale Type Dose Mycotoxine Niveau Source Signes atténués Signes persistants Références
(ppb/jour)
Poule GM 0.2 OTA 0.2 Pure 84 OTA dans le plasma, Zaghini et al.,
pondeuse les reins, les muscles 2007
Porc GM 0.2 AFB1 0.385-1.912 Pure 28 Adduits d' AFB-albumine Messonnier et
(démarrage) (MTB-100) dans le plasma al., 2009
Vache laitiére GM 0.5 AFB1 0.17 N 6 AFM1 dans le lait Stroud et al.,
(MTB-100) 2006
Vache laitiere GM (Mycosorb) 1509 AFB1 108 ug Unique | AFM1 dans le lait Moschini et al.,
2008
Vache laitiere GM AFB1 0.00345 N 3 | AFM1 dans le lait Masoero et al.,
(Sc 1026) 2007
Vache laitiere GM (Sc 1026, MTB- 0.5 AFB1/AFB2/AFG1/AFG2 | 0.1/0.0036/0.057/0.0017 A 7 AFML1 dans le lait Kutz et al., 2009
100)
Vache laitiere Oligosaccharides 10-50g Aflatoxines AFM1 dans le lait Waltman et al.,
2008
Vache laitiére GM (Sc, 0.05 AFB1/AFB2/AFG1/AFG2 | 0.055/0.040/0.002/0.003 N 10 | AFM1 dans le lait Diaz et al., 2004
MTB-100)

Tableau 9.Evaluationin vivo de I'efficacité de détoxication des aflatoxineslet’OTA par des préparations a base de paroieviees par la
mesure des parameétres spécifiques.
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Aflatoxine

Matrice

Traitement de I'échantillon

Analyse

Récupération

Référence

AFM1 Urine Ns LC/MS/MS Nd Nd Egner et al ., 2003
AFM1 - AFB1 Urine Lyophilisation/IAC HPLC/FLD 96-100% 6.8 -18 pg/ml Kussak et al ., 1995
AFM1 - AFB1 Urine SPE/IAC HPLC/FLD 42-33% Nd Polychronaki et al.,

2008

AFM1 Urine - féces LLE HPLC/FLD 88% Nd Mykkénen et al., 2005
AFM1 - AFB1 Urine IAC HPLC/DAD Nd Nd Groopman et al., 1985
AFM1 - AFB1 Urine - féces SPE/IAC — IAC HPLC/FLD Nd Nd Gratz et al., 2006

AFM1 Urine SPE LC/MS Nd Nd Scholl et al., 1996

AFM1 Urine IAC HPLC/DAD 90-98% Nd Wang et al., 1999

Tableau 10.Récapitulatif des procédures analytiques dévelappéar analyser I'AFB1 et TAFM1 dans l'urine esl&ces.

Ns : Non spécifié

Nd : Non déterminé
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_ _ Débit de = Volume A A _
Matrice Phase mobile .. Volatge Temps de Rétention
pompe | Injecte excitation =~ émission
Solvant (Volume,%) (mL/min) (uh) (Volt) (nm) (nm) (min)
Urine Acétonitrile 17.5
Méthanol 17.5 1 50 800 366 438 AFM1:7.5
Eau 64
Acide acétique 1
Feces Isopropanol 10
Acétonitrile 10 1 50 900 366 438 AFM1:6.5
Acide acétique 2 AEB1 - 15
Eau 78
PBPB (50mg/L)* 0.3*
Lait Acétonitrile 25 1 50 800 366 438 AFM1 : 7
Eau 75

Tableau 11.Conditions analytiques utilisées pour le dosageaflatoxines B1 et M1 par CLHP-FLD.

* Systéme de dérivation en sortie de colonne
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@) | Feces

AFM1

(©

AFL?

Lait r'd
AFM2 AFM1
o
(b)
__J\JL @)
j\.J\_@
2 s 6 s
Minutes

Figure 13. Chromatogrammes obtenus par CLHP-RL Bxtraits de feces, d’urine et de lait d’'un anintalgsés (a) avant et (b) aprés

exposition a de I'aliment contaminé en aflatoxir(e} solutions d’aflatoxines pures en mélange.
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Domaine de Droite Limite de Concentration Récupération  Précision  Exactitude Stabilité
linéarité d’étalonnage quantification® des CQ (maois)
Mycotoxine  Matrice (ng/ml) (ppb) (%) (%) (%) 3 6
AFM1 Urine 1-20 Y=156313X-8828 0.9996 0.85ng/ml 2 99 3.0 2 2.24 1.9
6 84 2.4 -27 4.30 4.5
Feces 0.5-20 Y= 423749X- 0.9992 0.5ng/g
126853 2 97 6.4 2.8 1.91
4 89 10.3 -3 3.54
Lait 1-50 Y=13181X-1885 1.000 5.4 pg/mi 0.05 85 4.0 -6 0.04 0.05
1 85 4.9 -13 0.85 0.89
AFB1 Feces 0.5-20 Y= 2471734X- 0.9994 0.5ng/g
726638 2 103 9.7 -2.6 1.94
4 88 6.4 -14 3.67

