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Figure 1 : Prévalence des mycotoxines dans le monde entre 2005 et 2012 [1]. Données

issues de 19 000 échantillons analysés (céréales et produits transformés destinés a I'alimentation animale).

AF : aflatoxines, ZEA : zéaralénone, DON : déoxynivalénol, FB : fumonisines, OTA : ochratoxine A.

Tableau 1 : Mycotoxines et champignons producteurs.

Mycotoxines Champignons

Aflatoxines A* flavus; A. parasiticus
Fumonisines F*. verticillioides; F. proliferatum
Ochratoxine A A. ochraceus; A. carbonarius; Penicillium verrucosum

F. graminearum, F. culmorum, F. crookwellense, F.

Trichothécénes S o )
sporotrichioides, F. poae, F. tricinctum, F. acuminatum

Zéaralénone F. culmorum; F. graminearum

Alcaloides d’ergot Claviceps purpurea

*A : Aspergillus ; F : Fusarium.



Introduction

Chaque année, les cultures de céréales sont contaminées par les mycotoxines
dans la plupart des régions du monde avec une fréquence et un niveau de
concentration variables en fonction des différents pays (figure 1). L'Organisation pour
I'Alimentation et I'Agriculture estime que 25% des produits agricoles dans le monde
sont contaminés par des mycotoxines, entrainant des pertes économiques
importantes [2]. Ce probléme est de plus en plus courant notamment en raison de la
progression de l'agriculture biologique et des changements climatiques importants.
Ces contaminants naturels sont des métabolites secondaires produits par des
champignons filamenteux (Fusarium, Aspergillus, Penicillium, ...) (tableau 1) qui se
développent principalement sur les céréales au champ ou durant le stockage des
grains apres la récolte [3]. En outre, elles peuvent subsister dans l'environnement
malgré la disparition des moisissures qui les ont produites. Les mycotoxines les plus
connues sont les aflatoxines, les fumonisines, l'ochratoxine, la zéaralénone, les

trichothécénes et les alcaloides de l'ergot (figure 2) [4].

Capable de résister aux procédés de transformation subies par les céréales, les
mycotoxines peuvent se retrouver alors dans ces matiéres premiéres ainsi que dans
les denrées alimentaires transformées destinées a I'Homme (pates, pain, biéres) et a
I'animal (granulés) a des concentrations pouvant dépasser les limites maximales
recommandées. Dans ce cas, les mycotoxines représentent un risque dont les
conseéquences sanitaires dépendent de la teneur et de la nature en mycotoxine. La
caractérisation du danger lié a la présence de mycotoxines dans I'alimentation prend
en compte des données toxicologiques. Les études in vitro ont permis de mettre en
évidence, selon les mycotoxines, des effets tératogénes, cancérigénes,
oestrogéniques ou immuno-suppresseurs précisés dans le tableau 2 [5]. Leur
stabilité leur permet d’entrer dans la chaine alimentaire tout en conservant leurs
proprietés toxiques. Un certain nombre de mycotoxines seraient également
impliquées dans l'apparition de maladies chez 'lHomme [6]. Chez les animaux de
rente, tels que les bovins laitiers, les porcs et les volailles, la contamination par les
mycotoxines, réduit la consommation et le taux de reproduction, altére la résistance
aux maladies infectieuses, réduit l'efficacité de la vaccination, et induit des
dommages pathologiques dans le principal organe cible le foie et mais aussi dans
d'autres organes comme l'intestin et la rate [7].
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Figure 2 : Exemples de mycotoxines retrouvées dans les aliments.

Tableau 2 : Effets des principales mycotoxines et mécanismes d’action identifiés lors

d’études in vitro.

Mycotoxines

Effets

Mécanismes d’action

Aflatoxines

Fumonisines

Ochratoxine A

Trichothécénes

Zéaralénone

-Hépatotoxicité
-Génotoxicité
-Cancérogénicité
-Immunomodulation
-Lésion du systéme nerveux central
-Hépatotoxicité
-Génotoxicité
-Immunomodulation
-Néphrotoxicité
-Génotoxicité

-Immunomodulation
-Hématotoxicité

-Immunomodulation

-Toxicité cutanée

-Fertilité et Reproduction

-Formation d’adduit & ’ADN
-Peroxydation lipidique

-Bioactivation par cytochromes P450
-Conjugaison aux GS-transférases
-Inhibition de la synthése de céramide
-Altération du rapport
sphinganine/sphingosine

-Altération du cycle cellulaire

-Impact sur la synthése des protéines.
-Inhibition de la production d’ATP
-Détoxification par les peptidases
-Induction de I'apoptose sur
progéniteur hématopoiétique et cellules
immunitaires

-Impact sur la synthése des protéines
-Altération des immunoglobulines
-Liaison aux récepteurs cestrogéniques
-Bioactivation par des réductases
-Conjugaison aux

glucuronyltransférases




Introduction

Les trichotécénes font partie des mycotoxines présentant un risque élevé d’un
point de vue agro-alimentaire et sanitaire. Dans cette famille de mycotoxines, le
déoxynivalénol (DON) est la toxine la plus fréquemment retrouvée dans les céréales
comme l'indique la figure 3. Comme pour les autres mycotoxines, la caractérisation
du danger associé a une exposition au DON repose sur des données toxicologiques.
Hors, I'ingestion de ce contaminant alimentaire expose le microbiote intestinal a des
concentrations en mycotoxine dont les effets sont a I'neure actuelle peu connus voire
inconnus. Pourtant, le microbiote intestinal participe au bon fonctionnement du
tractus digestif et a la santé de I'héte, et une perturbation ou un déséquilibre de cet
écosysteme peut altérer ses fonctions protectrices. Il apparait donc important
d’évaluer le risque associé a une exposition a ce contaminant naturel sur le

microbiote intestinal de ’lHomme.

Dans le cadre de sa mission de protection du consommateur, I'Agence
Nationale de Sécurité Sanitaire (Anses) a donc souhaité évaluer I'impact d'une
contamination alimentaire au DON sur le microbiote intestinale humain (MIH). Dans
ce contexte la partie bibliographique de ce travail vise a présenter i) le DON, ii) les
interactions entre le DON et les bactéries, et enfin iii) le microbiote intestinal et ses

fonctions.
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Figure 3 : Prévalence globale des produits contaminés par les mycotoxines dans le
monde [1]. AF : aflatoxines, ZEA : zéaralénone, DON : déoxynivalénol, FB : fumonisines, OTA : ochratoxine A.
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Identification du danger
Quel contaminant est présent
dans les denrées et quels sont
ses effets?

Evaluation de I’exposition
Quelle est la fréquence et le
niveau d’exposition du
consommateur?
-Etudes épidémiologiques

Caractérisation du danger
A partir de quelle dose
observe t-on des effets

néfastes?
-Etudes toxicologiques
-Etudes toxicocinétiques

¥

Caractérisation du risque
Intégration des données
d’évaluation et de
caractérisation

Figure 4 : Etapes du processus d’évaluation du risque.
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L'évaluation des risques alimentaires est un élément de I'analyse des risques,
stratégie globale qui comprend également la gestion et la communication des risques
[8]. Basée sur les connaissances scientifiques, I'évaluation des risques alimentaires
fournit une estimation du risque ou une mesure de I'ampleur du risque sur la santé
attribuable a des aliments potentiellement contaminés. Le processus d’évaluation du
risque se fait en 4 étapes : l'identification du danger, la caractérisation du danger,

I'évaluation de I'exposition et la caractérisation du risque (figure 4).

L’étape d’identification du danger consiste a identifier le contaminant et les
effets toxiques pouvant étre induits par la molécule. La caractérisation du danger
permet d’identifier le devenir des contaminants dans I'organisme et les doses et/ou
les concentrations induisant les effets toxiques et surtout les doses sans effet
toxique. L’évaluation de [l'exposition vise a définir les niveaux d’exposition du
consommateur a des contaminants via I'alimentation. La caractérisation du risque
compare les données de [I'évaluation de [I'exposition et les données de

caractérisation du danger afin d’estimer le risque encouru par le consommateur.

En 2009, 'Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA) s'est
saisie de I'évaluation des risques liés a la présence de mycotoxines dans la chaine
alimentaire humaine et animale. Elle a procédé a une revue des connaissances sur
les mycotoxines ayant un impact sur la santé humaine et/ou animale en se fondant
sur des données bibliographiques et des évaluations récentes. Ce rapport
(http://www.anses.fr/Documents/RCCP-Ra-Mycotoxines2009.pdf) présente les

mycotoxines parmi lesquelles le DON.
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Figure 5 : Comparaison entre du blé sain a gauche et du blé atteint de la fusariose a

droite.

Figure 6 : Structure chimique générale du déoxynivalénol. () Groupement spécifique aux
trichothécénes de type B ;o Groupement spécifique au DON ; O Groupement principal responsable de la

toxicité.
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1 Identification

1.1 Origine et répartition

Le déoxynivalénol appartient a la famille des trichothécénes de type B. Il est
issu du métabolisme secondaire de Fusarium graminearum et culmorum, deux
agents pathogénes des céréales qui causent la fusariose du mais et du blé [9-14]
(figure 5). Le DON s’accumule dans les grains de céréales touchés par la fusariose
principalement au cours de la culture au champ, et en particulier pendant la floraison
lorsque 'humidité atmosphérique et la température sont élevées [15, 16]. De ce fait,
les concentrations en DON dans les plantes peuvent varier considérablement en

fonction de 'année et de la région.

Parmi 'ensemble des mycotoxines produites par Fusarium, le DON est un des
contaminants les plus fréquemment retrouvé et le plus largement répandu a travers
le monde dans les cultures céréaliéres (blé, orge, avoine, seigle, riz et mais) [17-19]
et les denrées alimentaires comme le montrent les figures 1 et 3 [1, 20-22]. Des
différences peuvent étre observées en ce qui concerne la prévalence du DON dans
les différentes régions du monde. Le DON a été le plus souvent détecté en Asie du
Nord (78% de positifs), en Amérique du Nord (68%), en Afrique (66%) et dans le
nord de I'Europe (64%). La prévalence dans les aliments destinés a 'Homme est
égale a celle observée pour les animaux mais a des concentrations généralement

plus faibles [1].

1.2 Propriétés physico-chimiques et mécanismes moléculaires

La structure chimique du DON est présentée dans la figure 6. Il appartient au
groupe des sesquiterpenoides qui possédent un squelette tricyclique (trichothécane)
formé par un cyclopentane, un cyclohexane, un cycle a six chainons oxygénés et 4
groupements méthyles. La fonction cétone en Cg caractérise les trichothécenes de
type B. Le DON se différencie des autres trichothéceénes B par la présence de
groupements hydroxyle (OH) en Cj3 et en C; également associés a sa toxicité [23]. Il
posséde un groupement époxyde en Ciz.43, principalement responsable de sa

11
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toxicité [24, 25]. Une des propriétés physico-chimiques les plus importantes du DON
est sa capacité a résister a des températures élevées [26-29]. En effet, le DON est

stable a des températures allant jusqu’a 170°C [30].

Au niveau moléculaire, la toxicité du DON repose sur sa capacité a traverser
les barriéres biologiques (intestinale et hémato-encéphalique) et a affecter les
fonctions et la viabilité des cellules. Les mécanismes moléculaires provoquant les
effets indésirables du DON ne sont pas complétement connus. Néanmoins, il est
acquis que le DON perturbe la structure et le fonctionnement des cellules
eucaryotes. En effet, sa cible principale est la sous-unité 60S du ribosome induisant
ainsi l'inhibition de la synthése protéique [24, 31]. En se liant au ribosome, le DON
active des mitogen-activated protein kinases impliquées dans les processus
cellulaires de transduction du signal lié a la prolifération, la différenciation et
I'apoptose. Il va induire ainsi I'apoptose via un processus de réponse ribotoxique au
stress [32, 33].

1.3 Effets sur la santé humaine

La consommation de produits contaminés par les trichothécénes serait a
l'origine de graves mycotoxicoses chez ’'Homme. Les affections les plus connues,
dans lesquelles les trichothécénes sont suspectés d'étre incriminés, sont l'aleucie
toxique alimentaire décrite en Russie et aussi la "Moldy Corn Toxicosis" en Amérique
du Nord, la "Red Mold Disease" ou "Akakabi Byo Disease" au Japon, toutes
provoquant les mémes symptomes, c'est-a-dire vomissements, diarrhées, douleurs
abdominales, maux de téte, étourdissements et fievre. Il reste néanmoins difficile
d’associer une toxi-infection alimentaire a la présence de DON dans les denrées car
les symptédmes sont les mémes que pour des toxi-infections alimentaires d’origine
bactérienne. La consommation de produits contaminés par le déoxynivalénol serait a
l'origine de plusieurs mycotoxicoses chez ’'Homme. Ainsi, des manifestations aigués
impliquant F. graminearum ont été signalées en Chine [34], en Inde [35] et au Japon
[36]. Le déoxynivalénol a également été étudié pour son implication possible dans
des maladies chroniques telles que les cancers de I'cesophage, de I'estomac et du
foie associées a des niveaux élevés de trichothécénes dans les céréales

12
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contaminées [37, 38] mais a ce jour, l'imprécision des outils d'évaluation de

I'exposition limite I'établissement d’'une relation de cause a effet.

1.4 Méthodes d’analyse

Le dosage du DON est essentiel aussi bien pour les producteurs, les autorités
réglementaires que pour les chercheurs. Cela va permettre la surveillance et le
contrdle de ce contaminant alimentaire, assurant ainsi la protection de la santé des
consommateurs, la réduction des pertes économiques pour les producteurs et
indirectement, 'amélioration des connaissances pour les scientifiques. Dans une
revue bibliographique de Ran Ran et ses collaborateurs (2013), les avantages et les
inconvénients des méthodes d'analyses qualitatives et quantitatives actuellement
disponibles pour le DON et ses dérivés ont été présentées [39]. La méthode choisie
est fonction de la limite de quantification souhaitée et de la composition de la matrice.
Alors que la purification de l'extrait n'est généralement pas nécessaire pour les
dosages immunologiques, le dosage par méthodes physico-chimiques nécessite
généralement des étapes d’extraction et de purification selon le type d’échantillon qui

doit étre analyse.

Le déoxynivalénol est relativement polaire comme d'autres trichothécénes de
type B et est généralement extrait par technique solide-liquide au moyen de
mélanges associant acétonitrile et eau. L’étape de purification des trichothécénes de
type B s’effectue au moyen de colonnes. Les colonnes d'immuno-affinité présentent

'avantage de fournir les échantillons les plus propres.

La chromatographie en couche mince (CCM) et les tests ELISA sont
principalement utilisés dans le dépistage du DON pour un nombre important
d’échantillons alors que les méthodes instrumentales comme la chromatographie en
phase gazeuse (CPG) et la chromatographie liquide haute performance (CLHP)
permettent la confirmation des échantillons révélés positifs lors du screening. Les
méthodes d’analyse des mycotoxines telles que la CLHP ou la CPG sont tres
sélectives et spécifiques, mais requierent un appareillage complexe et colteux qui
nécessite des opérateurs hautement spécialisés. La CLHP peut étre couplée a un

détecteur d’ultra-violets, de fluorescence ou une détection par spectrométrie de
13



Le Déoxynivalénol

masse (SM) alors que I'analyse par CPG est effectuée en utilisant des techniques de
détection de capture d’électrons, par SM ou par SM-SM en tandem. Comparées aux
kits ELISA vendus dans le commerce, ces méthodes présentes des limites de
détection et de quantification bien inférieures, une spécificité supérieure, ce qui en
font des méthodes de choix, par exemple, pour les études de cinétique. Récemment,
des techniques de chromatographie liquide a haute performance associées a la
spectrométrie de masse en tandem ont été développées permettant en une seule
analyse la multi-détection et la quantification de différentes mycotoxines dont le

déoxynivalénol et ses métabolites au sein de différentes matrices [40-43].
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2 Caractérisation

2.1 Effets toxicologiques

Bien qu'il soit moins toxique que d’autres mycotoxines, le DON présente un
risque majeur de sécurité alimentaire a cause de la fréquence de contamination
élevée et de ses propriétés physico-chimiques. De nombreuses études sur la toxicité
du DON chez I'animal ont permis de donner un apergu des conséquences sanitaires
de l'ingestion de cette mycotoxine aussi bien chez 'Homme [44] que chez I'animal
[45]. Néanmoins, il reste moins toxique que d'autres trichothécénes comme la toxine
T-2. La toxicité du DON dépend des quantités ingérées, des fréquences de
consommation et des espéces animales considérées. L'ingestion de DON est
associée a des altérations du systéme immunitaire, de la muqueuse intestinale et de

la croissance chez les animaux exposeés [45, 46].

Au niveau cellulaire, le DON peut modifier de maniére significative I'immunité
humorale ainsi que I'immunité a médiation cellulaire dans une variété de cellules
eucaryotes et chez les modéles animaux expérimentaux [47, 48]. In vitro, la sécrétion
d'immunoglobulines par des lymphocytes de porc a été significativement inhibée par

le DON de maniére dose-dépendante [49].

Les symptdbmes de toxicité aigué du DON comprennent des douleurs
abdominales, une augmentation de la salivation, des malaises, de la diarrhée, des
vomissements et de I'anorexie [45, 50]. A ce jour, de nombreuses espéces animales
étudiées dans la littérature ont montré une sensibilité au DON et ont été classées du
plus sensible au moins sensible selon l'ordre suivant: porcs > chats = chiens >
souris > rat > volaille = ruminants [45]. Des différences dans les parameétres
cinétiques chez les espéces animales pourraient en partie expliquer cette différence
de sensibilité. Une exposition aigué, par voie intrapéritonéale, a des doses
supérieures a 46 mg/kg de poids corporel (pc) entraine une mortalité chez les souris
de laboratoire [51] alors qu’'une dose de 50 ug/kg pc entraine des vomissements
chez le porc [52-54].
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Tableau 3 : Principales caractéristiques cinétiques du déoxynivalénol en fonction de

'espéce animale.

Rongeurs Ruminants Volailles Porcs
Espéce modéle Rats [55], souris [56, = Vaches [58], moutons
[référence] 57] [59, 60] FELIC A (67, G
Absorption Rapide Rapide et trés faible Rapide et faible Rapide et moyenne

Rapide (rate, foie,
poumons et reins)
pas d’accumulation

Distribution

Moyenne
Métabolisation En DOM et en DON-
GIcA
Excrétion Urine et feces
S . Rapide
Elimination 7 6h

0.1 2 10% absorbé

Forte
En DOM

Urine et feces
Maijoritairement sous
forme métabolisée

Rapide
4h

19% absorbé

Rapide
pas d’accumulation

Forte
En DOM

Urine et feces
Majoritairement sous
forme métabolisée

54% absorbé

Rapide
pas d’accumulation

Faible et rare
En DOM

Urine et feces

Rapide
Demi-vie 5.3h
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L’effet le plus commun d’une exposition alimentaire prolongée des animaux au
DON est l'anorexie. Lorsque des lésions tissulaires ont été détectées, le tractus

gastro-intestinal et les tissus lymphoides ont été les cibles privilégiées.

D’un point de vue réglementaire, I'étude de toxicité chronique de 2 ans menée
sur la souris par Iverson et ses collaborateurs (1995) [64], a permis d’établir des
valeurs toxicologiques de référence pour le DON. L'effet toxique pertinent identifié
dans cette étude était une diminution du gain de poids [64]. Le Comité d'experts
FAO/WHO sur les additifs alimentaires (JECFA) et le comité scientifique de
I'alimentation humaine (SCF) ont ainsi retenu pour le DON une dose sans effet
toxique observable (No Observable Adverse Effect Level, NOAEL) de 100 pg/kg pc/j.
Un facteur de sécurité de 100 (10 x10) a été appliqué a cette NOAEL pour obtenir la
dose journaliére tolérable (DJT) de DON équivalente a 1 ug/kg pc/j (JECFA, SCF
2001).

2.2 Cinétique du DON

Le tableau 3 résume les principales caractéristiques cinétiques du DON en

fonction de I'espéce animale considérée.

2.2.1 Absorption

Aprés une administration orale, le DON est rapidement absorbé. Chez
le porc, il se retrouve dans le sérum apres seulement 15 minutes [62, 63]. Cette
apparition rapide pourrait s’expliquer par une absorption qui débute probablement
dans I'estomac ou dans la partie supérieure du duodénum [65, 66]. La concentration
sanguine maximale est atteinte apres 1.65 h pour une prise unique d’aliment
contaminé [62] et jusqua 4.1 h apres la consommation répétée d’aliment
naturellement contaminé sur une période de 7 jours [65] ou 3.75 h aprés
administration intragastrique de la toxine pure [63]. La biodisponibilité plasmatique du
DON a été estimée a 54% chez le porc [62]. Chez le mouton, le DON est rapidement
absorbé (tmax 4.0 a 5.3 h) mais sa biodisponibilité systémique est de seulement 7.5 a

10% [59, 60]. Chez la souris, aprés I'administration orale de DON, I'absorption
17
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Contamination orale
DON

Intestin

Circulation
sanguine

~

Y

v

——> Dé-époxydation E)_(cr(-?-tion

Excrétion fécale —> Glucuronidation urinaire
--== Cycle entéro-hépatique

Figure 7 : Métabolisme et excrétion du déoxynivalénol dans l'organisme. DON:
déoxynivalénol, DOM : dé-époxy déoxynivalénol, DONGIu : DON glucuronide.
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maximale est atteinte au bout de 30 minutes [56]. Tout comme le mouton, la
biodisponibilité du DON chez la volaille est relativement faible (19%) [61]. En ce qui
concerne les ruminants, le taux d’absorption chez la vache est trés faible, moins de

1% de la toxine d’origine est absorbée par voie systémique.

2.2.2 Distribution

Aucune étude n’a mis en évidence des phénoménes importants
d’accumulation ou de rétention de DON au sein de l'organisme. Aprés une
administration intraveineuse de DON a 1 mg/kg de poids corporel a des porcs,
Prelusky et Trenholm (1991) ont observé aprés 3 h, du DON dans divers organes
(intestin, pancréas, foie, poumons, glandes surrénales, rate, testicules, cerveau) et
tissus (graisse et muscles) [67]. Chez la souris traitée par voie orale avec 25 mg de
DON par kg de poids corporel, Yordanova et ses collaborateurs (2003) ont détecté la

toxine dans le rein> le coeur> le plasma> le foie> le thymus> le rate> le cerveau [57].

2.2.3 Métabolisme

Le DON est métabolisé dans le tube digestif, sous I'action des micro-
organismes intestinaux en dé-époxy déoxynivalénol (DOM) (figure 7). Cette forme
est moins toxique que la forme parent, grace a I'élimination du noyau époxyde [62,
68-72]. Il peut également étre conjugué dans le foie via un métabolisme de phase |l
pour donner du DON glucuronide (DONGIu) (figure 7). Le composé glucuronide
formé varie en fonction de I'espéce [73]. Ce conjugué est moins toxique que le DON
car il n’interagit pas avec les sous unités 60S des ribosomes et est plus rapidement

éliminé dans l'urine.

2.2.4 Elimination

Comme l'absorption et la distribution, I'élimination de la molécule de la
circulation sanguine est rapide. La demi-vie d’élimination apparente est estimée a 7.6
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h chez la souris [56], 5.3 h chez le porc [62] et a 4 h chez les ruminants [59, 60].
L’élimination est particulierement rapide chez les volailles puisqu’elle est au moins 6

fois plus courte que chez les autres animaux (0.45h) [61].

Le DON et ses métabolites sont principalement éliminés par l'urine et
les feces (figure 7). Chez le rat, la radioactivité excrétée dans l'urine et les féces
représentent respectivement pour 25 et 64% de la dose administrée dans les 96
heures aprés une administration orale de 10 mg/kg pc de DON marqué au '“C [74].
Chez la vache, environ 20% de la dose de DON ingéré était éliminé dans l'urine et
les matiéres fécales sous forme de DOM (96%) et de DON (4%) [58]. Bien qu'il
n’existe aucune étude de cinétique chez ’lHomme, il a été mis en évidence I'excrétion
urinaire du DON chez des fermiers frangais [75] et des habitants du Royaume-Uni
[70].
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Tableau 4 : Estimation de I'exposition totale au DON et contribution des produits

sélectionnés chez 'Homme (évaluations du JECFA de 2001 et de 2010).

Estimation de

Région » Contribution a I'exposition au DON (%)
I'exposition au DON
2001 (ug/kg pclj) Blé Mais Riz Orge Avoine Seigle Biere
Afrique 0.78 24 40 33 3 <1 0 --
Europe 1.4 79 2 2 16 <1 <1 --
Extréme-Orient 1.6 47 44 3 0 <1 --
Amérique Latine 1.2 64 10 18 7 <1 0 -
Moyen-Orient 24 88 5 1 0 0 --
2010
Afrique du Nord 0.19 100 - -- -- -- -- --
Afrique du Sud 4.37 20 80 - -- - -- --
Europe du Nord 0.81 85 2 0 5 2 1
Europe du Sud 14.52 37 63 -- - -- -
Europe de I'Est 0.54 56 20 -- 24 -- 0 --
Europe de
1.61 75 19 0 1 0 2 2
I'Ouest
Asie de I'Est 1.32 87 13 0 0 0 0 --
Amérique du Sud 0.65 89 -- 11 -- - -- --
Extréme Orient,
0.25 40 40 - 16 - - 0
Asie, Pacifique
Canada, Etats-
11.04 83 -- -- 10 -- -- 8

Unis, Australie

Tableau 5: Expositions moyennes au DON de

d’Alimentation Totale (EAT) 1 et 2).

la population francaise (Etudes

% d'individus pouvant dépasser la dose

Etudes Expositions moyennes au DON (ug/kg pclj) . i
journaliére tolérable*
Adultes Enfants Adultes Enfants
(15 ans et +) (3-14 ans) (15 ans et +) (3-14 ans)
EAT 1
0.28 0.4% 4%
2000-2004
EAT 2
0.37 - 0.41 0.54 - 0.61 0.5-0.7% 5% - 10%
2012

*dose journaliere tolérable : 1 ug/kg pc/j
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3 Exposition

3.1 Monde

L'exposition alimentaire au DON a été évaluée par le Comité d'experts
FAO/WHO sur les additifs alimentaires (JECFA) en 2010. L'évaluation a utilisé les
données d'occurrence du DON pour le blé, le mais, le riz, I'orge, I'avoine, le seigle et
la biere a disposition entre 2001 et 2010 résumeées dans le tableau 4. Les résultats
de 2010 indiquent que deux aliments de base, pour une grande partie de la
population mondiale, sont des contributeurs majeurs a I'exposition au DON : le blé de
20 a 89% de I'exposition totale suivi par le mais 2 a 80% en fonction de la région. Le
sud de I'Europe et le Nord de '’Amérique sont exposées a des concentrations en

DON entre 3 et 70 fois supérieures aux autres régions.

3.2 France

A travers les études de I'alimentation totale (EAT) réalisées sur le territoire
francais, I'Agence Nationale de Sécurité Sanitaire (Anses) a caractérisé I'exposition
de la population générale a certaines mycotoxines d'intérét incluant le DON. Le détalil
des expositions moyennes au DON et a ses dérivés acétylés (3-A-DON et 15-A-
DON) est présenté dans le tome 1 du rapport de 'EAT 2 de 2012 (www.anses.fr).
Pour résumer, lors de 'EAT 2, I'exposition moyenne totale au DON et a ses dérivés
acétylés s’éleve a 0.4 pg/kg pc/j chez les adultes et a 0.6 ug/kg pcl/j chez les enfants
(tableau 5). L'exposition au DON seul est Iégérement plus élevée que les estimations
faites lors de 'EAT 1. Chez les adultes comme chez les enfants, le pain et les
produits de panification séche apparaissent comme les contributeurs maijoritaires a
'exposition au DON (60% et 40%, respectivement). En 2012, dans la population
francaise, 0.5 a 0.7% des adultes et 5 a 10% des enfants sont exposés a des
concentrations en DON dépassant la dose journaliére tolérable (DJT = 1 pg/kg pc/j
DON + dérivés acétylés) (tableau 4). Ces résultats sur I'exposition de la population
francgaise aux mycotoxines montrent une augmentation des dépassements de la DJT

par rapport a la précédente évaluation de 2000-2004 (EAT 1). Les conclusions de
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'étude indiquent que le DON présente un risque ne pouvant étre écarté pour la

population.
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4 Prévention

Afin de réduire I'exposition du consommateur aux mycotoxines, des mesures
préventives qui concernent la gestion « pré-récolte » (bonnes pratiques agricoles), la
gestion de la récolte et « post-récolte » (bonnes pratiques de fabrication,

décontamination) sont mises en ceuvre.

4.1 Gestion « pré-récolte »

Les différentes stratégies afin d’empécher la croissance des champignons
producteurs de DON avant la récolte comprennent I'utilisation de fongicides et/ou de
cultivars résistants a Fusarium, la rotation des cultures et I'élimination des débris de
la récolte précédente par enfouissement ou enlevement [76]. Cependant, I'utilisation
des fongicides sur des matieres premieres destinées a l'alimentation n’est pas trés
efficace et de plus présente un risque sanitaire pour le consommateur [77-80]. De
plus, des niveaux élevés de DON peuvent étre produits, méme pendant les derniers
stades de développement du grain, au cours de laquelle les fongicides sont évités
[81]. Des mesures supplémentaires sont donc nécessaires pour réduire le risque
d'ingestion de mycotoxines. L’utilisation de micro-organismes pour le contrdle de la
croissance de Fusarium et la production de DON est une stratégie de lutte qui
montre des résultats prometteurs. En effet, plusieurs souches bactériennes en
condition de serre, ont été capables de réduire le développement de Fusarium et la
quantité de DON produit [82-84]. Basés principalement sur la susceptibilité du
cultivar, la taille de l'inoculum fongique et les conditions climatiques, des modéles
informatiques capables de prédire 'occurrence de fusarioses et/ou les niveaux de
contamination en DON ont été développés dans un certain nombre de pays comme
I'Argentine, le Canada, I'ltalie, les Pays-Bas, la Suisse ou encore les Etats-Unis [85-
90]. Ces prédictions peuvent permettre aux pays d’adapter leur calendrier de récolte

afin de limiter le risque d’exposition au DON.
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4.2 Gestion « post-récolte »

Une mauvaise gestion post-récolte du séchage et du stockage contribue a
augmenter la contamination par le DON déja présent avant la récolte [91]. Les
stratégies de gestion post-récolte viseront a limiter la croissance de Fusarium et a
minimiser l'entrée du DON dans la chaine alimentaire humaine et animale [92].
Plusieurs méthodes physiques ont été utilisées en particulier I'enlevement des grains

endommagés qui repose sur une différence de taille et de poids.

Parmi les méthodes physico-chimiques, des procédures de lavage des grains
de blé et de mais avec de l'eau ou une solution aqueuse de carbonate de sodium
peuvent réduire les concentrations de DON. Néanmoins, le colt de séchage du grain

limite I'utilisation de cette approche [93].

L'utilisation de plusieurs produits chimiques, y compris le bisulfate de sodium,
I'hypochlorite, des minéraux argileux naturels et modifiés, I'ozone, et I'ammoniac pour
décontaminer les grains contaminés en DON ont été examinées par le JECFA en
2001. Malgré le grand potentiel de ces traitements, leur utilisation a grande échelle
est limitée car certains de ces agents chimiques réduisent la valeur nutritionnelle des

aliments tandis que d'autres laissent des résidus toxiques [94].

L’addition de micro-organismes a également été proposée comme une
stratégie post-récolte car certaines bactéries du microbiote ruminal et intestinal ont le
potentiel de détoxifier le DON [93].
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5 Conclusion

Le risque toxicologique associé a une exposition au déoxynivalénol est bien
caractérisé. En revanche concernant la cinétique, aucune donnée n’est disponible
pour ’'Homme et il y a une insuffisance au niveau des résultats retrouvés dans la
littérature pour les modéles animaux utilisés. En effet, la biodisponibilité, paramétre
définissant la fraction de la dose administrée qui atteint la circulation générale a une
vitesse donnée, est rarement calculée alors que la principale voie de contamination
est alimentaire et que le DON est absorbé par voie orale. De plus, certains
parameétres cinétiques ont été calculés sur la base de concentrations inférieures a la
limite de quantification (LOQ) et parfois a la limite de détection (LOD) de la méthode
analytique [62]. La LOQ étant la plus petite quantité d’analyte qui peut étre quantifiée
avec une exactitude définie, par conséquent, les concentrations inférieures a cette
LOQ, fournissent des résultats approximatifs et peu fiables. Il apparait clairement que
les résultats engendrés ne permettront pas de donner des interprétations correctes.
Une seconde remarque est l'utilisation de calculs inapropriés dans la détermination
des paramétres cinétiques (moyenne) conduisant a des mauvaises estimations et
donc a des parametres érronés [62]. L’ensemble de ces observations entraine la non
validité des parameétres calculés, et par conséquent, nous améne a nous interroger
sur la fiabilité des données de cinétique et sur la pertinence de linterprétation des
résultats. Cependant, la détection de DON dans les féces et son absorption
incompléte qui semble incompléte impliquent des contacts probables avec le
microbiote intestinal. De plus, la prévention du DON via des additifs microbiens met

en évidence des interactions entre la mycotoxine et les micro-organismes.
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Figure 8 : Interactions possibles entre un xénobiotique (trichothécénes) et les micro-

organismes. En rouge, les interactions démontrées dans la littérature pour le DON.

Tableau 6 : Etudes montrant des interactions entre les bactéries et le DON.

Bactéries Origine Interaction Ref

Eubacterium BBSH 797 Rumen de vache Dégradation [95]

Culture microbienne C133 Contenu digestif de poisson chat  Dégradation [96]

Bacillus subtilis ZZ ; Bacillus licheniformis

Probiotique Dégradation 97
— q g [97]
Agrobacterium-Rhizobium E3-39 Sol Dégradation  [98]
Microbiote intestinal Homme Dégradation [68]

Clostridiales, Anaerofilum, Collinsella, ] . )
Contenu intestinal du poulet Dégradation [99]

Bacillus

Culture mixte de Serratia + Clostridium + )

) Sol de champs de mais
Citrobacter, Enterococcus + Dégradation  [100]
contaminé en DON

Stenotrophomonas + Streptomyces

Nocardioides, Devosia Sol Dégradation  [101]
Lactobacillus sp Blé Adsorption [102]
Lactobacillus sp, Propionibacterium sp Probiotique Adsorption [103]
Enterococcus, Lactobacillus,

Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Probiotique Adsorption [104]
Propionibacterium, Streptococcus

Nocardioides WSN05-2 Sol Utilisation [105]

Ref : référence bibliographique.
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A 'image des xénobiotiques, plusieurs types d’interactions sont possibles entre
les mycotoxines et les micro-organismes, celles-ci sont schématisés sur la figure 8.
Certaines ont été mises en évidence entre le DON et les bactéries, comme le détaille

le tableau 6.

1 Action des bactéries sur le DON

1.1 Dégradation du DON

Plusieurs études in vitro ont démontré la transformation du déoxynivalénol par
des bactéries provenant d’environnements variés de sols ou encore de contenus
intestinaux d’animaux [106, 107]. Le DON peut étre transformé par dé-époxydation
(réduction du noyau époxyde) en DOM (figure 9) par des écosystémes microbiens
complexes ou des bactéries isolées issus de contenus caecaux de différentes
espéces animales, y compris la vache [108], le rat [109], le mouton [110], le poulet
[99, 111] et le porc [112]. Cette voie de détoxification par le microbiote fécal est lente
(48 a 72h) et plus ou moins efficace selon I'espéce animale (80% a 100% de

conversion) [113, 114].

1.1.1 Ecosystémes microbiens

Des recherches ont été menées afin d'évaluer la capacité de cultures
microbiennes mixtes a transformer le DON [106]. Des inocula microbiens provenant
de rumen de vache, de sol contaminé en DON et des contenus du gros intestin de
poulets et de porcs ont été incubés avec du DON pendant 96 h. Tous les inocula ont
été capable de métaboliser le DON (poulet (100%) > sol (50%) > vache (35%)) sauf
le contenu intestinal porcin. Pour autant, les micro-organismes responsables de cette
biodégradation n'ont pu étre ni isolés, ni identifiés. Ces résultats confirment
également les données obtenues par d’autres études dans lesquelles il a été
également observé que les micro-organismes du rumen transformaient 89% du DON
en DOM en 24 heures [108]. Comme les ruminants, les volailles possédent une
microflore intestinale capable de convertir efficacement le DON en DOM [111].
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Figure 9: Métabolisme du déoxynivalénol par les bactéries [39] modifié.
déoxynivalénol, DOM-1: Dé-époxy déoxynivalénol, 3-oxo-DON : 3-oxo-déoxynivalénol, 3-epi-DON :

déoxynivalénol.
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Concernant le porc, dans une étude sur la biotransformation du déoxynivalénol par la
flore intestinale, des suspensions de contenu intestinal (duodénum, jéjunum,
caecum, cblon, rectum) ont été incubées avec du DON. Dans une étude in vitro, il a
été démontré que la flore porcine était capable de dégrader le DON et qu’il s’agissait
principalement de la flore issue du cblon [112]. Les avis sont contrastés quand les
études se sont portées sur le microbiote intestinal humain. En effet, il n’a pas été mis
en évidence d’activité de métabolisation du DON alors qu’une transformation de
DON en DOM dans un échantillon fécal humain a été observée [68, 115]. Le taux de
conversion du DON en DOM-1 variait selon les échantillons prélevés allant de 36 a
107% de la dose de DON convertie en DOM apres 24 h d'incubation [68]. Des
investigations supplémentaires semblent nécessaires pour établir un lien et identifier
les voies métaboliques mises en jeu lors du processus de dégradation du DON par

les bactéries du tractus digestif chez 'Homme.