Tableau 12.Critéres de performance des méthodes CLHP utilipéar la quantification de 'AFB1 et ’AFM1 darigiine, les féces et le lait

®Ratio signal/bruit de fond=10
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Figure 14. Profil de distribution de 'AFM1 dans plasma d’ubeebis exposée a de I'AFB1
obtenu par CLHP.
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Figure 15. Mécanisme général de I'excrétion lactée des adfiaés.
Diffusion passive®) et transport actif transmembranaiii X
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Annexe 1

Laboratoire des MYCOTOXINES
URH-DIMA

MODE OPERATOIRE NORMALISE

Réf : ANAL-Mycotox-12

Modifiée le

Version finale

OBJET: Méthode de dosage par CLHP et détection Fluoriméimue de I'aflatoxine M1 dans les|

urines

Auteur du document: H. Boudra, S. Firmin Date ghature

Validation: D. Alvarez

Date et signature

Responsable d’Equipe

Date et signature

DESTINATAIRES

O Secrétariat M Technicien(s) M Stagiaire(s) M Responsable(s)

I- MATERIELS ET REACTIFS

[EnY

. Matériels

¢ Appareil a Eau Milli-Q
¢ Colonne CLHP n°22
150 x 4.6 mm, 3 pm)
¢ Mini colonne pour purification IAC
¢ Pipettes automatiques calibrées

Tubes PP (7ml)
Tubes PP (15 ml)

* o

. Réactifs et solvants

. Acétonitrile
. Azide de sodium
. Méthanol

Réf : Elgastat UHQ
Réf : NUCLEODUR C18 PyramidNM

Réf : AflaprepR-Biopharm)
Réf : 20-200 R&gearch 4924052
Réf : 100-100ul Ep Research 3372931
Réf : 500-5000ul Ep Research 4691502
Réf : 000-2053-IRI (Elkay)
Réf : Falcon 352096

Réf : Chromanorm, 20 049-322
Réf : 937074 249

Réf : Chromanorm, 20 834-291

Réf : Sigma Aldrich

. Solution d’Azide de Na 0.02 g/l dans le PBS R&37074 249

. Tampon PBS apH 7.4

2
1
2
3
4, AFM1
5
6
7. Urines deBREBIS:

Réf: Delta Biological, 1@00-
Cf point 111.1.2
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- METHODES :

1- Préparation de la gamme de calibration

SS1 Sigma Un aliquote d@®,1 mg de poudre est dissous dans 1ml d’acétoniCidte
solution a été veérifiee en réalisant un Scan etifieet 400 nmMON-04-Calibration-
mycotox

La solution SS1 a été controlée a 6.56pg/ml (fipbstion AFM1)

SS2 a2 pg/ml: 600ul SS1+1368ul d’ACN (le 03-04-200
ST1 & 200 ng/midilution au1l/16™de la SS2: 200 pl SS2 + 1800 ul d’ACN
Ces solutions sont conservées a —20°C.

1.2.Préparation de la gamme de calibration

Dans des flacons en PP (7 ml), des dilutions sso@sont été réalisées dans la phase mobile
pour obtenir les concentrations suivantes :

S fille [Clen Sol. Toxine MeOH 75%
ng.mi™*
vol.
(1))
SF1 0.5 SF 4 200 1800
SF 2 1 SF 4 400 1600
SF3 2 SF 5 400 1600
SF 4 5 SF5 1000 | 1000
SF5 10 ST1 100 1900
SF6 20 ST1 200 1800

Ces solutions sont conservée a +4°C.

» Toutes ces solutions sont recouvertes de papiematium, ’AFM1 est sensible a la
lumiere

» Laisser les solutions revenir a T°C ambiante avadé faire les dilutions et
d’utiliser la gamme.

» Eviter de laisser trainer les solutions sur la passe. Apres usage, bien les boucher

et les sertir avec du parafilm et les remettre £&4
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[1l- VALIDATION :

1- Préparation des QC:

Deux QC surchargés a 2 niveaux de concentrationuso@C1= 2 ng.ml*; QC2= 6 ng.ml
1) ont été utilisés pour évaluer les critéres delasibn suivants : [Rendement d'extraction

et laStabilité pendant la conservation.

NB : Une évaluation de la stabilité de la gamme dibredion (solution pure) sera également

réalisée

1.1. Préparation des solutions de contamination
Les solutions filles ont été préparées comme suite:
« Solution de contamination & 30 ng.mt: 82.5ul de SS2 & 2ug/ml + 5417.5u1 ’ACN
10%.
« Solution de contamination & 90 ng.mt: 247.5ul de SS2 a 2ug/ml + 5252.54l
d’ACN 10%.

Volumes a préparer :
Préparation du QC1= 2 ng.mi*: 2 ng/ml * 75ml = 150 ng & rajouter, soit 5 ml destdution
a 30 ng/ml (on prépare 5.5ml).

Préparation du QC2= 6 ng.mI*: 6 ng/ml * 75ml = 450 ng & rajoutesoit5 ml de la solution

a 90 ng/ml (on prépare 5.5ml).