1.1.2 Bactérie isolée

Dans la continuité des études globales sur les écosystémes capables
de transformer le DON, des études plus fines ont permis d’isoler et de caractériser
des espéces ou des genres bactériens capable de dégrader la molécule. Une étude
a été menée afin d’isoler des bactéries de l'intestin de poulet capable de transformer
le DON [99]. Les bactéries isolées lors de cette études sont issues de quatre groupes
bactériens : Clostridiales, Anaerofilum, Collinsella, et Bacillus (tableau 6). En outre,
tous les isolats transformaient le DON en DOM de la méme maniére par dé-
époxydation (figure 9). A partir d'un échantillon de sol, il a été isolé, une souche
bactérienne E3-39 appartenant au groupe Agrobacterium-Rhizobium capable de
métaboliser le DON en 3-oxo-déoxynivalénol (figure 9) [98]. Une autre souche
également isolée du sol, Nocardioides sp. WSN05-2, utilise le DON comme seule
source de carbone et d'énergie pour produire un nouveau métabolite intermédiaire, le
3-épi-déoxynivalénol (figure 9) [105]. Ces souches font partie des rares exemples de
bactéries capables de transformer le DON en aérobiose. Inoculée dans des grains de
blé traités avec du DON, la souche WSNO05-2 a permis de réduire d'environ 90% la

quantité de DON en 7 jours [105]. Une étude récente a permis également d’identifier
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9 souches appartenant au genre Nocardioides et 4 du genre Devosia capables de

dégrader le DON en condition in vitro [101].

1.2 Adsorption du DON

D’autres bactéries sont capables d’adsorber le DON. En effet, certaines
souches de bactéries lactiques sont capables, in vitro, de réduire la teneur en DON
par l'adsorption de la mycotoxine sur leur paroi cellulaire [102, 103]. Il a été
également observé que certaines souches de Lactobacillus et Propionibacterium
peuvent faire diminuer de 18 a 93% la teneur en DON en milieu liquide [103]. Cette
diminution pourrait étre liée a un phénoméne d’adsorption mettant en jeu des
interactions non covalentes faibles entre la bactérie et le DON, interactions
réversibles aprés des étapes de lavage [103]. Dans une étude récente, il a été
montré que toutes les souches étudiées présentaient un potentiel pour I'élimination
du DON en milieu liquide, avec des taux de réduction allant de 16% pour
Lactabacillus plantarum FB VII a 71% pour L. plantarum Lyofast BG112 [102]. La
teneur en DON dans le milieu de culture diminue aussi bien en présence de
bactéries viables que de bactéries inactivées par pasteurisation ou stérilisation. Bien
que les mécanismes d’adsorption ne soient pas encore entierement élucidés, le
peptidoglycane et les polysaccharides composant la paroi cellulaire bactérienne

semblent également étre impliqués dans la capture des mycotoxines [102].

1.3 Application

Le potentiel de détoxification des bactéries isolées a été confirmé dans des
études in vivo [93, 116]. Un additif composé d’'une souche d’Eubacterium sp. isolée
du rumen bovin s’est révélé efficace dans la lutte contre la toxicité du DON chez les
poulets de chair [117] et chez les porcs [118] nourris avec des régimes alimentaires
contaminés en DON. Dans le but d'utiliser des méthodes biologiques de
décontamination pour des denrées contaminées en DON, I'industrie a donc élaboré

des probiotiques utilisés comme additif alimentaire [119].
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2 Action du DON sur les bactéries

2.1 Action sur les fonctions métaboliques

Trés peu d’études se sont intéressées a l'effet que pourrait avoir le DON sur
les bactéries. Pourtant, certains auteurs ont mis en évidence qu’en présence de
DON, certaines voies métaboliques propres aux bactéries pouvaient étre modifiées.
Dans un modéle in vitro de rumen, les productions de gaz, d'azote ammoniacal et
d’acides gras a chaine courte (acétate, propionate) ont été réduites aprés ajout de
DON, démontrant que la mycotoxine était capable de perturber le processus de

fermentation, processus majeur réalisé par les bactéries du rumen [120].

En revanche, la présence de DON dans le milieu de culture n'affecte pas le
taux de croissance de Butyrivibrio fibrisolvens une des bactéries prédominantes du
rumen [121]. Une autre étude concernant la sensibilité de bactéries et de levures au
déoxynivalénol a été réalisée en utilisant un test de diffusion sur disque. La
croissance bactérienne des espéces testées n’était pas modifiée lorsque les disques
contenaient 500 ug de DON. En revanche, Kluyveromyces marxianus, une espeéece

de levure, était le seul micro-organisme inhibé par le DON [122].

2.2 Action sur I'équilibre du microbiote

Le DON est également un facteur mis en cause dans la modification du
microbiote intestinal de porcs nourris avec de I'aliment contaminé [123]. L'objectif
principal de cette étude était d'évaluer l'effet d'une alimentation naturellement
contaminée par le DON sur la microflore intestinale du porc. La dynamique des
communautés bactériennes a été évaluée par comptage sur boites et par
polymorphisme de conformation des simples brins (SSCP). La consommation
d'aliments contaminés en DON a 2.8 mg/kg d’aliment pendant quatre semaines a eu
un effet modéré sur les bactéries intestinales cultivables. A la fin de I'essai, la flore
meésophile aérobie était plus élevée chez les porcs recevant le régime contaminé que
dans le groupe témoin. Les analyses des profils SSCP ont également mis en
évidence des changements dans la microflore intestinale chez les animaux exposés,
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suggérant un impact de cette toxine sur la dynamique des communautés
bactériennes intestinales. Néanmoins les espéces impliquées dans cette modification

n’ont pas été identifiées.
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3 Conclusion

L’action des bactéries sur le DON a été plus largement étudiée que I'impact du
DON sur celles-ci. En effet, I'utilisation de micro-organismes pour la décontamination
du DON dans les denrées alimentaires est une stratégie de lutte biologique
particuliérement attractive pour lindustrie agro-alimentaire. Ces études visant a
caractériser des souches bactériennes qui pourraient réduire les effets toxicologiques
des mycotoxines, ont permis d’identifier une large gamme de micro-organismes
(bactéries, moisissures et levures) ayant une action sur le DON, en particulier des
bactéries provenant du sol ou de contenus caecaux. A l'inverse, le DON agit aussi
bien sur les fonctions métaboliques microbiennes que sur la composition de

I'écosystéme bactérien intestinal.

Toutes ces observations démontrent qu’il existe des interactions entre le DON et
les bactéries et que I'écologie du microbiote intestinal pourrait étre perturbée lors

d’'une contamination alimentaire par le DON.
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Figure 10 : Diversité des phyla dominants le long du tractus gastro intestinal [124].
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Figure 11 : Distribution et abondance des bactéries dans le tractus digestif [125]
modifiée.
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1 Ecologie

A I'heure actuelle, le microbiote est considéré comme un organe, jouant un réle
important dans I'équilibre de la santé.

1.1 Composition

Le microbiote intestinal humain (MIH) se compose de communautés
microbiennes qui colonisent tout le tube digestif (figure 10). || est composé d'environ
10" & 10"® micro-organismes par gramme de contenu, ce qui est 10 fois plus élevé
que le nombre total de cellules humaines [126]. La diversité et la densité du
microbiote augmente de l'estomac en allant vers le cblon (figure 11) [127]. Le gros
intestin est le site principal de la colonisation microbienne dans le corps humain et
les estimations suggérent qu'il abrite plus de 10" micro-organismes, la plupart
appartenant au domaine des bactéries [128]. La flore fécale a été la plus étudiée et
contient 10° & 10" UFC/g de féces. La flore dominante (>10° UFC/g) est composée
essentiellement de bactéries anaérobies strictes comprenant des bacilles a Gram
négatif (Bacteroides) et a Gram positif (Eubacterium, Bifidobacterium, Clostridium)
ainsi que des coques a Gram positif (Peptostreptococcus et Ruminococcus). Ces
observations ont été corroborées par des études moléculaires basées sur le
séquengage du gene codant pour I'ARNr 16S. Celles-ci ont révélé que plus de 90%
de tous les phylotypes appartiennent aux Bacteroidetes et aux Firmicutes, et que les
Proteobacteria, les Actinobacteria, les Fusobacteria et les Verrucomicrobia sont les
autres divisions présentes [129-132]. En ce qui concerne les grandes familles, le
groupe Bacteroides représente 37 + 16% de 'ARNTr total, les groupes Clostridium
coccoides et Clostridium leptum respectivement 14 + 6% et 16 + 7% et les groupes
Bifidobacterium, Lactobacillus et Enterobacteriaceae moins de 2% [133]. Au niveau
des espéces ou des souches, les variations sont plus importantes, de sorte que

chaque individu héberge une communauté bactérienne unique [129].

En plus des bactéries, des micro-organismes eucaryotes sont également
présents dans l'intestin et jouent différents roles bénéfiques ou néfastes. Certaines

especes peuvent étre commensales ou mutualistes, tandis que d'autres peuvent étre
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Figure 12 : Principales fonctions bénéfiques du microbiote intestinal humain. Les
fleches représentent les relations causales [134].
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opportunistes ou parasitaires [135]. Leur diversité dans l'intestin humain est faible et

leur réle fonctionnel chez I'Homme demeure inexploré [136-138].

A partir de 2008, les premiéres études sur les virus ont suggéré que la plupart
des virus a ADN trouvés dans l'intestin étaient des phages et que la plupart des virus
a ARN étaient des virus de plantes [139]. Néanmoins, une étude de métagénomique
récente, montre que 80% des génomes viraux identifiés ne correspondent a aucun
virus connu dans les bases de données, ce qui suggére que la diversité au sein du

virome humain commence a peine a étre caractérisée [139-141].

1.2 Fonctions

Grace a sa grande diversité microbienne, le microbiote intestinal humain va

remplir des fonctions diverses (figure 12) [142].

1.2.1 Fonctions métaboliques essentielles

Les activités métaboliques effectuées par le microbiote intestinal sont
diverses et essentielles pour le métabolisme de I'héte (figure 12). Le microbiote
intestinal posséde les voies métaboliques assurant la fermentation de substrats non
digestibles. Grace cette fermentation, la croissance bactérienne est stimulée, mais
aussi la production d'acides gras a chaine courte qui interviennent dans le
développement cellulaire [143]. Le microbiote optimise également la disponibilité des
nutriments et des minéraux essentiels ingérés en modulant leur absorption par
I'épithélium intestinal [144]. Les bactéries contribuent par l'intermédiaire de leurs
enzymes qui sont absents chez les humains au catabolisme de fibres alimentaires et
de glucides complexes [145]. Par exemple, plusieurs espéces du genre Bacteroides
produisent des glycosides hydrolases qui digérent les glucides en nutriments
utilisables par I'héte [146]. La production de vitamines et la biosynthése d’acides
aminés sont deux autres fonctions trophiques dans lesquelles est impliqué le
microbiote intestinal. La biotransformation des acides biliaires effectuée par les
enzymes microbiennes, a des répercussions sur les métabolismes du cholestérol et

du glucose [147].
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1.2.2 Intervention dans le développement cellulaire intestinal

Le microbiote intestinal est impliqué dans le développement de
I'épithélium intestinal. En effet, les principaux acides gras a chaine courte produits
lors de la fermentation bactérienne (acétate, butyrate, propionate) ont un effet
trophique sur I'épithélium intestinal. Par exemple, le butyrate va réguler la croissance
et la différenciation cellulaire de la muqueuse intestinale [148]. Les bactéries
intestinales fagconnent également le développement des villosités microvasculaires
[149].

1.2.3 Microbiote intestinal et le systéme immunitaire

Le microbiote joue un réle actif dans le développement et 'homéostasie
du systéme immunitaire [150, 151]. En effet, les signaux des bactéries intestinales
sont importants pour le développement et la maturation des lymphocytes T
régulateurs et T auxiliaires. Par exemple, les bactéries spécifiques telles que
Bacteroides fragilis [152] et Bifidobacterium infantis [153] promeuvent la maturation
des lymphocytes T régulateurs et fortifient ainsi la barriére intestinale. Plusieurs
espéces du genre Bacteroides sont impliquées dans la maturation du systeme
immunitaire intestinal de I'néte [154]. Les lactobacilles activent différemment les
cellules dendritiques, les incitant a produire différentes gammes de cytokines
inflammatoires, et jouent ainsi un réle important dans la modulation de la balance
Th1, Th2 et Th3 [155]. Les acides gras a chaine courte, comme le butyrate, peuvent

aussi exercer un effet immunomodulateur.

1.2.4 Réle dans la protection de I’héte

Les micro-organismes commensaux peuvent prévenir la colonisation
par un pathogéne par compétition pour les sites de fixation et [l'utilisation de
nutriments, et aussi a travers la production et la sécrétion de peptides antimicrobiens
comme les bactériocines [156]. L'utilisation des nutriments par le microbiote
endogéne joue un rble dans la répression des espéces pathogénes résidentes
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comme Clostridium difficile a de faibles niveaux dans l'intestin [157]. Les activités
meétaboliques intrinséques du microbiote endogéne permettent de créer les
conditions a l'intérieur de l'intestin qui peuvent inhiber la croissance et I'expression
des génes de virulence de pathogénes envahisseurs. Les acides gras a chaine
courte (AGCC) peuvent agir comme inhibiteurs de I'expression des génes de
virulence. Par exemple, l'exposition de Salmonella enterica au butyrate régule
négativement I'expression des genes de virulence du systéme de sécrétion de type
[ll et diminue ainsi sa capacité a envahir ou a induire I'apoptose des cellules hétes
[158]. En plus des effets directs inhibiteurs, la production d'AGCC et d'autres acides
organiques tels que le lactate provoquent également des réductions localisées de pH
a des niveaux inférieurs a l'optimum de croissance de pathogénes entériques tels
que Salmonella spp. et Escherichia coli O157, inhibant ainsi leur développement in
vivo [159]. De nombreuses bactériocines produites par les bactéries commensales
de lintestin ont une activité bactéricide contre les agents pathogénes comme
Salmonella spp. [160] et C. difficile [161]. La quantité d’O, est réduite par l'activité
meétabolique des bactéries intestinales conduisant ainsi a des conditions anaérobies
le long du tractus digestif. Shigella flexneri, pathogéne responsable de la dysenterie,
en condition anaérobie dans le tractus gastro-intestinal, est incapable d’exprimer les
génes de virulence qui contrdlent I'activité de son systéme de sécrétion de type Il
[162].
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Figure 13 : Techniques utilisées pour étudier le microbiote intestinal [163].
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2 Caractérisation de I’écosystéme intestinal bactérien

Le microbiote intestinal est un écosystéme complexe qui exerce une influence
considérable sur I'état physiologique, immunologique et nutritionnel de son héte. Une
connaissance approfondie du consortium microbien intestinal par la caractérisation
de cet écosystéme permet de mieux comprendre les relations existantes entre le
microbiote intestinal et son héte. Un certain nombre d’approches utilisées afin
d’analyser le microbiote intestinal sont résumées dans la la figure 13. Ces techniques
d’analyses peuvent étre qualitatives et/ou quantitatives, leur objectif ainsi que leurs

avantages et inconvénients sont présentés dans le tableau 7.

2.1 Méthodes culturales

Jusque dans les années 1990, la culture bactérienne était la seule technique
disponible pour caractériser la composition du microbiote intestinal. Bien que les
meéthodes culturales soient peu chéres, elles donnent une vue relativement limitée de
la diversité du microbiote intestinal puisqu’on estime a moins de 30% les membres
du microbiote intestinal pouvant étre cultivés sur milieux sélectifs. En effet, les
conditions permettant la croissance de tous les organismes composant le microbiote
n'ont pas encore été mises au point. Méme si les techniques de culture deviennent
de plus en plus sophistiquées, certaines bactéries du microbiote intestinal resteront
difficilement isolables et cultivables. En effet, certains micro-organismes dépendent
de l'activité métabolique d’autres organismes pour leur croissance, limitant ainsi

['utilité et l'intérét du développement de nouveaux milieux de culture.

La biologie moléculaire a offert la possibilité de découvrir des groupes bactériens

sans isolement au préalable sur des milieux de culture spécifiques.

2.2 Techniques d'empreintes moléculaires

Les techniques d’empreintes génétiques (polymorphisme de conformation des

simples brins (SSCP), électrophorése sur gel en gradient dénaturant (DGGE/TGGE),
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Tableau 7 : Résumé des différentes approches d’étude du microbiote intestinal.

Techniques

Objectif

Avantages

Inconvénients

Résultat

Méthodes
culturales

T-RFLP

DGGE

FISH

Biopuces

qPCR

Séquengage haut

débit

Métagénomique

dénombrement,
identification taxonomique

profil de la communauté
identification taxonomique
possible

profil de la communauté,
identification taxonomique
possible

identification taxonomique

identification taxonomique
profil de la communauté

identification taxonomique
dénombrement

identification taxonomique
profil de la communauté

identification taxonomique
profil de la communauté et

de ses fonctions potentielles

-prix

-haut débit
-sensibilité importante

-résolutif

-utilisation in situ

-puces commercialisées
-analyses simultanées de
plusieurs échantillons
-haut débit

-sensibilité, limite de
quantification la plus basse
-sélectivité

-rapidité

-prix

-haut débit

-sensibilité

-haut débit
-sensible

-micro-organismes
uniquement cultivables,
-manipulation fastidieuse
pour un grand nombre
d’échantillons

-sélectivité

-optimisation nécessaire,
digestion incompléte par les
enzymes

-manipulation fastidieuse
pour un grand nombre
d’échantillons

-biais d’extraction et
d’amplification d’ADN
-sélectivité, méme longueur
de fragment pour plusieurs
espéces

-manipulation fastidieuse
pour un grand nombre
d’échantillons

-variabilité gel a gel
-sensibilité limitée pour des
communautés tres
complexes

-biais d’extraction et
d’amplification d’ADN

-pas de profils des
communautés trop
complexes

-design des sondes
-sélectivité, réactions
croisées

-sensibilité dépendante du
nombre de ribosomes et de
I'accessibilité

-réactions croisées

-biais d’extraction et
d’amplification d’ADN
-design des amorces et des
sondes

-prix

-biais d’extraction d’ADN
-outils d'analyse
sophistiqués

-prix

-biais d’extraction d’ADN
-outils d'analyse
sophistiqués

Quantitatif

Qualitatif

Qualitatif

Qualitatif
Quantitatif
(couplage a la
cytométrie de flux)

Qualitatif
Quantitatif

Quantitatif

Qualitatif
Quantitatif

Qualitatif
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polymorphisme de longueur des fragments de restriction terminaux (T-RFLP)) sont
des outils d'analyse communautaire qui permettent d’obtenir une vision globale des
profils des populations microbiennes par comparaison de polymorphisme
d’amplicons d'ADN issus de I'échantillon. Ces techniques sont basées sur des
divergences de séquence de I'ARN ribosomique (petite sous-unité 16S ARNr). Les
profils de bandes d’ADN générés permettent de rendre compte de la diversité des
génes ribosomiques donc des bactéries présentes dans I'échantillon étudié. Ces
techniques sont couplées a une étape préalable d’amplification. Ces techniques sont
de moins en moins utilisées au profit de techniques plus précises et moins

contraignantes (PCR en temps réel, puces a ADN, séquencage haut débit).

2.3 Hybridation

Les techniques d'hybridation sont basées sur la complémentarité de
séquences cibles de I'ADN bactérien et de sondes oligonucléotidiques spécifiques.
Ces techniques permettent d’identifier des groupes taxonomiques spécifiques et/ou
des espéces bactériennes. La principale utilisation de I'nybridation est l'identification

phylogénétique.

2.3.1 Hybridation fluorescente in situ (FISH)

La détection de séquences nucléotidiques s'effectue indirectement, par
hybridation des sondes sur I'ADN cible au préalable dénaturé. La révélation du
complexe sonde-ADN cible consiste a faire reconnaitre les sondes par des anticorps
flanqués de molécules fluorescentes. L'observation des séquences hybridées
s'effectue a l'aide d'un microscope a épifluorescence, qui éclaire I'échantillon avec
une lumiére de longueur d'onde spécifique de la molécule fluorescence fixée a
'anticorps. Un avantage de cette technique est la possibilité de I'utiliser directement
sur I'échantillon de féces. De plus, en combinaison avec la cytométrie en flux, elle
devient une méthode quantitative a haut débit pour I'analyse du microbiote intestinal
[164, 165]. En recherche clinique, la technique de FISH est principalement utilisée

pour comparer le microbiote intestinal de patients sains et de patients malades par
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exemple. Cette technique permet également de distinguer I'abondance relative d'un
nombre restreint d'espéces ou de familles. Cette technique est rapide et quantitative

mais avec une limite de quantification plus élevée que la qPCR.

2.3.2 Puces phylogénétiques (biopuces, puces a ADN)

La puce phylogénétique est constituée de fragments d’ADN immobilisés
(spots) sur un support solide selon une disposition ordonnée. En parallele, les
échantillons d’ADN a analyser sont marqués avec un fluorochrome. Aprés
hybridation de I'’échantillon biologique marqué sur la puce, chaque spot excité par un
laser est analysé individuellement par un scanner a trés haute résolution. Une
analyse bio-informatique du signal va permettre d'estimer [lintensité de Ila
fluorescence qui est proportionnelle a l'intensité d'expression des génes. Les puces
phylogénétiques offrent la possibilité d'évaluer la structure, l'identité phylogénétique
et l'activité métabolique d’un certain nombre de bactéries ou communautés
bactériennes cibles appartenant au microbiote intestinal [166-168]. Certaines de ces
puces a ADN sont disponibles dans le commerce, comme par exemple, la HITChip™
(Agilent Technologies Inc) et la PhyloChip ™ (Affymetrix) [169-172]. Elles présentent
une stratégie intéressante pour I'étude a haut débit des communautés microbiennes
complexes. Cette technique est rapide, qualitative et/ou quantitative et plusieurs

échantillons peuvent étre testés simultanément.

2.4 PCRentemps réel (QPCR)

La gPCR peut étre utilisée seule ou en combinaison avec d'autres techniques.
Les études sur le microbiote intestinal utilisant uniquement la gPCR ont permis de
montrer des changements dans la composition du microbiote liés a I'age du patient, a
l'utilisation d'antibiotiques ou encore a un état physiopathologique [173-175].
Certaines techniques moléculaires utilisées pour caractériser le microbiote intestinal
(empreintes moléculaires §2.2, puces a ADN §2.3.2) sont qualitatives mais utilisées
en combinaison avec la qPCR, ces techniques permettent de fournir des informations

plus détaillées sur la diversité et I'abondance du microbiote intestinal [176-178]. Par
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exemple, en utilisant la DGGE et la gPCR, il a été montré que l'abondance et la
diversité bactériennes étaient plus faibles chez les personnes agées que chez les

jeunes [178].

Le principal atout de la qPCR est qu’elle est la meilleure méthode permettant
le dénombrement des bactéries du microbiote intestinal et qu’il est possible d'y
inclure la discrimination phylogénétique en concevant des amorces pour cibler des

especes ou des communautés particulieres [179, 180].

2.5 Pyroséquengage

Le pyroséquencage consiste en un séquencgage partiel (100 a 400 paires de
bases) a haut débit d’'amplicons de 'ARNr 16S fixés sur des supports solides. Les
principales technologies disponibles dans le commerce comprennent les systemes :
454 Pyrosequencing® de Roche Diagnostics, lllumina® d’lllumina et SOLID™ de Life
Technologies. L’avantage de cette technique est la capacité a recueillir rapidement
un nombre important de données (haut débit). En ajoutant des codes-barres
spécifiques lors de I'amplification de 'ARNr 16S, plusieurs échantillons différents
peuvent étre séquencés en méme temps. L'identification phylogénétique, la détection
et/ou l'identification de bactéries inconnues sont d’autres atouts de cette technique.
Le pyroséquencage a permis de mettre en évidence la modification de la composition
du microbiote intestinal aprés la pose d’'un anneau gastrique chez une personne en
surpoids [181]. Néanmoins le cout encore élevé du pyroséquengage pour les études

du microbiote reste une contrainte majeure a son utilisation.

2.6 Métagénomique

Le développement le plus récent dans I'analyse du microbiote intestinal est la
métagénomique. C’est une approche plus globale qui permet d’avoir l'inventaire
génétique complet de I'échantillon de féces contrairement au pyroséquengage qui
étudie uniquement la diversité génétique a partir d'un géne ciblé. Cette approche

metagénomique a I'avantage non seulement de donner la caractérisation
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Figure 14 : Cibles et approches « Méta-Omiques » associées pour I'étude des
communautés microbiennes [182].
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phylogénétique de la communauté microbienne, mais peut aussi informer des
fonctions biologiques présentes dans la communauté. Elle évite d’'une part, la
nécessité d'isoler les bactéries par des étapes de culture et d’autre part, la
connaissance a priori des séquences ADN des membres de la communauté

bactérienne [130].

En complément de la métagénomique, il existe d'autres approches en «
omique » qui étudient les métabolites (métabolomique), les protéines
(métaprotéomique) et 'ARN (métatranscriptomique) (figure 14). Lors de I'extraction
d'ADN, il n'est pas possible de savoir si celui-ci provient de cellules intactes, viables
ou non, ce n'est donc pas un témoin idéal pour évaluer les fonctions actives
exercees par la communauté a un moment précis dans le temps. Pour obtenir des
informations sur les fonctions actives, il est nécessaire d'examiner le profil
d'expression des génes ou encore des protéines produites. En assemblant ces
différentes approches, il sera possible de mieux appréhender le fonctionnement du

microbiote intestinal humain.

Pour conclure, le plus souvent, une combinaison de ces méthodes est utilisée

pour I'analyse des communautés microbiennes.

2.7 Validation des méthodes

Ces méthodes d’analyses moléculaires qualitatives ou quantitatives doivent
étre fiabilisé afin que les résultats fournis soient exploitables. Il est alors nécessaire
de réaliser une étude de validation pour démontrer que les performances de la
methode permettent de répondre aux exigences de l'usage auquel elle est destinée.
La validation se définit comme la «confirmation par examen et 'apport de preuves
objectives du fait que les exigences particulieres en vue d’une utilisation prévue
déterminée sont remplies » [183]. Les principaux paramétres de performances qui
doivent étre examinés afin de garantir la fiabilité de la méthode développée et donc
des résultats sont [184, 185] :
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Figure 15: Cycle de vie d'une méthode analytique en physico chimie [186]. Les
différentes étapes du cycle apparaissent en caractéres gras ; les procédures ou les critéres utilisés ou calculés
sont dans les rectangles ; les outils ou les techniques utilisés sont en italique dans les ellipses.
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Figure 16 : Comparaison de procédures de validation [186]. Le cercle en pointiliés représente
la fidélité de la méthode, et le cercle continu, la limite d'acceptabilité. La Classical validation correspond a ce que
I'on retrouve en biologie moléculaire et correspond plutdt a de la caractérisation plutoét qu’a de la validation réelle
de la méthode. La Fitness-for-purpose validation est particulierement utilisée en physico chimie.
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. la fonction de réponse (courbe d’étalonnage) : relation existante entre la
réponse (signal) et la concentration de la substance a examiner dans I'’échantillon

. la justesse : étroitesse de I'accord entre la valeur moyenne obtenue a
partir d’'une large série de résultats d’essais et une valeur de référence

. la fidélité (répétabilité et précision intermédiaire) : étroitesse de I'accord
entre une série de mesures provenant de multiples prises d’'un méme échantillon
homogéene

. I'exactitude : étroitesse de I'accord entre le résultat d’essai et la valeur

de référence (combinaison de la justesse et de la fidélité)

. la linéarité : capacité a lintérieur d’'un certain intervalle de dosage

d’obtenir des résultats directement proportionnels a la concentration en analyte dans

I'échantillon.
. les limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ)
. l'intervalle de dosage

Utilisée en routine en physico-chimie dans le développement de méthode
analytique (figure 15) [187], la démarche de validation est mal exploitée en biologie
moléculaire (figure 16). En effet, peu de publications ont pleinement démontré
I'efficacité des méthodes a travers des études de validation [188]. En outre, la plupart
des études ont évalué les performances des méthodes de quantification en utilisant
des échantillons enrichis avec des bactéries non-représentatives des groupes
bactériens ciblés, a une seule concentration, qui ne reflete pas les concentrations

retrouvées ou attendues dans I'échantillon analysé [189, 190].

Sous accréditation NF/EN ISO 17025 [183], le laboratoire de Fougéres se doit
d’utiliser des techniques de dosage completement validées. De plus, le systéeme de
management de la qualité a été étendu aux activités de recherche et appliqué
notamment a 'ensemble des travaux de thése (annexes 1 et 2). Par conséquent, une
attention toute particuliere sera donnée a la validation de la méthode moléculaire

utilisée.
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3 Déséquilibre du microbiote intestinal

3.1 Causes

Le microbiote est, en général, assez résistant aux changements
environnementaux, comme l'illustre la remarquable stabilité de son profil d'especes
sur des échelles de temps s'étendant de quelques jours a plusieurs mois, voire des
années [191-193]. Néanmoins certains facteurs semblent pouvoir influencer sa
composition comme l'alimentation, le stress ou encore la prise de médicaments

notamment des antibiotiques.

3.1.1 L’alimentation

Les changements alimentaires ont des effets significatifs sur la
composition et la diversité du microbiote. Par exemple, une alimentation riche en
graisses animales favorise la dominance des Bacteroides, alors qu'un régime
alimentaire riche en glucides est associée a une majorité bactérienne de la famille
des Prevotella [194]. Les prébiotiques sont un autre exemple de la capacité des
aliments a moduler la composition du microbiote intestinal de 'lHomme. En pratique,
il s’agit d’'un ingrédient qui permet des changements spécifiques dans la composition
du microbiote intestinal qui conférent des avantages sur la santé. Une augmentation
significative des niveaux de bifidobactéries fécales a été signalée suite a l'ingestion

de 15 g/j d’inuline ou d'oligofructose chez des volontaires [195].

3.1.2 Les médicaments

Les médicaments connus pour perturber la composition du microbiote
sont les antibiotiques. Les antibiotiques ont un effet conséquent sur la flore, et leur
utilisation est liée notamment a des désordres intestinaux. Plusieurs études ont mis
en évidence des modifications du microbiote aprés un traitement avec des
antibiotiques. Par exemple, un traitement de 5 jours a la ciprofloxacine a modifié
I'abondance d'environ un tiers de I'écosystéme bactérien intestinal chez les patients
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Tableau 8 : Exemples de maladies associées a une dysbiose du MIH [196].

. . . .. a Changes in Microbiota b
Implicated Microbiota PregencelFunction References

Allergies

Lactobacillus spp. ¥ early colonization with Lactobacillus [197]
associated w/decreased allergies

Bifidobacterium adolescentis ¥ early colonization with more diverse [150]

Clostridium difficile N microbiota might prevent allergies

Helicobacter pylori Y H. pylori tolerance mediated by Tregs that  [198]
suppress asthma

Celiac’s disease Vv

Bacteroides vulgatus higher diversity (Shannon-Wiener index) in  [199]

Escherichia coli ¥ Celiac’s disease patients versus controls

Clostridium coccoides ¥

Gastric Cancer ¥

H. pylori 1 important element in carcinogenic pathway [200]
for developing gastric adenocarcinomas

Austim

Bacteroidetes N increased bacterial diversity in feces of [201]

Proteobacteria N autistic children compared to controls

Actinobacteria Y

Firmicutes ¥

Obesity

Bacteroidetes ¥ significant changes in gut microbiota are [202, 203]

Lactobacillus associated with increasing obesity

Firmicutes/Bacteroidetes ratio ¥ [202]

Methanobrevibacter smithii \ [204]

Anorexia

Methanobrevibacter smithii N Bacteroidetes, Firmicutes, and [203, 205]
Lactobacillus similar to lean patients,
though M. smithii significantly increased

IBD-Crohn’s Disease

Bacteroides ovatus N less diversity in patients with Crohn’s [206]

Bacteroides vulgatus M disease compared to healthy patients

Bacteroides uniformis

IBD (General)

Bacteroidetes Vv IBD associated with overall community [207, 208]

Lachnospiraceae dysbiosis rather than single causal

Actinobacteria N bacterial species

Proteobacteria N

Clostridium leptum

Clostridium coccoides Vv

Faecalibacterium prasnitzii N

Firmicutes/Bacteroidetes ratio ¥

Bifidobacteria \

Type 2 Diabetes

Firmicutes ¥ shifts in gut microbiota associated with [209]

Clostridia Y
Bacteroides-Prevotella N\ versus

Clostridia coccoides-Eubacterium

rectale ¥
Betaproteobacteria ™
Bacteroidetes/Firmicutes ratio M

increases in plasma glucose
concentrations

®Changes relative to healthy subjects. Increase: . Decrease: V.
°References are exemplary rather than exhaustive and focus on studies that compare healthy versus diseased individuals.
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[210]. Une diminution significative des bifidobactéries et autres genres
bactériens et a l'inverse, la prolifération d’Enterococcus faecalis, chez des patients
hospitalisés et traités avec un cocktail d’antibiotiques a été montré [173]. Dans une
revue bibliographique, les effets a long terme d’'un traitement antibiotique ont été
décrits, et la conclusion globale est la diminution de la diversité bactérienne [211]. La
chimiothérapie s’est également révelée capable de modifier le microbiote intestinal

notamment en réduisant le nombre total de bactéries [212].

3.1.3 Le stress

Un stress psychologique peut altérer l'intégrité de la flore endogéne
pendant plusieurs jours [213]. Des personnes en réponse a la colére ou a des
situations effrayantes présentent une augmentation de 20 a 30% de la proportion de
Bacteroides thetaiotaomicron dans leurs selles. Lorsque ces situations sont résolues,
la concentration de ces micro-organismes dans les féeces revient a des niveaux
normaux [214]. Le stress peut induire a une diminution significative des bactéries
bénéfiques comme les lactobacilles et les bifidobactéries et a une augmentation des
E. coli. Ces changements sont causés par la production en situation de stress de la
noradrénaline qui favorise la croissance des micro-organismes gram-négatifs ou par

des changements dans la motilité de I'intestin et de ses sécrétions [215].

3.2 Conséquences

Le microbiote intestinal développe un certain nombre de fonctions non
négligeables dans le maintien de la santé de I'h6te qui peuvent étre compromises
lorsque la microflore est considérablement modifiée. Certaines maladies comme
I'obésite, le diabéte de type 1 et de type 2, le syndrome du célon irritable, le cancer
du cblon, les maladies inflammatoires de l'intestin sont associées a des déséquilibres
de certains groupes bactériens du microbiote intestinal (tableau 8) [216-222]. Ces
changements sont des symptémes de la maladie ou alors des facteurs contributifs au
développement de la maladie.

95



Le Microbiote Intestinal

3.2.1 Obésité

L'obésité est un probléme de santé majeur étroitement liée au
microbiote [223]. Ley et ses collaborateurs (2005) ont montré, chez des rats obeses,
que le rapport entre les phylums dominants dans l'intestin est modifié de fagon
significative avec la réduction du nombre de Bacteroidetes et a linverse, une
augmentation du nombre de Firmicutes [202]. La méme observation a été observée

chez les individus sous régime amaigrissant [223].

3.2.2 Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI)

Les MICI regroupent la maladie de Crohn et la recto-colite
hémorragique. Elles se caractérisent toutes les deux par une inflammation de la paroi
d’'une partie du tube digestif. La maladie de Crohn est une maladie gastro-intestinale
chronique avec une étiologie inconnue [224]. Le microbiote intestinal est fortement
soupconné de jouer un réle dans le lancement et le déclenchement de l'inflammation
[225]. En utilisant une approche de métagénomique, il a été observé une diminution
globale de la biodiversité de la flore fécale chez les patients atteints de cette maladie
[226]. Chez ces patients, la diversité génétique des Firmicutes était réduite, et
concernait plus particulierement le groupe Clostridium leptum. Par ailleurs, I'analyse
par FISH combinée avec la cytométrie de flux a montré une réduction quantitative
significative dans le groupe C. leptum chez les patients comparativement aux sujets
sains [226, 227]. La bactérie Faecalibacterium prausnitzii est responsable d'une large
part de ce déficit [175, 228]. Cette bactérie posséde d'importantes propriétés anti-
inflammatoires associée aux métabolites qu’elle sécréte. L'administration de F.
prausnitzii ou des molécules qu'elle sécréte réduit Il'inflammation intestinale et
améliore nettement la survie d’'un modéle animal de souris qui mime les effets de la
maladie de Crohn humaine [229]. Bacteroides fragilis protége les animaux contre la
colite expérimentale induite par Helicobacter hepaticus, une bactérie commensale

avec un potentiel pathogéne [230].

56



Le Microbiote Intestinal

4 Conclusion

Le MIH est un écosystéme complexe (10" bactéries/g) qui remplit des fonctions
associées au bien étre de ’lHomme. Sa grande diversité lui permet d’assurer un large
panel de missions essentielles allant du métabolisme a la protection contre les
pathogenes. Une modification de I'équilibre de la composition du microbiote peut
provoquer des effets indésirables pour 'héte et ce déséquilibre peut étre associé a

des états pathologiques.