1.2. Préparation des QCs

Nombre de QC a préparer

a-3QC de chaque le jour de la préparation

b-3QC de chaque a T+ 3mois

c- 3QC de chaque a T+ 6mois

d- 2QC de chaque par jour d’analyse, soit 8 * =1
Soit un total de 25 QC

Nous allons donc préparer un total de 35 QC (1€ederité) de chaque niveau
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Besoin en urines
35QC * 2ml par QC = 70 ml par QC, nous allons prép@5 mil
Soit 150 ml d’'urines

Préparation: Dans un Becher de 250 ml en PP, placé sur uatagr magnétique/0 ml
d’'urines ont été additionnés deml de chacune des solutions de contaminations
correspondantes. Les 2 urines ont été maintenuessagitation permanente pendant au moins

30 min, aliquotées par fraction deml exactement mesurélans des tubes Eppendorff de 15

ml en PP, puis stockés & —20°C jusqu’a analyse
« QCla2ngmf: 70 mldurines+ 5ml de lasolution 30 ng.mf*

« QC2a6ng.mi*: 70 mldurines+ 5ml de lasolution 80 ng.ml*
1.3. Préparation des références :

2 ml d’'urine contaminée sont déposees et reprigams 2 ml d’éluat. Nous avons donc la

méme concentration dans l'urine de départ que K&loat d’arrive.

Soit :
- QC1 a 2ng/ml : 300ul de la sol de cont a 30 hg/d@200ul de MeOH 75% = sol a 2 ng/ml
- QC2 a 6ng/ml : 300ul de la sol de cont a 90 hg/d@200u| de MeOH 75% = sol a 6 ng/ml

2- Validation

2.1. Linéarité:

Une courbe de calibration sera réalisée pour chague d’analyse. Une régression linéaire
sera réalisée entre la surface du pic des difféserdncentrations d’AFM1 et leur

concentration théorique.

2.1. Spécificité:

Elle sera déterminée sur les échantillons d’uriee ahimaux inclus dans I'expérience. Aucun
pic parasite ne doit interférer avec les pics AEM1, et éventuellement des autres
métabolites (si on connait les temps de rétentéms des conditions chromatographiques de

cette méthode).

® L'urine utilisée a recu de I'azide lors de sorckame en attente de son utilisation.
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2.3- Rendement d’extraction :

Le pourcentage d’extraction sera testé sur 2 niweawoncentration en triplicate. Il sera
calculé comme le rapport de la réponse (surfagaajwbtenue aprées injection de
I'échantillon extrait a celle obtenue pour la mému@ntité d’AFM1 injectée en solution pure

(Sans évaporation).

2.4—Précision et exactitude de la méthode

Répétabilité :

3 QC de chaque niveau de concentration (n=6) saraiysés. Pour chaque niveau de
concentration, la précision et I'exactitude devrétné inférieure a 20 %.

Reproductibilité :

La reproductibilité sera testée sur les différestases de mesure. Pour chaque niveau de
concentration, la précision et I'exactitude devréine inférieure a 20%.

2.5 —Stabilité:
3 QC de chaque niveau de concentratseront analysés immédiatement apreés leur
préparation (avant congélation) = Référence. 2au@C de chaque niveau de concentration

seront analysés 3 et 6 mois apres leur conservat®°C.

® Les mémes qui auront servi & I'évaluation du remefe et de la répétabilité
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IV. METHODES

1. Préparation des échantillons :
Dans un tube falcon PP de 15ml,

Etape | Nature Volume |Action

1 Urine 2ml

2 MeOH 1ml Vortexer 30s.

3 PBS oml Vortexer 5s.

4 Centrifuger le tube a 5000 tr/mn pendant 10 nmculot plus ou moins
grand se forme dans le fond du tube.

2. Purification sur mini colonne (Afla Prep M® ) :

NB :
» Les colonnes IAC et réactifs sont placés a T°C andite 1h avant I'extraction
» La capacité de la colonne IAC sera testée pourughaquveau lot sur un échantillon
d’urine surchargé avec une concentration correspatrell taux maxi de la colonne, ¢

ad 200 ng.

Action Solvant Volume | Débitril/min)

Déposer le mélange 12ml 1ml/mn

(attention de ne pas prendre l¢

culot)

Lavage eau milliQ 10ml 3-4 ml/mn

Séchage a l'air

Elution (1) MeOH 1.5ml Gouttes a gouttes
Eau UHQ 0.5ml Gouttes a gouttes

Bien vortexer I'éluat pendant 30 s., aliquoter fpaction de 400ul dans deux vials d’injection et
placer un a +4°C, injecter directement 50ul dett@uweérifier les pics et réinjecter une secondg
si les pics sont corrects.

Une troisiéme injection est aussi possible.

en
fo

(1) Laisser le MeOH traverser la colonne et laissec@tiact pendant 1 min, aspirer ensuite pour faineonter le MeOH
dans la colonne avant de commencer a éluer.

Régénération des colonnesApres chaque utilisation, les IAC sont immédiatentances
avec 10 ml d’ED puis 10 ml de PBS. Elles sont steskdans une solution d’azide de Na a
0.02% dans le PBS.

3. Conditions chromatographiques:

Colonne n°® 22

Volume d’injection 0.05 ml

Phase mobile A: ACN-MeOH-ED (17.5:17.5:65)
1 ml/min

Débit

Détecteur Fluorescence PMT : 800v
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Aex 366 nm Aem 438nm
Four 40°C
Temps d’'analyse 11 mn
Tr toxines AFM1: 7.5 min

Expression des résultats:

Concentration (ng/ml) =M(ng)/V(ml)

Figure 1: Chromatogramme type d’une solution pure d’AFM1raganl

— f
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Figure 2 : Chromatogramme type d’AFM1 dans les urines (QGhg/thl d’urine)
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V. PROCEDURE DE DECONTAMINATION DU MATERIEL

() Immerger totalement le matériel a décontamdwaars une bassine réservée a cet effet
contenant une solution de NaCLO (5° CL, ou 5% (wvEparée extemporanément. Le
matériel est laissé en contact au moins de 30 esnif solution de décontamination est
ensuite diluée avec de I'eau de robinet. Le mdtésieensuite lavé au méthanol.

(i)- Le matériel ainsi traité suivra ensuite leeatinement normal de la vaisselle de
laboratoire non contaminée.

(iii)- Le matériel en contact avec une toxine danséra d’abord rincée 2 a 3 fois avec de
I'eau distillée pour enlever les résidus de détargensuite rincée avec le solvant d’extraction

de la toxine correspondante (sinon avec du méthanol
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MODE OPERATOIRE NORMALISE

- Réf : ANAL-Mycotox-13
Laboratoire des MYCOTOXINES Modifiée le

URH-DVA Version finale

OBJET: Méthode de dosage par CLHP et détection fluorimétque des aflatoxines B1, M1, G1
B2 dans les féces

Auteurs du document: H. Boudra, S. Firmin Datagtaure

Validation: Date et signature

Responsable d’Equipe Date et signature
DESTINATAIRES

O Secrétariat M Technicien(s) M Stagiaire(s) M Responsable(s)

|- MATERIELS ET REACTIFS

1. Matériels

¢ Appareil a Eau Milli-Q Réf : Elgastat UHQ

¢+ Centrifugeuse Réf : Sorvall RC-5B

¢ Colonne CLHP n°22 Réf : NUCLEODUR C18 Pyramid\M

150 x 4.6 mm, 3 um)

¢ Papier filtre 114 Réf : Whatman 1114150

¢ Mini colonne pour purification IAC Réf : AflaprgR-Biopham)

¢ Pipettes automatiques calibrées Réf : 20-200.R&gearch 4924052
Réf : 100-100ul Ep Research 3372931
Réf : 500-5000ul Ep Research 4691502

¢ Tubes PP (7ml) Réf : 000-2053-IRI (Elkay)

¢ Tubes PP (15ml) Réf : Falcon 352096

¢ Tubes PP (50ml) Réf : Falcon 352070

2. Réactifs et solvants

8. Acétonitrile Réf : Chromanorm, 20 864-320
9. Isopropanol Réf : Chromanorm, 20 880-320
10.Acide acétique Réf : Normapur, 20 104-298
11.Azide de sodium Réf : Sigma- Aldrich S8032
12.Méthanol Réf : Chroroam, 22 711-324

13. Aflatoxin B1 Réf : Sigma- Aldrich

14. Aflatoxin G1 Réf : Sigma- Aldrich

15. Aflatoxin B2 Réf : Sigma- Aldrich

16. Aflatoxin M1 Réf : Sigma- Aldrich
17.Solution d’Azide de Na 0.02 g/l dans le PBS R&37074 249

18.Tampon PBS apH 7.4 Réf: (Delta Biological, 1430
19.feces de brebis: Cf point 111.1.2
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- METHODES :

1- Préparation de la gamme de calibration

1.1.1 AFM1

SS1 Sigma Un aliquote de 0,1mg de poudre est dissous dansl’acgtonitrile. Cette
solution a été veérifiee en réalisant un Scan etifieet 400nmMON-04-Calibration-

mycotox

SS2 a 2pg/ml: 600ul SS1+1368pul d’ACN (03-04-2009)

ST1 a 200 ng/ml : dilution au dixieme de la solutio SS2 : 200ul SS2+ 1800ul d’ACN 100.

Ces solutions sont conservées a —20°C.

1.1.2 AFB1

SS1 Sigma Un aliquote de 0,1mg de poudre est dissous dansl’acgtonitrile. Cette
solution a été veérifiee en réalisant un Scan etifieet 400nmMON-04-Calibration-
mycotox

SS2 a 8.9ug/ml: 600ul SS1+1368ul d’EtOH (03-04-2009

ST1 a 400 ng/ml : dilution de la solution SS2 : 888ul SS2+ 1912.12ul I’EtOH (06-10-
2009).

Ces solutions sont conservées a —20°C.

1.1.3 AFG1

SS1 Sigma Un aliquote de 0,1mg de poudre est dissous dansl’acgtonitrile : toluene
(1 :9). Cette solution a été vérifiée en réalisanBScan entre 200 et 400nMON-04-
Calibration-mycotox

SS2 a 10.84 pg/ml: 20ul SS1+1388ul de Tol : ACN :(9(10-10-2009)

ST1 a 400 ng/ml : dilution de la solution SS2 : 78ul SS2+ 1926.2ul d’ACN.