Les techniques d’analyses utilisées pour caractériser I'abondance et/ou la
diversité de cet écosystéme sont trés performantes mais ne sont pas validées par la
mesure de critéres adéquats. Pour notre étude, la PCR quantitative a été retenue
pour sa LOQ basse, sa rapidité, sa capacité a pouvoir cibler plusieurs groupes

bactériens et son co(t raisonnable.
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Parmi 'ensemble des mycotoxines produites par Fusarium, le DON est un des
contaminants les plus fréquemment retrouvé et le plus largement répandu a travers
le monde dans les cultures céréalieres et les denrées alimentaires. Le risque
toxicologique associé a une exposition au déoxynivalénol est bien caractérisé. Mais
malgré les efforts de recherche pour caractériser les multiples aspects de I'impact
d’'une contamination par le DON, il y a une insuffisance d’'un point de vue
bactériologique. En effet, alors que de nombreuses observations montrent la
présence du DON dans le tractus intestinal et I'existence d’interactions entre le DON
et les bactéries, les questions concernant son impact sur le MIH n’ont été que trés

peu abordées.

Connaissant i) la prévalence du DON dans la contamination des denrées
alimentaires, ii) le risque d’exposition du MIH aux contaminants alimentaires y
compris le DON, iii) le r6le du MIH dans le maintien de la santé chez 'Homme, et iv)
les interactions existantes entre le DON et les bactéries, I'Agence Nationale de
Sécurité Sanitaire (Anses), dans le cadre de sa mission de protection du
consommateur, a souhaité évaluer l'impact d'une contamination alimentaire au DON

sur le microbiote intestinal humain.

Les questions suivantes ont été plus particulierement examinées au cours de cette

thése :

1) Comment garantir la fiabilité de nos résultats ?

- Pour cela, nous avons réalisé une validation méthodique et rigoureuse de
toutes les méthodes analytiques développées et utilisées au cours de cette thése
(analyses physicochimiques du DON, analyses moléculaires du microbiote
intestinal), fondée sur une analyse statistique d'un certain nombre de critéres
(exactitude (justesse+fidélité), linéarité, LOQ...). Pratiquée en routine pour les
analyses physicochimiques, l'approche de validation en biologie moléculaire

présente un caractére innovant et a donc fait I'objet d’'une publication (article 2).

2) Comment se distribue le DON dans l'organisme, une fois ingéré, et a

quelle concentration est exposé le MIH ?
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- Pour répondre a cette question, nous avons réalisé des études de cinétique
du DON chez le porc (modele physiologique qui se rapproche le plus de ’'Homme) et
chez le rat (modéle utilisé en toxicologie et pour notre étude d’'impact) afin de définir
les parameétres cinétiques (article 1). Ces parameétres nous ont permis d’estimer le
niveau d’exposition des bactéries intestinales et afin de corroborer ces estimations, la

présence de DON dans les féces a également été quantifiée.

3) Le DON a-t-il un effet sur le microbiote intestinal humain et quelles

bactéries du microbiote intestinal pourraient étre influencées par la présence

du DON ? Est-ce que la NOAEL établie lors de I'étude in vivo de toxicologie

est également sans effet sur le microbiote intestinal ? Est ce que la variabilité

individuelle de composition du microbiote intestinal humain peut influencer les
effets du DON ?

- Pour cela, nous avons réalisé une étude d’impact du DON sur un modéle de
rats a flore humanisée issue de différents donneurs en utilisant la NOAEL de 100
Mg/kg de poids corporel. Les concentrations des populations bactériennes
dominantes et sous dominantes du microbiote intestinal ont été évaluées par PCR en
temps réel dans les féces des rats traités par gavage avec du DON. L’article 3

résume cette étude.

Dans ce contexte, cette thése a permis de compléter les connaissances des
risques sur la santé humaine associés a I'exposition aux mycotoxines et d’améliorer

les outils d'analyses d’impact de contaminants sur le microbiote intestinal humain.
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ARTICLE 1

Evaluation de la biodisponibilité orale absolue du
déoxynivalénol chez le porc et chez le rat.

Manuel J. Saint-Cyr, Agnés Perrin-Guyomard, Jacqueline Manceau, Jean-Guy Rolland, Michel
Laurentie.

TOXICOLOGY LETTERS

(a soumettre)
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Contexte

Le déoxynivalénol (DON) est I'une des mycotoxines les plus répandues dans les
cultures céréaliéres a travers le monde. En raison de ses propriétés toxiques, de sa
grande stabilité et de sa prévalence, la présence de DON dans la chaine alimentaire
représente une menace importante pour la sécurité alimentaire et donc un risque
sanitaire pour 'Homme et les animaux. Ce risque a été caractérisé par des études
toxicologiques et une dose toxicologique sans effet (NOAEL) a été établie a 100
Mg/kg de poids corporel (pc) basée sur une diminution du gain de poids rapportée
dans une étude d'alimentation de 2 ans chez la souris. En dépit de ses effets
toxicologiques bien connus et des données épidémiologiques bien établies, les
informations concernant la pharmacocinétique du DON sont plus limitées. En outre,
la biodisponibilité, un paramétre principal en cinétique, a été rarement définie alors
que le DON est un contaminant alimentaire ingéré par voie orale. De plus, les
parameétres cinétiques du DON demeurent incertains en raison du manque de
données valides dans la littérature. Le but de cette étude était d'évaluer la cinétique
du DON chez 2 modéles animaux (porc et rat) aprés administration intraveineuse (V)
et orale a la NOAEL (100 pg/kg).

Méthodologie/Principaux résultats

Des approches compartimentales et non compartimentales ont été utilisées pour
déterminer les paramétres cinétiques chez 7 porcs et 21 rats. Cent pg/kg de poids
corporel de DON ont été administrés aux animaux par voie intraveineuse et par
gavage. Chez le porc, les expérimentations animales ont été menées en cross-over
avec une période de wash-out d'une semaine. Les échantillons de sang ont été
prélevés sur chaque animal, pour le porc alors que chez le rat, en raison du volume
sanguin réduit pouvant étre récupéré, chaque animal a été prélevé une fois et trois
animaux ont été utilisés par échéance de prélévement. Les échantillons sanguins ont

été centrifugés et le plasma stocké a -20°C jusqu’a analyse par HPLC-UV.

Aprés administration intraveineuse de DON, le profil de concentration de DON

dans le plasma de porc a été décrit par un modéle a deux compartiments avec une
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distribution initiale rapide (0.030 £ 0.019 h), suivie d'une phase d'élimination
terminale plus lente (1.53 £ 0.54 h) et une clairance plasmatique rapide (0.42 + 0.17
I’kg h). Chez le rat, une courte demi-vie (0.46 h) et une clairance élevée 2.59 I/kg h
ont été estimées par une analyse non compartimentale. Aprés une exposition orale,
le DON a été rapidement absorbé et les concentrations plasmatiques maximales
(Cmax) 42.07 + 8.48 et 10.44 + 5.87 ug/l ont été atteintes aprés (tmax) 1.44 + 0.52 et
0.17 h chez les porcs et les rats respectivement. La biodisponibilité (F) du DON a été
estimée a 70.52 + 25.58% chez le porc et a 47.32% chez le rat.

Conclusions/importance

Dans le cadre de I'évaluation du risque associé au DON, les deux modeéles
animaux étudiés pourraient étre utiles, de maniére différente, dans des scénari précis
d’exposition. D’'une part, les porcs, avec une biodisponibilité élevée, pourraient étre
considérés comme un modéle expérimental de choix pour les études toxicologiques
tandis que les rats, avec une biodisponibilit¢é plus faible, pourraient étre

recommandés pour étudier I'impact du DON sur le microbiote intestinal.
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Assessment of deoxynivalenol absolute oral bioavailability
in pigs and rats.

Manuel J. Saint-Cyr', Agnés Perrin-Guyomard', Jacqueline Manceau?, Jean-Guy
Rolland?, Michel Laurentie?

' Anses, Fougéres Laboratory, Antibiotics, Biocides, Residues and Resistance Unit,
Fougeéres, France

2 Anses, Fougéres Laboratory, Scientific Support Unit, Fougéres, France
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Abstract

Due to its toxic properties, high stability and prevalence, the presence of
deoxynivalenol (DON) in the food chain represents an important threat to food safety
and therefore represents a health risk for both humans and animals. But information
on kinetics are limited. In this study, experiments were carried out with 7 female pigs
and 21 female rats to examine the kinetics of deoxynivalenol (DON) after intravenous
and oral administration at the NOAEL of 100 ug/kg. Both compartmental and non-

compartmental approaches were used to determine the kinetic parameters.

After intravenous (IV) DON administration, concentration profile of DON in pig plasma
was fitted by a two-compartment model with a rapid initial distribution (0.030 + 0.019
h), followed by a slower terminal elimination phase (1.53 + 0.54 h) and a rapid
plasma clearance (0.42 + 0.17 I/kg h). In rats, a short elimination half-life (0.46 h) and
a high clearance of 2.59 I/kg/h were estimated by a sparse sampling non
compartmental analysis. Following oral exposure DON was rapidly absorbed and
reached maximal plasma concentrations (Cmax) of 42.07 + 8.48 and 10.44 + 5.87 ug/I
plasma after (tmax) 1.44 £ 0.52 and 0.17 h in pigs and rats. The mean bioavailability
(F) of DON was 70.52 + 25.58% for pigs and 47.32% for rats.

From our findings, in the framework of risk assessment of DON, the two animal
models could be useful in scenario of high exposure in two different ways. Pigs with
their high bioavailability could be considered as a best experimental model for
toxicological studies while rats with their lower bioavailability could be recommended

to study impact of DON on intestinal microbiota.
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1. Introduction

Deoxynivalenol (DON) is a mycotoxin of the trichothecene family which is a fungal
secondary metabolite. Produced by the species Fusarium, it is one of the most
prevalent mycotoxins present in cereal crops worldwide, and the most frequently
occurring type B trichothecene in Europe. A large scale data survey indicated that
DON is present in 57% of food samples collected in the European Union (Schothorst
and van Egmond, 2004). Epidemiological studies linking DON exposure to adverse
health outcomes in humans have been reported in China, India, Japan and Korea
(Bhat et al., 1989; Luo, 1988; Ramakrishna et al., 1989). Human gastroenteritis with
nausea, diarrhea and vomiting are the main symptoms linked to Fusarium-
contaminated foods. In addition to the symptoms described in humans, DON toxicity
in animals is reflected by feed refusal and consequently growth retardation (Pestka,
2007). At the cellular level, DON is has been shown to inhibit protein synthesis and to
modulate immune responses (Pestka, 2010). Due to its toxic properties, high stability
and prevalence, the presence of DON in the food chain represents an important
threat to food safety and therefore represents a health risk for both humans and
animals (CAST, 2003). This risk was characterized by toxicological, epidemiological
and kinetic studies reviewed by Petska (Pestka, 2007). A No Observable Adverse
Effect Level (NOAEL) has been established at 100 ug/kg of body weight (bw) based
on a decrease body weight gain reported in a 2-year feeding study in mice (Ilverson et
al., 1995).

Despite its well-known toxicological effects and well-established epidemiological
data, information on pharmacokinetic of DON are more limited whereas knowledge of
the kinetic parameters of a toxic agent like DON is essential to evaluate animal and
human health risks. In addition, bioavailability, a main parameter was rarely defined
whereas DON is a food contaminant ingested orally. In addition, the few kinetics
study that are available focused on farm animals such as chickens, pigs or sheeps
(Goyarts and Danicke, 2006; Osselaere et al., 2013; Prelusky et al., 1990; Prelusky
et al., 1988b; Prelusky et al., 1985) whereas toxicological studies focused on rodents
(Pestka et al., 2008) that enables to link dose and effects. Furthermore, two points
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make that parameters defined were potentially unreliable, firstly the use of data below
the limit of quantification to perform kinetic analysis, and secondly inadequate
process to estimate kinetic parameters by misuse of the mean and kinetic classical

approach on sparse sampling.

The aim of this study was to assess DON kinetic in 2 animal models after intravenous
(IV) and oral gavage administration at NOAEL dose. On one hand, we used pigs
because they have vascular anatomy and physiology similar to humans, and, on the
other hand, we used rats, because they are classically used to perform toxicological
studies. The obtained parameters may contribute to improve the knowledge on DON

kinetic at no observable adverse effect level.
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2. Material and methods

2.1 Animals

All animal procedures were carried out in strict accordance with the
recommendations of the French Ministry of Agriculture. The protocol was approved
by Anses’s Committee for Ethical Standards and performed in our approved animal
breeding facility (Permit Number: D35-137-26).

Female Sprague-Dawley rats catheterized in the jugular vein were obtained from the
breeding facility of Janvier Labs (Saint Berthevin, France). Pelleted feed free of
mycotoxins-contamination (SAFE, Scientific Animal Food and Engineering, Augy,
France) and water were provided ad libitum. Twenty one catheterized rats (8 weeks
old, 120-150 g bw) were housed per 3 in polycarbonate cages. Female pigs Large
White Landrace Pietrain, were obtained from the breeding facility of the Institut
National de la Recherche Agronomique (INRA, Saint-Gilles, France). Pelleted feed
free of mycotoxins-contamination (Cooperl Arc Atlantique, Vitré, France), were
distributed twice daily in two equal meals (600 g) while water was provided ad libitum.
Seven pigs (26-28 kg bw) were housed individually. Animals were acclimatized for

one week.

2.2 Surgery

To facilitate the blood collection, the pigs were cannulated at the jugular vein. The
surgery was performed under sterile conditions. The pigs were pre-anesthetized by
an intramuscular application of a mix of xylazin (1 ml/kg bw) (Rompun 2%, 20 mg/ml,
Bayer HealthCare, Monheim, Germany) and ketamin (1 ml/kg bw) (Imalgéne 1000,
50 mg/ml, Merial, Lyon, France). Pre-anaesthetized pigs received 0.04 mi/kg bw of
atropin  (atropine sulfate aguettant, 1 mg/ml, Aguettant, Lyon, France)
subcutaneously. Endotracheal intubation was performed (2 mm diameter) and the

tube connected to a large animal anesthetic circle system equipped with a
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mechanical ventilator (Parker Hannifin, Contamine-sur-Arve, France). The anesthesia
was maintained by administration of isofluran (Aerrane, Baxter S.A., Maurepas,
France) in pure oxygen (2 |/min) during the surgery. Then, two sterile catheters one
used for blood samples collection (1.02 mm x 2.16 mm, 80 cm, No. 28-0148) and
one for DON administration (0.76 mm x 1.65 mm, 80 cm, No. 28-0147) were
purchased from VWR (Strasbourg, France). They were used for cannulation of the
jugular vein. The catheters were fixed with ligatures in the jugular vein and tunneled
subcutaneously, exteriorized dorsally in the neck and fixed at the skin. Heparinized
physiological saline solution (B. Braun Avitum, Gradignan, France) was used to
maintain patency of the catheters. Animals were allowed to recover for at least 3

days before the kinetic study was initiated.

2.3 Chemicals, products and reagents

Deoxynivalenol was purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France)
and dissolved in acetonitriie HPLC grade (Sigma-Aldrich) at 1 mg/ml. This solution
was stored for a maximum of 1 year at -18°C according to the manufacturer’s
instructions. The administration solutions used in the kinetic studies were diluted in
physiological saline solution (B. Braun Avitum) the day of the experiment. Methanol
(analytical reagent grade) was purchased from Fisher Scientific (lllkirch, France).
Oasis® HLB 30 mg and Sep-Pak® C18 100mg cartridges were obtained from Waters
(St Quentin-en-Yvelines, France). Mycosep 227 Trich + columns were purchased
from Romer Labs® Diagnostic (Tulln, Austria). Millex-HV syringue filter, PVDF,

0.45um came from Millipore (Molsheim, France).

2.4 Study design

2.4.1 Pigs

The animal experiments were performed in a two-way cross-over design and
solutions of DON was administered at 100 ug/kg bw intravenously (1V) or orally (PO).

In brief, four animals received an oral bolus and three animals received the
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mycotoxin intravenously. After a wash-out period of one week, the animals that
previously received an oral bolus, received an intravenous bolus and vice versa.
Blood samples were collected on each pig before and at 1 min, 2 min, 4 min, 8 min,
15 min, 30 min, 1 h, 2h, 3 h,4 h, 6 h, 8 h, 10 h and 24 h after IV administration and
before and at 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h, 10 h and 24 h
after oral administration in heparinized tubes (10 Ul of heparin per ml). In order to
evaluation the accumulation of DON, subchronic DON exposure (100 pg/kg bw) was
performed with DON contaminated diets for 3 days. Blood samples were collected on
each pig on day 1 before and at 5 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h, 10 h,
24 h,onday2at15min,1h,2h,4h,6 het24 handonday 3 at15 min,1h,2h, 3
h,4 h, 6 h, 10 h, 24 h and 48 h after administration. Fecal samples were collected 6 h
after DON administration during 3 days.

The blood samples (approximately 5 ml) collected were centrifuged (3000 g for 10

min) and the plasma stored at -20°C until analysis.

2.4.2 Rats

As a reduced volume of blood can be collected in rodents compared to pigs, kinetic
study was carried out according to a sparse sampling protocol, in which each rat was
sampled only once. Three animals were sampled per time point. Administration
solution of DON was administered at the dose of 100 pug/kg bw intravenously (1V) and
orally (PO) after a wash-out period of one week. Blood samples were collected at 0
min, 1 min, 4 min, 8 min, 30 min, 1 h, 3 h, 6 h after IV administration, and at 0 min, 10
min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 6 h after oral administration in heparinized tubes (10 Ul of
heparin per ml). The blood samples (approximately 1 ml) collected were centrifuged

(3000 g for 10 min) and the plasma stored at -20°C until analysis.
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2.5 Determination of DON concentration

2.5.1 Plasma analysis

Plasma samples were analyzed for DON by a validated in house high performance

liquid chromatography (HPLC) with ultraviolet detection (UV) method.

2.5.1.1 Sample preparation
For pig plasma, 0.5 ml of sample was directly applied on SPE Oasis® HLB cartridge.

The column was washed once with 1 ml of water, following by another step wash with
0.5 ml of water/methanol (80/20, v/v). After the cartridge was dried, DON was eluted
using 0.5 ml of acetonitrile. The eluate was evaporated using a gentle nitrogen (N2)
stream (~45°C). The dry residue was reconstituted in 0.25 ml of ultra-pure water

(Milli-Q system, Millipore, Molsheim, France).

For rat plasma, proteins were at first precipitated by addition of 2 volumes of a
mixture water/methanol (80/20, v/v) to 1 volume of plasma. The samples were stored
for 15 min at +4°C, followed by a centrifugation step (3000 g for 10 min). Then, the
supernatant was applied on SPE cartridge and prepared as described previously for

pig plasma.

After vortex mixing, samples were transferred to autosampler vials and injected onto
the HPLC instrument.

2.5.1.2 Chromatographic conditions

The HPLC system consisted on an Agilent technologies series 1100 (Les Ulis,
France), equipped with a diode array detector. Chromatographic separation was
achieved on a Lichrospher® 100 RP-18 endcapped (5 pm) column (125 x 4 mm)
(Merck Millipore, Molsheim, France) with a detection set at 219 nm. The mobile
phase consisted on a linear gradient of water (A) and acetonitrile (B).The proportion

of B increased from 2% (0 min) to 15% (3 min) ,was steady to 7.5 min, then column
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was re-equilibrated for 5 min with initial conditions. All separations were carried out at

25°C applying a flow-rate of 0.8 ml/min.

2.5.2 Feces analysis

Fecal samples were analyzed by a liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) method.

2.5.2.1 Sample preparation

For pig feces, DON was extracted by adding 1 ml of water and 8.4 ml of acetonitrile
to 1 g of sample. After rotative stirring (15 min) and centrifugation (5000 g for 10 min),
the supernatant was purified on Mycosep column according to the manufacturer’s
instructions. Then, 2 ml was evaporated under nitrogen stream (~45°C). Dry residue
was reconstituted in 0.2 ml of ultra-pure water and filtered on Millex® before injected
in LC instrument.

For rat feces, 5 ml of water was added to 0.5 g of sample. After rotative stirring (15
min) and centrifugation (20000G for 10 min), the supernatant was purified on C4g
Sep-Pack cartridge. After washing by 2 ml of water, DON was eluted with 1 ml of
acetonitrile. The residue was evaporated under nitrogen stream, then dissolved in 0.2

ml of water and filtered with Millex before injection in LC instrument.

2.5.2.2 Chromatographic conditions

Liquid chromatography analysis was performed using a Ultimate 3000 LC
(Thermoscientific Villebon-sur-Yvette, France). DON was separated using a Zorbax
Eclipse XDB C8 column (150 x 2 mm, 5um particle size) at a flow-rate of 0.2 ml/min.
Ten microliters was injected. The mobile phase consisted on a linear gradient of
acetic acid 0.1% and acetonitrile. The proportion of acetonitrile increased from 2% (0
min) to 50% (5 min), and then the column was re-equilibrated for 5 min with initial

conditions. The retention time of the analyte was 4.9 min.

The HPLC system was coupled to a Triple Stage Quadrupole (TSQ) Vantage mass

spectrometer (Thermoscientific) with electrospray ionization (ESI) source set in
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negative mode. Two SRM transition (m/z) were monitored for DON ie. m/z [M +
CH3C0O0]'=355.05>295.10 and 355.05>265.10. The following settings were used: ion
spray voltage 3500 V, collision energy 10 eV, vaporizer temperature 300°C, tube lens
voltage at 60 V, sheath and auxiliary gas pressure 40 and 35 psi, respectively.

Software used for the system control and data processing was XCalibur v2.1.

2.5.3 In-house method validation

The method was validated using an approach based on accuracy profiles. The
validation data were processed by e-noval V3 (Arlenda, Liege, Belgium) Accuracy is
composed of trueness and precision. Trueness is expressed in term of recoveries
and the mean recovery of the method was 90.5% in pig plasma and 97.9% in rat
plasma. Precision is evaluated by repeatability and intermediate precision at each
concentration level. Repeatability and intermediate precision values are acceptable
for the field of pharmacokinetic studies since they are distributed between 3.3 and
7.6% for pig plasma and between 1.8 and 11.1% for rat plasma.

The dosing range to determine the upper and lower limits of quantification was
between 5 and 250 ug/l for pig plasma and between 5-100 pg/l for rat plasma. Limits
of quantification (LOQs) of DON were established at 6.7-247.5 pg/l and 5.2-99 ug/l in
pig and rat plasma respectively.

For pig feces, the dosing range used was 10 to 500 ng/g and defined lowest and
highest limits of quantification (LOQs). The mean recovery of the method was
97.92% and 88.75% for mass transition 1 (295) and 2 (265) respectively.
Repeatability and intermediate precision values were ranged from 2.0% to 5.4% for

transition 1 and 0.7% to 3.8% for transition 2.

2.6 Kinetic analysis

For all the studies involved, concentrations under LOQ were not retained for

calculations. Both compartmental and non-compartmental approaches were used to
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determine the kinetic parameters. All kinetic analyses were performed with the
software Phoenix WinNonlin 6.3 (Certara, Saint Louis, USA).

2.6.1 Compartmental analysis

For pigs, two- and three-compartment models were tested for the intravenous route,
whereas mono- and bi-compartment models (with and without lag time) were
compared for oral administration. Models comparison and evaluation were
accomplished through application of the Akaike’s Information Criterion (Yamaoka et
al., 1978).

2.6.2 Non Compartmental Analysis (NCA)

The total area under the plasma-time curve (AUC) for DON was determined by using
the linear trapezoidal rule with extrapolation to infinity. The extrapolation AUC jast-inf)

was performed using the following equation:

AUCqast—infy = Cﬁj:t (1)
where Cj,4 is the last observed plasma concentration and 4;, the slope of the terminal
phase. The terminal slope was estimated from the linear part of the terminal phase by
at least three points and was accepted for a coefficient of determination (r?> >0.95).
The Mean Residence Time (MRT) was calculated using the linear trapezoidal rule
between 0 and Cjs or with extrapolation to infinity. Clearance and Vg i.e. the volume

of distribution at steady state were also estimated.

For p.o. administration the observed maximum concentration (Cnax) and the
corresponding time (tnmax) were obtained from the concentration-time profile and
compared to those obtained in compartmental analysis. Bioavailability factor was
defined according to the formula:

_ (AUQ)po.x(DosE€)iy,

F= (AUC)jp x(Dose)p.o.

X 100 (2)
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where AUC,,. o iv. represents the area under concentration-time curve 0 to the last
quantifiable concentration (AUC,sst) or 0 to infinity (AUC,\g) after oral or intravenous
administration of DON. Dose,,. or iv. represents actual dose administered by oral or

intravenous route.

For rats, a sparse data analysis was performed because we have only one point per
animal and three animals by time points. In this kind of study it was not possible to
distinguish inter-individual from intra-individual variability and consequently the
present analysis focused on mean parameters and not on the inter-individual

variability.

2.6.3 Deconvolution analysis
To assess the absolute bioavailability and the in vivo input rate of DON, a
deconvolution analysis was performed. This tools was largely used for assess the
gastrointestinal absorption of drug in pigs (Larsen et al., 1992) or to evaluate the
secretory profile of hormone (Laurentie 1990). Briefly, deconvolution allows
estimating the drug input rate over time using the unit impulse response function

(UIR) by a convolution equation:

c(®) = [ f(t —wWeaWdu = f(t) * ca(t) (3)

where * denotes the convolution operator, f(t) is the UIR i.e. the disposition function

and c;(t) is the drug input rate.

By deconvolving c(t) with f(t), an in vivo input rate of the DON can be determined.
The disposition function was obtained from the pharmacokinetic parameters of DON

after IV administration.

2.7 Statistical analysis

Pharmacokinetic parameters are expressed as arithmetic mean and its standard

deviation except for half-lives where harmonic mean and its standard deviation were
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calculated (Lam et al., 1985). Comparison of pharmacokinetic parameters between
rats and pigs (AUC, Cnax), after IV and oral administration (half-life of elimination)
was performed by a t test or with a non-parametric test (Mann-Whitney test) when the
variance are not homogeneous. For bioavailability obtained from compartmental,
non-compartmental approach and deconvolution, a Levene’s test was used to verify
the homogeneity of variance following by a one way ANOVA. A level of significance
of 0.05 was retained. All statistics were carried out using SYSTAT V.13 (Systat
Software, Chicago, USA).

77



Article 1

3. Results

3.1 Clinical signs

Deoxynivalenol was tolerated by all animals, however, a difference in manifestation
of side-effects was evident when compared species or ways of administration. All
pigs administered 100 pg DON/kg bw intravenously showed signs of acute DON
toxicosis, like salivation, retching and emesis within a few minutes (8-15 min). In
contrast, no signs of toxicity were observed in pigs following an oral administration or

in rats irrespective of the route of administration at the same dose.

3.2 Concentration profile after IV administration of DON

Following intravenous dosing, based on the Akaike’s information criterion the
concentration profile of DON in pig plasma was fitted by a two-compartment model

(Fig. 1) described by a bi-exponential equation:
C(t) = Ae™% 4 Be~Ft (4)

where C(t) is the DON concentration at time t; A and B the extrapolated values to
time 0 of the first and second phases of DON concentration disposition and a, 3 are
the rate constant of distribution and elimination phases respectively. From equation
4, kinetic parameters were calculated and reported in table 1. Initial distribution was
rapid with a mean half-life (ti,a) of 0.030 £ 0.019 h, followed by a slower terminal
elimination phase (t1,28) of 1.53 £ 0.54 h (table 1). The plasma clearance (Cl) of DON
was rapid (0.42 £ 0.17 I/kg h in mean) (table 1). The volume of distribution at the
steady state was equal to 0.88 + 0.17 I/kg.

The NCA (table 2) confirmed the results obtained from the compartmental analysis
for the different estimated parameters. No statistical differences were observed
between parameters. MRT was estimated to 2.24 + 1.15 h.
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In rats, we assess the kinetic parameters of DON after IV administration by sparse
sampling NCA. Results obtained are presented in table 2 and time course evolution
of mean DON concentrations in plasma is illustrated in Fig.2. A short elimination half-
life (0.46 h), a high clearance of 2.59 I/kg/h and Vss of 1.5 I/kg were estimated. The
MRT was also short with values of 0.32 h to 0.58 h for MRT;st and MRTiy
respectively. It was also observed that extrapolated area has a high contribution
(20%) to the total area (AUCn).

3.3 Concentration profile after oral administration of DON

After oral administration of DON, the plasma concentration vs time curves in pigs
were best described by a one-compartment model with first order absorption and
elimination without lag time (Fig.3) based on the following equation:

FDKy,
V(Ko1—K10)

C(t) = [e—K1o(t) — e—K01(t)] (5)

where F is the bioavailability, D the dose; Ky the rate of absorption, V the apparent
volume of distribution and Ko the rate of elimination. Kinetic parameters obtained

from the equation 5 are presented in table 3.

The mean half-life of the elimination phase was established to 2.47 + 1.32 h. No
statistical difference was found between the elimination phase obtained by IV or oral
routes. Peak concentration (Cmax) of 23.97-51.31 pg/l plasma were reached (tmax)
between 0.30 and 2.60 h (table 2). MRT was 5.59 + 4.01 h suggesting a short
presence in body and consequently a rapid absorption. The mean half-life of

absorption (0.19 £ 0.38 h) and the tyax value confirmed that absorption was very fast.

Table 4 shows a general overview of the mean bioavailability estimated by
compartmental, non-compartmental and deconvolution analysis. For pigs, from
parameters obtained after modeling the concentration profile the bioavailability was
estimated to 84.44 + 33.98%. From NCA analysis the bioavailability was estimated to
83.99 + 48.59%. For gavage, the AUC extrapolated between the last point and the
infinity to estimate the total AUC (AUC\f) had a contribution higher than 10% (table
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2). Consequently, we have also calculated the AUC between 0 to the last point
(AUCast). With this parameter the bioavailability was estimated to 58.33 + 25.64%.
From deconvolution analysis, the absolute bioavailability was estimated to 70.52 +
25.58%. No statistical difference was observed for bioavailability obtained by

modeling, NCA or deconvolution analysis.

Presence of double peaks on all DON plasma concentrations curve of pigs at the
beginning of kinetic after oral administration suggested non-continuous absorption
phases in all pigs. Deconvolution analysis confirmed the presence of double
absorption as presented in Fig. 4 and reported in table 5. The first absorption phase
had duration of 0.32 + 0.12 h and represented close to 25% of the global absorption
(71%). The second absorption phase was more important (46%) and 10 fold longer
(4.61 £1.56 h).

Pig plasma concentrations of DON obtained from the subchronic DON exposure with
contaminated diets were below the LOQ of the method. In addition, DON was not

detected in the fecal samples analyzed.

For rats, the extrapolated part of AUC\\se was large for gavage (70%), hence,
bioavailability was calculated with AUC,st. The value was 14.63 + 4.45 ug h/l and the
corresponding bioavailability was estimated at 47.32% ranged 45.07 %to 49.16 %,
interval obtained from confidence interval of AUC.st. Peak concentrations (Cnax) of
10.44 + 3.39 pg/l of DON were reached (tmax) at 0.17 h indicating a rapid absorption.
MRT st was established at 0.95 h.
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4. Discussion

This study assessed DON kinetic in 2 animal models after intravenous (IV) and oral

gavage administration at NOEL dose.

Ours clinical observations were in accordance with Petska et al. (1987) who reported
that 50 ug/kg live weight of DON was the minimum effective dose that provoked
emesis in pigs (Pestka et al., 1987). Only IV administration route provokes emesis,
this is due to a rapid distribution and high concentration in brain with a central action
of different main neurotransmitters as noradrenaline, dopamine or serotonin (Goyarts
and Danicke, 2006; Prelusky and Trenholm, 1993).

For the kinetic study, we only focused on plasma DON concentrations because the
metabolites of DON in pigs and rats are minimal compared to parent molecule. After
IV administration of DON in pigs, Prelusky et al. (1988) adapted a two- and a three-
compartment model whereas Goyarts and Danicke (2006) described a two-
compartment as we shown in the current study (Goyarts and Danicke, 2006; Prelusky
et al., 1988a). It could be suggested that the fitting model depends on the frequency
of blood sampling during the initial minutes after dosing as well as the performance of
the analytical methods in particular the limit of quantification. Prelusky et al. (1988)
analyzed the disappearance of radioactivity in plasma after application of *C-labeled
DON but revised this method because of the inaccuracy at low doses (Prelusky et al.,
1990). The kinetic parameters determined in our study indicated that DON was low
distributed and rapidly eliminated from plasma. These observations suggested that
there is no accumulation in tissues such as proposed by Prelusky et al. (1988)
(Prelusky et al., 1988b). However, the comparison with the results from previous

studies is not possible because the data used were not all above the LOQ.

In contrast to pigs, information on the IV kinetic parameters of DON in rats is scarce.
For rats, using a sparse sampling procedure, we observed a large contribution of the
extrapolated data on estimation of the kinetics parameters. Consequently, only the

parameters estimated between 0 and the last point above the LOQ were considered.
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Considering this point, the 2 animal species showed large differences as AUC st was

7 fold higher in pigs than in rats.

After oral administration in pigs, the elimination rate (2.47 h) is rather similar from the
elimination rate of IV administration (1.5 h). This result was not in accordance with
Goyarts and Danicke (2006). This could be explained by the difference in DON
administration route (diet vs. oral gavage) (Goyarts and Danicke, 2006). Furthermore,
means of half-lives should be calculated by harmonic mean as recommended by Lam
et al. (1985) (Lam et al.,, 1985) and not by classical arithmetic mean as used by
Goyarts and Danicke (2006). By using harmonic mean on Goyarts’ data, no
difference was observed. The absorption is very rapid (half-life close to 15 min) and
was in accordance with the rapid apparition (tmax 0.3 to 2.6 h) of peak plasma
concentration (Cnax) of DON, these results are in the same range as reported in the
literature. Following an intragastric application of 600 pg/kg of DON, Prelusky et al.
reported (1988) a peak concentration within 15-30 min with maximal plasma DON
concentration range from 63—-325 pg/l). In another kinetic study in pigs, Prelusky et
al. (1990) measured maximal DON concentrations (Cnax) of 367137 ug/l after
3.75+1.26 h (tmax) following an intragastric application of 1000 pg/kg of DON
(Prelusky et al., 1990).

For rats, DON was also rapidly absorbed with a maximal plasma concentration
reached at 0.17 h after oral administration. In mouse, Petska 2008 reported two-
compartment kinetics with an initial rapid clearance rate (21.6min), a Cpmax of 12 pg/mli
reached within 5-15 minutes following oral exposure to 25 mg/kg bw of DON. These
results are in agreement with our kinetic study of DON in rats. Rats exhibited a lower

Cmax than pigs (1:4) while the AUC,,st was 8 fold lower.

To our knowledge, it's the first study where a comparison of oral bioavailability of
DON was performed between two different animal models at the same dose. The
bioavailability of the DON seemed to be higher in pigs than in rats. However, in rats,
the absolute bioavailability value could not be considered because of the high part of
extrapolation in AUC\r calculation. Rats showed a low bioavailability estimated at
47%, suggesting that more than half of DON dose remained in intestine of rats. When

comparing to the bioavailability of DON in pigs calculated with AUC st (58%), this
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difference could involve an impact of DON on the intestinal microbiota higher in rats
than in pigs as it was reported in literature (Saint-Cyr et al., in press; Waché et al.,
2008)

The absolute bioavailability of DON in pigs (70%) estimated in this study were in
accordance with results from Prelusky et al. (1988) and Goyarts and Danicke (2006)
who found a bioavailability of 54.8+8.6% and 54.1+17.5% respectively (Goyarts and
Danicke, 2006; Prelusky et al., 1988b). As the determination of the absolute
bioavailability was done after modeling the data, values may be incorrectly estimated
because the model did not fit correctly the data. In particular, in our study, the
presence of the double peak was not taken in account. This hypothesis was
supported by the fact that the bioavailability reported by their authors are closer to
our value obtained from AUC,,s calculation than obtained from our deconvolution
analysis. This double peak was systematically observed during the absorption phase
for all pigs indicated that the absorption could start in the stomach or in the upper part
of the duodenum (first peak) as suggested by Goyarts et al and assumed by the
findings of Eriksen et al. and Danicke et al. (Danicke et al., 2004; Eriksen et al., 2003;
Goyarts and Danicke, 2006). A second larger portion of the dose has been passed
into the blood circulation (second peak). The presence of these non-continuous
biphasic absorption patterns could not have been related to a food effect because the
pigs were fed at least 4 h after the DON administration. Further studies are needed to
assess the clinical significance of these findings. In contrast, no double peak was
observed during the absorption phase in rat, it could be possibly due to the frequency

of blood sampling during the initial minutes after dosing.

From our findings, in the framework of risk assessment of DON, the two animal
models could be useful in scenario of high exposure in two different ways. In one
hand, pigs with their high bioavailability could be considered as a best experimental
model for toxicological studies than rats. On the other hand, rats with their lower
bioavailability could be recommended to study impact of DON on intestinal microbiota

considering a large part of the dose ingested remains in the intestine.

83



Article 1

In addition, the double peak of absorption observed could explain the capacity of
DON to induce emesis after an oral exposure. With rapid and large first peak

absorption, the minimum emetic plasma DON concentration can be reached.
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Table 1. Individual and mean pharmacokinetic parameters of DON estimated from a

two-compartment model in plasma of seven pigs following intravenous administration

of a single dose of 100 pg/kg.