Ces solutions sont conservées a —20°C.

1.1.4 AFB2

SS1 Sigma Un aliquote de 0,1mg de poudre est dissous dansl’acgtonitrile : toluene
(1 :9). Cette solution a été vérifiée en réalisanBcan entre 200 et 400nMON-04-
Calibration-mycotox

SS2 a 6.98ug/ml: 150ul SS1+7781pul de Tol : ACN :(@9 (10-10-2009)

ST1 a 400 ng/ml : dilution de la solution SS2 : 118ul SS2+ 1885.4ul d’ACN.
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Ces solutions sont conservées a —20°C.

1.2.1 Préparation des solutions de toxines en matge de travail (STM1)
STM1 & 40ng.mi* d'AFB1 et d'AFM1: 250l de la solution ST1 AFB1+ 500ude la
solution ST1 AFM1+ 1750ul deleOH a 75%

1.2.2 Préparation des solutions de toxines en matge de travail (STM2)
STM2 & 40ng.mi* d'AFB2 et d'AFG1: 75 plde chacune des solutions ST1 + 1350l
MeOH a 75%

1.3. Gamme de calibration
Dans des flacons en PP (7ml), des dilutions sus@=sent été réalisées dans la phase mobile

pour obtenir les concentrations suivantes :

S fille [Clen [Clen Sol. Toxine Methanol
AFB1 et AFB2 et 75%
AFM1 AFG1
ng.ml™* ng.ml™*
vol. (pl) | vol. (ul)
SF1 0.5 0.25 SF 2 1000 1000
SF 2 1 0.5 SF 3 1500 1500
SF3 2 1 STM1/ST |200/200|3600
M2
SF4 5 2 STM1/ST |250/200| 1550
M2
SF5 10 3 STM1/ST |500/300| 1200
M2
SF 6 20 5 STM1/ST |1000/50|500
M2 0

Ces solutions sont conservée a +4°C.

* Toutes ces solutions sont recouvertes de papigri@ilum, 'AFM1 est sensible a la
lumiére.

e Laisser les solutions revenir a température ambianant de faire les dilutions et
d’utiliser la gamme.

» Eviter de laisser trainer les solutions sur lalgssle. Aprés usage, bien les boucher et
les sertir avec du parafilm et les remettre a +4°C.
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[lI- VALIDATION :

1- Préparation des QC:

La validation dans ces matrices ne concerneraau®@, le Rendement d'extractionet la
Stabilité pendant la conservation.

Cette validation sera réalisée avec un type ded@llsé par une surchargé avec une solution
connue en AFM1, AFB1, AFG1 et AFB2.

NB : Une évaluation de la stabilité de la gamme dibredion (solution pure) sera également

réalisée

Nombre de QC a préparer :

a-3QC de chaque le jour de la préparation

b -3QC de chaque a T+3 mois

c-3QC de chaque a T+6 mois

d-2QC de chaque par jour d’analyse, soit 8*2=16
Soit un total de 25QCs

Nous allons donc préparer un total de 35 QC (10 d=écurité) de chaque niveau

Besoin en feces
35QC*1g par QC= 35g par niveau de QC

Soit 70 g de feces de brebis non contaminés.

1.1. QC obtenu par surcharge
QC1= 2ng.g-1 d’AFM1, AFB1 et 1ng.g-1 d’AFG1, AFBR féces
QC2=4ng.g-1 dAFM1, AFB1 et 1.5ng.g-1 d’AFG1, AEBe feces

Masse a préparer :

- QC1=2ng.g-1 d’AFM1, AFB1 et 1ng.g-1 d’AFG1, AFB35g = 70ng d’AFM1, AFB1 et
35ng d’AFG1, AFB2 nécessaire soit 1.75ml de latsmua 40ng.ml-1 d’AFM1, AFB1 et
20ng .ml-1 d’AFG1, AFB2 (on prépare 2.25ml)

- QC2=4ng.g-1 d’AFM1, AFB1 et 1.5ng d’AFG1, AFB35g = 140ng d’AFM1, AFB1 et
52.5ng d’AFG1, AFB2 nécessaire soit 3.5ml de laitsah a 40ng.ml-1 d’AFM1, AFB1 et
15ng.ml-1 d’AFG1, AFBZon prépare 4ml)
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Préparation: Dans un tube (Falcon, PP, 50ml), 1g de fecedhiijisp est pesét0.01g) sera
surchargé avec 50ul et 100ul des solutions fitesespondantes, et stocké a —20°C jusqu’a

analyse.

1.2.Préparation des solutions de contamination :
Les solutions filles ont été préparées comme sulit
- Solution de contamination de mycotoxines en mélge STMF1a 40ng.ml-1 d’AFM1,
AFB1 et 15ng.ml-1 d’AFG1, AFBpour la préparation du QC1 :
450ul de ST1 AFM1 a 200ng/ml
+225ul de ST1 AFB1 a 400ng/ml
+112.5ul de ST1 AFB2 a 400ng/ml
+112.5ul de ST1 AFG1 a 400ng/mi
+ 1350ul de MeOH a 75%

- Solution de contamination de mycotoxines en mélge STMF2a 40ng.ml-1 d’AFM1,
AFB1 et 15ng.ml-1 d’AFG1, AFB2pour la préparation du QC1 :
800ul de ST1 AFM1 a 200ng/ml
+400ul de ST1 AFB1 a 400ng/ml
+150ul de ST1 AFB2 a 400ng/ml
+150ul de ST1 AFG1 a 400ng/mli
+2500ul de MeOH a 75%

1.3. Préparation des solutions de référence :

1 g de feces contaminé sont extrait avec 12ml teafiorme, 9ml d’extrait sont déposés
puis repris dans 1ml d’éluat. La concentrationakéntes est donc réduite d’'un facteur 0.75
(=9/12) dans de solution de reprise par rappatchcentration initiale dans 1g de feces.
Soit, pour le QC1 a 2ng.g-1 d’AFM1, AFB1 et 1ng 8@1, AFB2, la référence est = sol a
1.5ng /ml d’AFM1, AFB1 et 0.75 ng/ ml d’AFG1, AFB2.

=112.5 pl (3*50*0.75) de la solution de contamioat STMF1+2887.5ul de MeOH a 75% .

Soit, pour le QC2 a 4ng.g-1 d’AFM1, AFB1 et 1.5n14FG1, AFB2, la référence est = sol a
3ng /ml d’AFM1, AFB1 et 1.125 ng/ ml d’AFGL1, AFB2.
=225 pl (3*100*0.75) de la solution de contamioatiSTMF2+2775ul de MeOH a 75% .
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2- Validation

2.1 Linéarité

Une courbe de calibration sera réalisée pour chague d’analyse. Une régression linéaire
sera réalisée entre la surface du pic des difféserdncentrations d’aflatoxines et leur

concentration théorique.

2.2 Spécificité

Elle sera déterminée sur les échantillons de fé@smaux inclus dans I'expérience. Aucun
pic parasite ne doit interférer avec le pic d’afiabes et éventuellement des autres
métabolites (si on connait les temps de rétentéms des conditions chromatographiques de

cette méthode).

2.3 Rendements d’extraction

Le pourcentage d’extraction sera testé sur 2 niweawoncentration en triplicate. Il sera
calculé comme le rapport de la réponse (surfagaajwbtenue apres injection de
I'échantillon extrait & celle obtenue pour la mému@ntité d’aflatoxines injectées en solution

pure (sans évaporation).

2.4 Précision et exactitude de la méthode

Répétabilité :

3 QC de chaque niveau de concentration (n=6) saraiysés. Pour chaque niveau de
concentration, la précision et I'exactitude devrétne inférieure a 20%.

Reproductibilité :

La reproductibilité sera testée sur les différestaes de mesure. Pour chaque niveau de

concentration, la précision et I'exactitude devréine inférieure a 20%.

2.5 Stabilité
3 QC de chaque niveau de concentration (n=6) saralysés immediatement apres leur
préparation (avant leur congélation)= Référenautes QC de chaque niveau de

concentration seront analysés 3 et 6 mois apvestmservation a -20°C.
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IV. METHODES
1. Extraction des aflatoxines par le chloroforme :
Dans un tube PP de 50ml,

Nature Volume Action

Poudre de feces 19

NaCl 1% 4ml Hydrater, homogénéiser 2min aux Ultra-Song

chloroforme 12mi Extraire 20 min sous agitation (V3)
Centrifuger 10min a 5000 tr/min

culot 9ml transferrer dans un tube PP de 15ml
Evaporer a sec sous N2 a 50°C

Méthanol 100% 0.5ml Suspendre les aflatoxines
Agiter au vortex 1min

PBS 10ml Diluer le MeOH a 10% du volume d‘exteit
ajusterlepHa 7.4
Centrifuger 10min a 5000 tours/min

2. Purification des aflatoxines sur colonne IAC (Afprep®) :

Action Solvant Volume| Débitr(il/min)
Déposer Extrait de feces [10.5ml | 1ml/min
dilué
Lavage Eau milli Q 10ml 3-4 ml/min
Séchage a l'air
Premiere élution Méthanol 100% 0.75ml| Gouttes a gouttes
Evaporer a sec sous N2 a 50°C
Hydratation la colonne Eau MilliQ 0.25ml | Gouttes a gouttes
Séchage a l'air
Seconde élution | Méthanol 100% | 0.75mlI| Gouttes & gouttes
L’extrait organique est agité au vortex 1min.
50ul sont injectés

*Laisser le méthanol traverser la colonne et laispecontact pendant 1min lors de la
premiere élution, aspirer ensuite pour faire reraol@ méthanol dans la colonne avant de
commencer a éluer.