Pa(rl"l‘::fst;”s 1 2 3 4 5 6 7 Mean SD
A (ugll) 2.41 2.57 1.53 2.14 1.48 4.76 2.68 2.51 1.10
B (ug/l) 1.19 1.46 0.99 0.62 1.03 1.00 1.15 1.06 0.26

a (Irh) 13.86 3087  21.86 8.16 2547 4885 1424 2333 1365
B (I/h) 0.35 0.52 0.38 0.43 0.47 0.74 0.27 0.45 0.15

AUC (ug hfl)  354.64 29011 26471  168.71 22492 14407 48064 27540  115.41
Tu0 (h) 0050 0022 0032 008 0027 0014 0049 0030  0.019
T.2B (h) 1.97 1.33 1.81 1.61 1.48 0.93 2.56 1.53 0.54
ClI (I’kg h) 0.28 0.34 0.38 0.59 0.44 0.69 0.22 0.42 0.17
MRT (h) 2.70 1.87 2.55 1.98 2.08 1.26 3.54 2.28 0.73
Vss (I/kg) 0.76 0.64 0.96 1147 0.92 0.87 0.80 0.88 0.17

A. B: initial concentration at t=0; a: distribution constant; 3: elimination constant; t;,,: biological half-life
of a (distribution) or B (elimination); AUC: area under the curve; Cl: clearance; MRT: mean residence

time; Vss: volume of distribution at steady state.
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Table 2. Comparison of pharmacokinetic parameters of DON determined by Non

Compartmental Analysis after intravenous or oral administration in rat and pig.

Parameters Pigs Rats

(units) [\ Gavage v Gavage
Lambda_z 0.43 +0.21 0.29 +0.16 151 0.18
HL_Lambda_z 1.49£ 0.64 2.38£1.45 0.46 3.95
AUCiast (Hg h/l) 222.3+106.72 120.5 +£29.88 30.91+7.87 14.63+4.45
AUCKr (ug hl) 253.8 £ 123.33 197.2 £ 88.50 38.65 48.81
AUCextrap (%) 9.76 £ 2.64 33.79+17.60 20.03 70.03

Cl (I/kg h) 0.41+0.17 - 2.590 -

MRTast (h) 1.41 £ 0.61 2.43 £ 0.59 0.32 0.95

MRTe (h) 224 +1.15 5.59+4.01 0.58 5.68

Vss (l/kg) 0.78 £0.17 - 1.51 -

tmax () - 1.44£0.52 . 0.17

Crmax (1g/1) - 42.07 £8.48 - 10.44 + 5.87

Results were expressed as the mean of the parameter (n=7 pigs) + standard deviation. Lambda_z:
first order rate constant associated with the terminal (log-linear) portion of the curve; HL_Lambda_z:
terminal half-life (In(2)/terminal slope); AUC,,s: Area Under the Curve (AUC) from time of dosing (0) to
the time of the last quantifiable concentration (i.e. above LOQ); AUC\r: AUC extrapolated from time of
dosing (0) to infinity; AUCe.ap: Percentage of AUC that is due to extrapolation from T, to infinity;
Cl: clearance; MRTst: Mean Residence Time (MRT) from time of dosing to the last quantifiable
concentration; MRTyr: MRT extrapolated to infinity using the last quantifiable concentration for
extrapolation; Vss: volume of distribution at steady state; t,.x time of maximum plasma DON
concentration; Cy,.x: maximum plasma DON level.
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Table 3. Individual and mean pharmacokinetic parameters of DON estimated from a

one-compartment model in plasma of seven pigs following oral administration of a
single dose of 100 pg/kg.

Pa(’sr’:fstfrs 1 2 3 4 5 6 7 Mean  SD
VF 163 266 151 104 258 18 277 201 067

Kot (Ilh) 286 522 1399 043 085 053 220 372 483
Kio (I/h) 022 010 038 043 013 050 030 029  0.15
AUC (ug hfl) 22512 319.67 19820 197.36 25697 127.21 110.66 205.03 72.24
Ty2Kor (h) 024 013 0052 163 08 130 032 019 038
Ti2K1o (h) 309 662 246 162 528 139 234 247 132
tmax (h) 097 076 030 234 260 194 105 142 087
Crnax (HOT) 4067 3091 5131 3102 2397 2409 2398 3228 10.34

V_F: volume of distribution divided by bioavailability (F); Kq¢: absorption constant; Kio: elimination
constant; AUC: area under the curve; tq,: biological half-life of Ky (invasion) or Kyq (elimination); tnax:
time of maximum plasma DON concentration; C,,.,: maximum plasma DON level.
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Table 4. Comparison of mean bioavailability of DON in rat (n=3 by sampling time)

and pig (n=7) after modelling, NCA and deconvolution.

Bioavailability (%)

Modeling NCA D luti
Two compartment Inf last” econvolution
Pigs 84.44 + 33.98 83.99+4859 583312564 70.52+25.58
Rats - 126.29 47.32 -

2 bioavailability calculated with AUC \e° bioavailability calculated with AUC, .
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Table 5. Determination of the duration and percentage of absorption after

deconvolution analysis of concentration profile following oral administration of 100

pg/kg of DON in pigs.

Animal number

Mean SD
1 2 3 4 5 6

Duration 037 024 032 018 055 03 029 032 0117
1st phase (h)
Absorption 2260 2195 54.04 880 43.00 1276 9.92 2472 17.427
1st phase (%)
Duration 573 376 176 582 567 57 381 461 1555
2nd phase (h)
Absorption 47.64 3337 23.02 104.45 37.75 5523 19.16 4580 28.809

2nd phase (%)
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Figure 1. DON concentrations (ug/l) vs time (h) in plasma in a representative pig

fitted by a two-compartment model after IV administration of 100 ug/kg of DON.
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Figure 2. Time course evolution of mean DON concentrations (pg/l) vs time (h) in
plasma in rats after IV or oral administration of 100 pg/kg of DON. (n=3 per sampling

time).
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Figure 3. DON concentrations (ug/l) vs time (h) in plasma in a representative pig
fitted by the one-compartment model without t lag after oral administration of 100
pg/kg of DON.
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Contexte

Il existe plusieurs méthodes pour dénombrer les bactéries dans les échantillons
biologiques et environnementaux. Dans le cas des féces, la PCR en temps réel
(qPCR) est une méthode d’analyse moléculaire sensible et spécifique, qui permet la
détection et le dénombrement d'une large gamme de micro-organismes. Cette
meéthode de quantification nécessite une étape de validation pour garantir la fiabilité
des résultats fournis. Le profil d’exactitude est un outil statistique utilisé en physico
chimie qui permet de garantir en routineles résultats obtenus sur la base des
performances de la méthode analytique. Dans cette étude, nous avons utilisé le profil
d’exactitude pour valider statistiquement la mesure des concentrations bactériennes

d’échantillons fécaux obtenues par qPCR.

Méthodologie/Principaux résultats

La performance de la gPCR pour la quantification de bactéries dans les féces a
été évaluée sous conditions de répétabilité et de fidélité intermédiaire en
supplémentant des échantillons fécaux axéniques avec une quantité connue
d'espéces bactériennes cibles (Bacteroides fragilis, Bifidobacterium adolescentis,

Enterococcus faecium et Escherichia coli).

Les bactéries ont été cultivées en bouillon jusqu’en phase exponentielle de
croissance, puis utilisées pour les extractions d’ADN et les supplémentations. L'ADN
génomique des souches de référence a été extrait avec le kit « Wizard Genomic
DNA PFurification » de Promega. Cet ADN extrait a été utilisé afin de réaliser des
courbes standards de calibration allant de 0.1 log1o a 8 logig UFC. Les échantillons
de féces de rats axéniques ont été supplémentés simultanément avec les 4 espéces
bactériennes cibles (3 séries, 3 concentrations (de 7.21 a 10.24 logso UFC/g) /série,
3 répétitions/concentration). L’ADN fécal des échantillons supplémentés (200 mg) a
été extrait selon le protocole de Furet et ses collaborateurs (2009) puis les
concentrations bactériennes ont été mesurées par qPCR [189]. Les mesures
recueillies ont été utilisées pour calculer un intervalle de tolérance dans lequel la

proportion B (95%) de futurs résultats obtenus en appliquant la méthode sera
97



Article 2

trouvée. Cet intervalle a été ensuite comparé a un intervalle d’acceptabilité fixé a 0.5
log. La méthode de calcul est détaillée dans la norme XP U47 600-2:2011
« Méthodes d'analyse en santé animale - PCR (réaction de polymérisation en
chaine) - Part 2 : exigences et recommandations pour le développement et la
validation de la PCR en santé animale ». Afin d’illustrer la méthode, I'’ADN
d’échantillons de féces de rats traités avec 10mg/kg de cefquinome a été extrait et
analysé.

La méthode a été validée pour des plages de concentrations comprises entre
8.20-10.22 et 7.43-9.47 logiy UFC/g de féces pour B. fragilis et E. coli
respectivement, avec des limites de quantification de 8.20 et 7.43 logso UFC/g de
feces. En revanche, la méthode n'a pas été validée pour la quantification des
bactéries E. faecium et B. adolescentis. Néanmoins, pour E. faecium, le profil
d’exactitude a montré I'existence d’un biais constant sur la gamme étudiée et qui a
pu étre controlé en appliquant un facteur de correction de + 0.63 log1g UFC/g. Aprés
correction, une ré-analyse des données montre que la méthode est valide dans
l'intervalle d’acceptabilité défini. Cette correction sera prise en compte dans
I'expression des résultats définitifs. Concernant B. adolescentis, le biais n’étant pas
constant, un facteur de correction n’a pas pu étre appliqué mais la technique peut

étre utilisée pour la détection de cette bactérie.

Le traitement a la cefquinome a entrainé une diminution significative (p<0.05) des
concentrations en bifidobactéries (+ de 1 log), en entérocoques (1 log) et en E.coli (+
de 2 log) alors que le groupe Bacteroides/Prevotella n'est pas affecté par

I'antibiotique.

Conclusions/Importance

En conclusion, l'utilisation du profil d’exactitude nous a permis de valider la
méthode de quantification par PCR en temps réel de 3 des 4 bactéries ciblées dans
notre étude, a savoir, B. fragilis, E. coli et E. faecium. Le profil d’exactitude est un
outil statistique performant et totalement adapté pour valider une méthode de
quantification de bactéries présentes a des concentrations variables dans la matrice

fécale. Cette approche montre que la gqPCR peut étre utilisée pour mesurer de fagon
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fiable, I'évolution des concentrations bactériennes dans le microbiote intestinal suite

a I'ingestion d’'un contaminant alimentaire.
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Abstract

In this study, we described a novel validation procedure of real-time PCR based on
accuracy profile to estimate bacterial concentrations in fecal samples. In order to
assess the performance of the method to quantify bacteria in feces, measurements of
axenic fecal samples spiked with a measured quantity of known bacterial species
(Bacteroides fragilis, Bifidobacterium adolescentis, Enterococcus faecium and
Escherichia coli) were performed under repeatability and intermediate precision
conditions. Data collected were used to compute a tolerance interval and this interval
was compared to an acceptance interval defined. It can be concluded that the
method is valid and relevant for the studied validation range of 8.20-10.24 and 7.43-
9.47 log10 CFU/g of feces to ensure proper measurement of B. fragilis and E. coli,
respectively. In this case, the limit of quantification is 8.20 and 7.43 log10 CFU/g of
feces. In contrast, the method is not valid for the quantification of E. faecium and B.
adolescentis, but by applying a correction factor of + 0.63 log10 CFU/q, it can also be
considered valid for E. faecium. This correction will be included in the final results. In
conclusion, the accuracy profile is a statistical tool easy to use and totally adapted to

validate real-time PCR.
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1. Introduction

Several methods to numerate bacteria in biological and environmental samples have
been developed and have been reviewed by Hoorfar in the case of foodborne
pathogens (1). In the case of feces, sophisticated methods of molecular analysis are
being used to identify species and numerate bacteria (2, 3). Molecular analysis can
offer various advantages over cultural methods, including detection and enumeration
of a wider range of uncultured microorganisms with greater sensitivity and specificity
in environmental samples. However, feces consistency and components can make
DNA extraction particularly difficult, and the molecular analysis that follows such as
real-time polymerase chain reaction (QPCR) less efficient. Numerous DNA extraction
methods, including commercial kits and homemade protocols, have been developed
and used to determine bacterial population levels in several studies (4-7). However,
only a few publications have fully demonstrated the effectiveness of their methods
through robust validation experiments (8). Moreover, most studies have evaluated
the performance of quantification methods using samples spiked with non-
representative bacteria from the targeted bacterial groups or by testing only one

bacterial concentration (9, 10).

The “MIQE” guidelines propose Minimum Information for publication of Quantitative
real-time PCR Experiments to ensure the relevance, accuracy, correct interpretation
and repeatability of the experiment (11). Although the MIQE guidelines offer technical
support, there is a lack of complete validation experiments. In fact, real-time PCR is a
quantification method, and therefore, a validation process is required to decide
whether this method is valid or not, by calculating performance characteristics, such
as trueness, precision, recovery, range of application, limit of detection (LOD) or limit
of quantification (LOQ), specificity and selectivity (12). In addition, the goal of an
analytical method is to fit for purpose, i.e. producing results that reflect the contents
of samples with acceptable accuracy. This accuracy needs to assess trueness and
precision simultaneously, i.e. to measure the total error that is used to determine the
accuracy profile (13, 14). Therefore, the accuracy profile is a possible decision-

making graphical tool to decide whether an experimental procedure is valid and its
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use has been widely discussed for physicochemical methods in previous published
works (12, 15, 16). In 2009, Feinberg et al. used this approach to validate an
alternative method for counting bacteria (17). It was also recommended in French
standard XP U47 600-2:2011 Animal health analysis methods - PCR - Part 2:
requirements and recommendations for the development and the validation of
veterinary PCR (18).

Here, we present a novel approach that allows a statistical validation of real-time
PCR experiments. This validation procedure uses the accuracy profile applied to the
quantification of bacterial concentrations in fecal samples by real time PCR. This
method includes DNA extraction from feces and the amplification of target Gram-
negative and Gram-positive bacterial species. This method, developed for research

purposes, must be able to be used as a routine technique in our laboratory.
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2. Materials and methods

2.1 Bacterial strains and growth conditions

Bacterial type strains were obtained from the Biological Resource Center of the

Institut Pasteur (CRBIP, Paris, France) and are presented in table 1.

All strains were inoculated into Tryptic Soy broth and Thioglycollate broth with
Resazurine for aerobic and anaerobic bacteria respectively. Pure cultures were
incubated at 37°C in an aerobic or anaerobic atmosphere (10% H2, 10% CO2, 80%
N2) for 24 to 48 h. The total number of Colony Forming Units of each culture (CFU),
was determined by plating 100 ul of the appropriate 10-fold dilution series on
Trypticase Soy Agar with 10% Sheep Blood and on Schaedler Agar with Vitamin K1
and 5% Sheep Blood (BD Diagnostic Systems, Le Pont de Claix, France) for aerobic

and anaerobic bacteria respectively.

2.2 Fecal samples

All animal procedures were carried out in strict accordance with the
recommendations of the French Ministry of Agriculture. The protocol was approved
by Anses’s Committee for Ethical Standards and performed in our approved animal
breeding facility (Permit Number: D35-137-26).

Fecal samples were obtained from rats (Charles River, Saint Germain sur I'Arbresle,
France) housed in a sterile isolator. Within 2 h after collection, samples were stored

at -80°C until further analysis.

2.3 DNA extractions

Genomic DNA from fresh bacterial cultures at exponential phase was extracted using

Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Charbonniéres Les Bains, France)
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according to the manufacturer’s instructions. Extracted DNA was quantified using the

BioSpec-nano spectrophotometer (Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, MD).

Fecal DNA was extracted from 0.2 g of fecal material using the G'NOME® kit (BIO
101, La Jolla, CA) with modifications as provided by Furet et al. (9). Briefly, fecal
samples were homogenized in 480 ul of the supplied cell suspension solution. One
hundred of cell lysis/denaturing solution (G'NOME® kit) and 50 pl of RNase mix
(G'NOME® kit) were then added and the samples incubated at 55°C for 30 min with
shaking at 900 rpm. Twenty five microlitres of protease mix (G'NOME® kit) were
added to the RNase-treated samples and they were incubated at 55°C for 2 h with
shaking at 900 rpm. To improve cellular lysis, 750 upl of 0.1-mm-diameter
zirconia/silica beads (Biospec, Bartlesville, CA) were added, and agitation carried out
at maximum speed for 10 min in a Bead-Beater MM200 (Retsch, Haan, Germany).
Polyvinylpolypyrrolidone (15 mg) (Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France)
was added to ensure removal of polyphenol contamination that could inhibit
subsequent gPCR reactions. Samples were vortexed and centrifuged at 20 000 g for
3 min and the supernatant was recovered in a clean 2 ml microcentrifuge tube. The
remaining pellet was washed with 400 ul of TENP [50 mM Tris (pH 8), 20 mM EDTA
(pH 8), 100 mM NaCl, 1% polyvinylpolypyrrolidone] and centrifuged at 20 000 g for 3
min. The washing step was repeated twice more and the resulting supernatants
pooled (1.5 ml). Half of the supernatant (750 pl) was precipitated by addition of 1 ml
of ice cold isopropanol, then stored at —20°C for 10 min, and centrifuged at 20 000 g
for 10 min. The tube was drained on clean absorbent paper and the pellet was
resuspended in 400 pl of ultrapure water plus 100 pl of salt-out mixture (G'NOME®
kit) and incubated at 4°C for 10 min. Samples were spun for 10 min at maximum
speed, and the supernatant containing the DNA was transferred to a clean 2 mi
microcentrifuge tube. DNA was precipitated with 1.5 ml of ice cold 100% ethanol at
room temperature for 5 min followed by centrifugation at 20 000 g for 5 min. The DNA
pellet was washed with 1 ml of room temperature 70% ethanol. After the pellet was
air-dried, the DNA was resuspended in 150 pl of TE buffer. The extracted DNA was

stored at -20°C until analysis.
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2.4 Oligonucleotide primers and probes

Primers and probes used in this study are presented in table 1. TagMan gPCR was
adapted to quantify the Bacteroides-Prevotella group and the genus Bifidobacterium.
Real-time gPCR using SYBR Green was performed for Escherichia coli and the
genus Enterococcus. Primer and probe specificities were previously assessed by
Furet et al. (9). The TagMan probes were synthesised by Life Technologies (Saint

Aubin, France). The primers were purchased from Sigma Aldrich.

2.5 Real-time PCR conditions

PCR was performed in 25 ul PCR volumes containing 15 pl Power SYBR® Green
PCR Master Mix 2X (Life Technologies) or TagMan Universal PCR 2 (Life
Technologies), 0.20 yM of each primer, 0.25 yM of each probe and 10 pl of template
DNA at the appropriate dilution. Natural Multiplate™ Low-Profile 96-Well Unskirted
PCR Plates and a Chromo4 LightCycler were used (Bio-rad, Marnes-La-Coquette,
France). The cycling program included a 10 min incubation at 95°C followed by 40
cycles consisting of 95°C for 30 s, 60°C for 1 min. For SYBR-Green® amplifications,
to improve amplification specificity, a melting curve analysis of the PCR products was
performed by ramping the temperature to 95°C for 10 s and back to 50°C for 15 s
followed by incremental increases of 0.5°C s™' up to 95°C. The cycle threshold (Ct),
i.e. the number of PCR cycles necessary to reach the threshold fluorescence level,
was manually determined for each run by the user. All the samples were analysed in

duplicate.