NB : Apres chaque utilisation, les IAC sont imméeiment lavées avec 10ml d’eau distillée
puis 10ml de PBS. Elles sont stockées dans uné@olliAzide de Na a 0.02% dans le PBS.
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3. Conditions chromatographiques: (adapté de Manettat al.,2005) :

Colonne n° 22

Phase mobile
Débit

ACN/ISOPROPANOL/AA/ED (10:10: 2:78; v:viv)
1 ml/min

Température du four 30°C
DPC PBPB a 0.005%
Débit 0.3ml/min

Détecteur Fluo

PMT : 900 V; Aem: 366 nmAex 438 nm

Temps d’analyse
Tr toxines

19 min

AFM1 : 6.5 min
AFB2 : 9 min
AFG1 :10.5min
AFB1 : 15min

Expression des résultats:

Concentration (ng/g) = m(ng)/M (g de féces)

Figure 1: Chromatogramme type d’une solution pure de toxeremelange (SF5)

Retention Time
Area

AFM1

AFG1
AFB1

AFB2
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Figure 2 : Chromatogramme type des toxines dans les feceswhbiprés surcharge (QC2)
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V. PROCEDURE DE DECONTAMINATION DU MATERIEL

() Immerger totalement le matériel a décontamdwaers une bassine réservée a cet effet
contenant une solution de NaCLO (5° CL, ou 5% {(uvgparée extemporanément. Le
matériel est laissé en contact au moins de 30 esniia solution de décontamination est
ensuite diluée avec de I'eau de robinet. Le mdtésieensuite lavé au méthanol.

(ii)- Le matériel ainsi traité suivra ensuite leeatinement normal de la vaisselle de
laboratoire non contaminée.

(ii)- Le matériel en contact avec une toxine dangéra d’abord rincée 2 a 3 fois avec de
I'eau distillée pour enlever les résidus de déta,gensuite rincée avec le solvant d’extraction

de la toxine correspondante (sinon avec du méthanol
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Alitech
Modification of aflatoxin B1 and ochratoxin A natrely
toxicokinetics in rats by a yeast cell wall preparation
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INTRODUCTION
|
Cell Wall preparations of Saccharomyces cerevisiae were shown capable to bind several major mycotoxins in vitro. Most in vivo
studies have evaluated the efficacy of the detoxifiers on the basis of animal performances and/or absence of toxicity, but there is
scarce information on how they impair absorption. Comparing excretion of mycotoxins in different biological fluids with and
without detoxifier administration is a direct way to assess their efficacy. The objective of this study was to evaluate the effect of
a commercial yeast cell wall preparation (YCW) on aflatoxin B1 (AFB1) and ochratoxin A (OTA) pharmacokinetic and balance
excretion (faeces vs urine) in rats.

MATERIALS AND METHODS
|
i@ Rats (Sprague-Dawley, 265+30 g) were housed in a
controlled room and had free access to water and feeds.

Radiolabelled AFB1 (0.716 pg/kg BW) and OTA (3.22 ug/kg
BW) were orally administered alone or with YCW equivalent

Table 2. Cumulative excretion of mycotoxins after a single dose of
aflatoxin B1 and ochratoxin A with and without co-administration of a
yeast cell wall preparation in rats

to 0.025% in diet. Experiment® Urines® Faeces® Total excreted ©
Aflatoxin BI (0.716 ug/kg BW)
@ The absorption and excretion of toxins was monitored by Control  6.1+2.0 39.0+3.4 45.1
. .. . . . .. . YCW 29+1.1 * 59.6+18.2 * 62.5
radioactivity measurements using a liquid scintillation counter
in two different studies. Ochratoxin A (3.22 g/kg BW)
Control 5.6+1.3 16.3+£2.6 44.1
» Pharmacokinetic study. The pharmacokinetic parameters YCw 6.542.3 23.844.9 * 49.3

were determined in plasma using three rats per treatment
group, sacrificed at1, 2, 4, 5, 6, 8, 10,14, 24, 36, 48 and 72
h post gavage (n=117).

» Excretion study. five rats per group were randomly and
individually placed in metabolism cages. Samples of urines
and faeces were collected at 6, 12, 24, 36, 48 h, and then
every 24 h after dose.

RESULTS
I

Table 1. Mean pharmacokinetic parameters in plasma after a single
dose of AFB1 and OTA with and without co-administration of a YCW
preparation in rats

Aflatoxin B1 Ochratoxin A

Parameters Control YCW Control YCW
Cmax (ng/ml/kg BW) 0.72 0.27 28.78 20.84
Tmax (h) 4 5 5 5
ti2 (h) 63.6 65.4 63.6 65.4
AUC 0-o(ng/ml/kg BW) 32.9 20.1 1758.5 1279.8
AAUC 0-c0(%) 38.9 27.2

YCW reduced the absorption of AFB1. Area under the curve
extrapolated to infinity (AUCO-») and maximal concentration
(Cmax) increased without change in the elimination half life
(t1/2). In contrast, YCW had no effect on ochratoxin A
absorption.

ACumulative excretion (%, meantSD, n=5) of radioactivity, * Excreted at 72 h,
¢ Sum of urines and faeces at the end of the collection period that was 3 and 10
days for aflatoxin B1 and ochratoxin A, respectively

Co-administration of YCW and AFB1 increased, up to 55%,
radioactivity excretion in faeces as compared to AFB1 alone,
while the rate in urines decreased.

YCW effect on OTA was less marked. The radioactivity in
faeces was increased up to 16% (P<0,05) but without
maodification of urinary excretion.

CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES
|

» These results indicate that YCW has the potential to protect
animals against exposure to low dietary level of selected
mycotoxins.

» Detoxification of aflatoxin B1 appears to be most efficient
than for ochratoxin A.

e Evaluation of the protective action of YWC in ruminants is
under way.

Study carried out with the financial support of Institut National de
la Recherche Agronomique and Alltech

190



Summary

Aflatoxin B1 (AFB1) and Ochratoxin A (OTA) are mytcxins that can be found in a large
variety of feedstuffs. Consumption of contaminatksbds can affect the health and
performances of farm animals and if transferred artimal products can be a problem for the
safety of food. Different treatments of detoxicatlmased on organic adsorbants addition have
been developed to bind these mycotoxins in thestligeetract and thus to reduce exposure of
animals. The objective of this work was to evaludie efficacy of an adsorbent containing
yeast cell wall extracts (Mycosorb®) in two aninmabdels, the rat and the dairy ewe. The
efficacy was determined by performing a monitoroignycotoxins and/or theirs metabolites
in 3 matrices: urinary and faecal excretion and®8l&inetic. In both animal models, thus we
have studied the effects of yeast cell walls omamy and faecal excretion and blood kinetic
of the 2 mycotoxins (AFB1 and OTA). Radioactivityadysis showed that faeces of animals
supplemented with the adsorbent contained sigmifigamore mycotoxins in rats. This
increase of radioactivity in feces was associatétl & marked decrease of radioactivity in
blood and urine. In dairy ewes, in addition to thparameters, we have evaluated the effects
of the adsorbent on the production parameters iofiaa and the excretion of mycotoxins in
milk. The addition of yeast cell walls significantincreased the excretion of AFB1 and its
metabolite, aflatoxin M1 (AFM1) in the faeces. Thiscrease in fecal excretion was
associated with a reduction of the excretion of AFM urine but not in milk. The reduced
absorption of AFB1 and OTA in both animal modelslddbe associated with the capacity of
the adsorbent to bind mycotoxins in the digestnaett Addition of yeast cell wall extract
could be a strategy to reduce sanitary risks inimants exposed to mycotoxins-contaminated
feeds. However, we have not observed an effecthenhealth and the performances of

animals in the experimental conditions used.

Keywords : Aflatoxin B1, Ochratoxin A, Rat, Dairy ewe, Toxicokinetic, Absorption,
Excretion, Modified yeast cell walls extracts, Adsding agent, Detoxication



Résumé

L’aflatoxine B1 (AFB1) et I'ochratoxine A (OTA) sbmles mycotoxines pouvant contaminer
une large variété de denrées alimentaires. L'ingest'aliments contaminés par des animaux
d’élevage peut entrainer 'altération de leur sattée leurs performances zootechniques ainsi
gu’'un probleme de sécurité alimentaire lié a lsspnée de résidus de mycotoxines dans les
produits animaux, notamment le lait. Des traitermesfe détoxication basés sur I'addition
d’adsorbants organiques ont été développés poer lftss mycotoxines dans le tube digestif et
ainsi réduire I'exposition des animaux. L'objecte ce travail de these était d’évaluer
I'efficacité d’un adsorbant a base d’extraits deogamodifiées de levures (Mycosorb®) sur
deux modeles animaux, le rat et la brebis. L'effitaa été déterminée en réalisant un suivi
des mycotoxines et/ou de leurs métabolites danatBaes: I'excrétion urinaire et fécale et la
cinétique sanguine. Sur les 2 modéles animaux, avoss ainsi étudié les effets de I'apport
en Mycosorb sur I'excrétion urinaire et fécale &tcinétique sanguine des 2 mycotoxines
(AFB1 et OTA). Chez le rat, le suivi de la radioeité a montré que les féeces d’animaux
supplémentés en parois de levures contiennentfisgiiement plus de mycotoxines. Cette
augmentation de la radioactivité dans les fecés secompagnée d’'une diminution marquée
de la radioactivité dans le sang et dans les uri@eez la brebis laitiere, en plus de ces
parameétres, nous avons évalué l'effet de l'adsdrisan les paramétres de production de
'animal et I'excrétion des mycotoxines dans le. |aiaddition de la paroi de levure a entrainé
une augmentation significative de I'excrétion d&HB1 et de son métabolite, I'aflatoxine M1
(AFM1) dans les féces du ruminant. Cette augmemtate I'excrétion fécale s’accompagne
de la réduction du taux d’AFM1 excrété dans I'unmais pas dans le lait. Les effets observés
chez les deux modéles expérimentaux semblentiégella séquestration des mycotoxines
dans le tractus digestif des animaux et permettentonclure a la capacité de I'adsorbant
organique a réduire la biodisponibilité des mycotes testées. L’ajout de la paroi de levure
pourrait, par conséquent, réduire les risques aaast chez les animaux d’élevage exposés a
une alimentation contaminée par les mycotoxinegpe@éant, nous n’avons pas observé
d’effet sur la santé et les paramétres zootechmiqies animaux dans les conditions

expérimentales utilisées.

Mots-clés : Aflatoxine B1, Ochratoxine A, Rat, Brels laitiere, Toxicocinétique,
Absorption, Excrétion, Extrait de parois modifié de levure, Agent adsorbant,
Détoxication