2.6 PCR Setup Controls

Multiple Non Template Controls (NTC) were included in every assay and

amplification of all NTC wells invalidated the entire gPCR run, leading to a repeat run.
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2.7 Design of validation experiment

2.7.1 Calibration standards

Genomic DNA from the different pure cultures was used to prepare ten-fold dilution
series from 0.1 logqo to 8 logip CFU equivalent. Sterile water (15 pl) was used as a
negative control. A standard curve for each type strain was generated by plotting the

Ct against the logarithm of bacterial quantity (log1o CFU equivalent).

2.7.2 Validation standards

In order to validate the method, several fecal samples from germ-free rats were
spiked with a measured quantity of known bacterial species. Briefly, pure cultures of
type strains were used to spike in triplicate 200 mg of bacteria-free fecal samples at
three different concentration levels (range from 7.21 to 10.24 log4o CFU equivalent
per gram of fresh feces corresponding to amounts ranging from 6.51 to 9.54 logo
CFU equivalent) in three independent experiments. As a negative control, axenic
feces were spiked with sterile water. To mimic the experimental design, the feces
were mixed with the 4 bacteria simultaneously and the spiked samples were stored at

-80°C until extraction and real-time PCR analysis.

Total DNA of 27 spiked fecal samples and 3 negative controls was extracted as
described above. Then, the resulting levels of the different bacteria were assessed by
real-time qPCR using species-specific 16S rRNA gene primers (table 1). The number
of bacteria cells was determined by plotting the Ct obtained against the standard

curve.

2.7.3 Validation samples

To illustrate the quantification method, samples from a pilot study on the effect of a
fourth-generation cephalosporin on different types of fecal bacteria were used.
Briefly, 4 germ-free male rats, housed individually in a sterile isolator, were inoculated
with fresh fecal swine flora. After implantation and stabilization, the rats received a

single dose of subcutaneous cefquinome treatment (cobactan, Intervet, Beaucouze,
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France) at 10 mg/kg for 4 days from day O to day 4 following fecal sampling. Fecal
samples were collected before the treatment (day 0), during the treatment at day 1, 2,
3 and at day 5 after the end of treatment. Microbiota evolution was measured by

gPCR, as previously described above.

2.8 Accuracy profile procedure

The accuracy profile, represented by a two-sided 3 expectation tolerance interval (3-
ETI), was calculated for each concentration level from the results of the validation
experiments. We defined the acceptability limits (1) at £ 0.5 log10 unit in accordance
with the French standard (17, 18). The risk was set at 5% supporting than 95% (B) of

future measurements will fall within the acceptability limits.

The complete theory and calculation of accuracy profile are described in refs (13, 14,
19), and a fully developed application is presented for microbiological methods in refs
(17, 20). The procedure reported here is simplified and adapted to molecular
methods and the different data obtained were analysed with a Microsoft Excel
worksheet based on French standard XP U47-600-2 (18). The calculation procedure

can be summarized as the following sequence of operations:

(i) Define the acceptability limits for the method. (ii) Collect log1o CFU equivalent per
gram of fresh feces obtained. (iii) For each concentration level, calculate the

intermediate precision (s;p) using the equation 1:

SIP=VS§+S‘I; (1)

where s represents the within-series variance (repeatability variance) and sg? the
between-series variance. (iv) For each level, compute x the average of
measurements (recovered concentrations) and calculate the absolute bias according

to equation 2:
x-T (2)

where T is the reference concentration at each level. (v) For each level, calculate the

limits of the B-E T/ according to equation 3:
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Xt ky Xsp 3)

where Ky represents a coverage factor established at 2 in the French standard XP
U47-600-2 (18). (vi) For each level, compute the difference between the B-ETI limits

and the reference concentration T according to equation 4:

(vii) Generate a graphical representation of calculated results as follows: on the
horizontal (x) axis, plot the reference concentrations T in logio CFU/g. On the vertical
(y) axis, simultaneously plot at each level the bias (equation 2), the acceptability

limits (1), and the limits of the B-ETI (equation 4), all expressed in in log1o CFU/g.

2.9 Statistical analysis of the pilot study

The data are presented as the logio colony-forming unit equivalent per gram of fresh
feces (logip CFU/g). Statistical analysis was performed with SYSTAT V.13 (Systat
Software, Chicago, IL). Bacterial levels were compared using the analysis of variance
(ANOVA), followed by Dunnett’s Multiple Comparison test to compare each sampling
time during and after the treatment to the sampling time before the treatment

(control). P values <0.05 were considered statistically significant.
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3. Results and Discussion

This validation study is the first application of an accuracy profile to qPCR for the

quantification of four bacterial species from intestinal microbiota.

3.1 Validation experiment

Table 2 shows the main performance parameters such as average recovered
concentrations, repeatability, intermediate precision, absolute bias and the tolerance
intervals for each target bacteria. In this table, trueness is represented by the
absolute bias and precision is symbolized by the lower and upper tolerance limits (-

ETI) calculated with repeatability and intermediate precision.

Generally, bias showed great variability depending on the bacterial species and
concentration levels. For E. coli and B. fragilis, biases ranged from -0.01 to -0.24 and
-0.13 to 0.20 log1o CFU/g respectively. In contrast, the biases for E. faecium and B.
adolescentis were higher, ranging from -0.58 to -0.70 and -0.77 to -0.38 log4o CFU/g
respectively. These results indicated that the trueness of the method for E. faecium
and B. adolescentis did not satisfy the acceptability criteria conditions of + 0.5 logo
CFU/g.

Total precision, i.e. the sum of repeatability and intermediate precision, was above
the acceptability limits of £ 0.5 logiy CFU/g for B. adolescentis at the 9.19 log1o
CFUlg level. The tolerance interval values were largely above the + 0.5 log4o CFU/g

acceptability limits for B. adolescentis and E. faecium.

3.2 Accuracy Profiles

In this study, we assessed the performance of a quantification method using the
accuracy profile procedure in the scope of molecular biology. Several papers
describe the mathematical relation for standard curves but they do not assess the

performance of the method in terms of bias and precision (21-24). The accuracy
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profile is a tool which enables characterisation of variability under defined conditions.
In our study, measurements were performed under repeatability and intermediate
precision conditions and then were used to compute a tolerance interval, i.e. an
interval within which 95% of future measurements will be expected to fall. When the
accuracy profile interval was compared to an acceptability interval defined by the
acceptability limits, it was possible to draw conclusions about the validity of the
method (18). This issue is in line with the current revision work of the standard
ISO16140:2003 which strives to include acceptability criteria for the analytical

performance characteristics as reviewed by Lombard and Leclercq (25, 26).

From the data in table 2, the average recovered concentrations and the tolerance
intervals were used to compute the 4 accuracy profiles that are shown in figure 1.
When considering the profiles for the quantification of E. coli and B. fragilis, the
tolerance intervals were within the acceptability limits of + 0.5 logio CFU/g. It can
therefore be concluded that the method is valid and relevant for the studied validation
range of 8.20-10.24 and 7.43-9.47 log4o CFU/g to ensure proper measurement of B.
fragilis and E. coli, respectively. In this case, the limit of quantification (LOQ) was

equal to the lowest limit of the validation domain, i.e. 8.20 and 7.43 logso CFU/g.

In contrast, for E. faecium and B. adolescentis, a part of the tolerance intervals is
excluded from the acceptability limits as demonstrated in figure 1. Consequently, the
method is not valid for the quantification of these bacteria. However, for E. faecium,
the absolute bias is excluded from the acceptability limits but is constant throughout
the range level. This type of accuracy profile was also described for analytical
methods in chemistry and was analysed in the usual manner using a correction factor
(16, 19). In fact, error is mainly linked to a systematic error which was assessed and
determined on accuracy profile. In our case, the correction factor was estimated at +
0.63 log1p CFU/g, corresponding to a mean value of the bias. All concentrations were
adjusted and the accuracy profile was recalculated and shown in figure 2. It was
clearly demonstrated that after correction, the bias was close to zero and the
tolerance intervals were within the acceptability limits. Consequently, the method can
also be considered valid for E. faecium and the correction will be taken into account

in the expression of the final results.
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On the other hand, correction could not be used for B. adolescentis because the bias
was not constant and the precision was highly variable throughout the range of
tested concentrations. Although the method was not valid for quantification, it could

be used for detection of the genus Bifidobacterium.

In conclusion, we validated the method for 3 of the 4 target bacteria, i.e. B. fragilis, E.
coli and E. faecium, by using the accuracy profile. Knowledge of the accuracy
ensures that 95% of future measurements will be in the validated interval
concentration. For Gram-positive bacteria E. faecium and B. adolescentis, the bias
observed could be assumed to the cell wall difference in extraction efficiency.
Previous studies have shown that observed microbial composition is mainly affected
by the efficiency of cell lysis (5, 6, 27). However, for E. faecium, the accuracy profile
allows to correctly estimate the true concentration of this bacterium by applying a

correction factor.

3.3 Time course evolution of gut microbiota during cefquinome treatment

In order to illustrate the quantification method, we investigated the effect of an
antibiotic treatment on the intestinal microbiota balance by assessing the time course
evolution of fecal bacterial populations using qPCR. Table 3 and figure 3 illustrate the
results obtained with 4 target bacterial groups. In our study, cefquinome showed a

broad spectrum of activity typical for fourth-generation cephalosporins.

The high in vivo activity of cefquinome against the genus Bifidobacterium was
supported by the absence of detection during the treatment period (28). Indeed,
bifidobacteria were detected before and after the treatment, while during cefquinome
administration, from day 1 to day 3, Bifidobacterium levels dropped below the LOD (5
logio CFU/Q).

The Bacteroides-Prevotella group levels were not significantly different (p>0.05) and
remained stable during the antibiotic treatment at an average level of 10.2 logg

CFU/g. We can conclude that cefquinome had no effect on the Bacteroides-
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Prevotella group, as was shown by Limbert et al. for whom 11 of the 14 tested strains

were resistant to cefquinome at an in vitro concentration higher than 100 pg/ml (28).

Cefquinome demonstrated moderate activity on the genus Enterococcus. These
results are supported by a significant decrease of concentration observed from day 2

to day 3 (p<0.05), as described in another survey [13].

The concentrations of E. coli in feces drastically decreased by 2 logo below the LOQ
from day 1 to day 3 of the treatment. After the end of treatment (day 5), the
concentration of E. coli increased to above the LOQ and returned to a basal level of
8.6 logip CFU/g. Considering the values obtained were below the LOQ, the data
cannot be statistically analysed. However, the observations highlighted that
Escherichia coli was strongly affected by cefquinome treatment as previously

described in the literature (29).
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4. Conclusion

The accuracy profile is easy to use and fully suited to validation of real-time PCR
in a range of concentrations and for any type of ecosystem sample (soil, feces). In
addition, the use of accuracy profile could be extended to other molecular methods
dealing with bacteria quantification but some adjustments could be required such as
acceptability limits and the fit of purpose.

The method was validated for both DNA extraction and molecular quantification
with fecal target bacteria and therefore can be recommended for all studies dealing
with the quantification of bacteria in feces. Based on this, we are confident that the
use of the accuracy profile for the validation procedure allowed us to highlight

changes in intestinal microbiota.

Acknowledgments

We would like to thank Jacqueline Manceau for validation support and Jean-Guy

Rolland for technical support.

114



Article 2

References

(1) Hoorfar, J. (2011) APMIS 119, 1-24

(2) Eckburg, P.B., Bik, E.M., Bernstein, C.N., Purdom, E., Dethlefsen, L., Sargent, M.,
Gill, S.R., Nelson, K.E., & Relman, D.A. (2005) Science 308, 1635-1638

(3) Zwielehner, J., Lassl, C., Hippe, B., Pointner, A., Switzeny, O.J.,, Remely, M.,
Kitzweger, E., Ruckser, R., & Haslberger, A.G. (2011) PLoS ONE 6, 28654

(4) McOrist, A.L., Jackson, M., & Bird, A.R. (2002) Journal of Microbiological Methods 50,
131-139

(5) Salonen, A., Nikkila, J., Jalanka-Tuovinen, J., Immonen, O., Rajilic-Stojanovic, M.,
Kekkonen, R.A., Palva, A., & de Vos, W.M. (2010) Journal of Microbiological Methods 81,
127-134

(6) Yuan, S., Cohen, D.B., Ravel, J., Abdo, Z., & Forney, L.J. (2012) PLoS ONE 7,
33865

(7) Tang, J.-n., Zeng, Z.-g., Wang, H.-n., Yang, T., Zhang, P.+., Li, Y.-l., Zhang, A.-y.,
Fan, W.-q., Zhang, Y., Yang, X., Zhao, S.4., Tian, G.-b., & Zou, L.-k. (2008) Journal of
Microbiological Methods 75, 432-436

(8) Leblanc-Maridor, M., Garénaux, A., Beaudeau, F., Chidaine, B., Seegers, H., Denis,
M., & Belloc, C. (2011) Journal of Microbiological Methods 85, 53-61

(9) Furet, J.-P., Firmesse, O., Gourmelon, M., Bridonneau, C., Tap, J., Mondot, S., Doré,
J., & Corthier, G. (2009) FEMS Microbiology Ecology 68, 351-362

(10)Wang, I.K,, Lai, H.C., Yu, C.J., Liang, C.C., Chang, C.T., Kuo, H.L., Yang, Y.F., Lin,
C.C,, Lin, H.H., Liu, Y.L., Chang, Y.C., Wu, Y.Y,, Chen, C.H., Li, C.Y., Chuang, F.R., Huang,
C.C., Lin, C.H., & Lin, H.C. (2012) Applied and Environmental Microbiology 78, 1107-1112

(11)Bustin, S., Beaulieu, J.-F., Huggett, J., Jaggi, R., Kibenge, F., Olsvik, P., Penning, L.,
& Toegel, S. (2010) BMC Molecular Biology 11, 74

(12) Feinberg, M. (2007) Journal of Chromatography A 1158, 174-183

(13)Hubert, P., Nguyen-Huu, J.J., Boulanger, B., Chapuzet, E., Chiap, P., Cohen, N.,
Compagnon, P.A., Dewé, W., Feinberg, M., Lallier, M., Laurentie, M., Mercier, N., Muzard,
G., Nivet, C., Valat, L., & Rozet, E. (2007) Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis 45, 70-81

(14)Hubert, P., Nguyen-Huu, J.J., Boulanger, B., Chapuzet, E., Cohen, N., Compagnon,
P.A., Dewe, W., Feinberg, M., Laurentie, M., Mercier, N., Muzard, G., Valat, L., & Rozet, E.
(2007) Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 45, 82-96

(15)Chéneau, E., Henri, J., Pirotais, Y., Abjean, J.-P., Roudaut, B., Sanders, P., &
Laurentie, M. (2007) Journal of Chromatography B 850, 15-23

(16) Feinberg, M., San-Redon, J., & Assié, A. (2009) Journal of Chromatography B 877,
2388-2395

(17)Feinberg, M., Sohier, D., & David, J.-F. (2009) Journal of AOAC International 92, 527-
537

(18)600-2:2011, X.U. (2011) Animal health analysis methods - PCR - Part 2: requirements
and recommendations for the development and the validation of veterinary PCR, AFNOR

115



Article 2

(19)Hubert, P., Nguyen-Huu, J.J., Boulanger, B., Chapuzet, E., Cohen, N., Compagnon,
P.A., Dewé, W., Feinberg, M., Laurentie, M., Mercier, N., Muzard, G., Valat, L., & Rozet, E.
(2008) Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 48, 760-771

(20)Boubetra, A., Le Nestour, F., Allaert, C., & Feinberg, M. (2011) Applied and
Environmental Microbiology 77, 3360-3367

(21)Bar, T., Kubista, M., & Tichopad, A. (2012) Nucleic Acids Research 40, 1395-1406

(22) Chandelier, A., Ivors, K., Garbelotto, M., Zini, J., Laurent, F., Cavelier, & M. (2006)
Validation of a real-time PCR method for the detection of Phytophthora ramorum, Blackwell,
Oxford, ROYAUME-UNI

(23) Liu, W., & Saint, D.A. (2002) Biochemical and Biophysical Research Communications
294, 347-353

(24)Rutledge, R.G., & Coté, C. (2003) Nucleic Acids Research 31, €93

(25)16140:2003, I. (2003) Microbiology of food and animal feeding stuffs -- Protocol for
the validation of alternative methods. International Organization for Standardization, Geneva,
Switzerland

(26) Lombard, B., & Leclercq, A. (2011) Food Anal. Methods 4, 163-172

(27) Scupham, A.J., Jones, J.A., & Wesley, I.V. (2007) Journal of Applied Microbiology
102, 401-409

(28) Limbert, M., Isert, D., Klesel, N., Markus, A., Seeger, K., Seibert, G., & Schrinner, E.
(1991) Antimicrobial Agents and Chemotherapy 35, 14-19

(29) Thomas, E., Thomas, V., & Wilhelm, C. (2006) Veterinary Microbiology 115, 140-147

(30)Rinttila, T., Kassinen, A., Malinen, E., Krogius, L., & Palva, A. (2004) Journal of
Applied Microbiology 97, 1166-1177

(31)Huijsdens, X.W., Linskens, R.K., Mak, M., Meuwissen, S.G.M., Vandenbroucke-
Grauls, C.M.J.E., & Savelkoul, P.H.M. (2002) Journal of Clinical Microbiology 40, 4423-4427

116



Bacteroides fragilis
1.0
0.5 e ety
‘m_\jh:“n.._'
0.0 T e T ] |
8 ~~~§ee__ 107} 1
m —_——
05 0 e
-1.04 Concentration
(log 10 CFU lg]
-1.5-
Enterococcus faecium
1.0q
0.5 e
0.0 T T 1
& | 7 . S 9 10
m ; . ~~a
-0.5- e T
1.0- e
Concentration
-1.5-

(log4o CFU /g)

Bias

Bias

Article 2

Bifidobacterium adolescentis

1.0q
0.5 = eemeememceemeceneeeeeee
0.0 1
11
-0.54
-1.04
-1.5- Concentration
(log4o CFU /g)
Escherichia coli
1.0+
0.5 sy
0.0 — B :
i 8 i . 10
-0.5- [ letrt Y
-1.04 Concentration
(log4o CFU /g)
-1.5-

Figure 1: Accuracy profiles of the gPCR for B. fragilis, B. adolescentis, E. faecium

and E. colifor B = 95% and A = 0.5 log10 CFU/g.

The black line represents the bias of the method. Dashed lines are the tolerance

limits that define the 95% tolerance interval around the bias, i.e. the precision of the

method. The black points are raw data. The dotted lines are the acceptance limits

that show the validation area.
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Figure 2: Corrected accuracy profile for E. faecium after subtracting the additive
bias.

The black line represents the bias of the method. Dashed lines are the tolerance
limits that define the 95% tolerance interval around the bias, i.e. the precision of the
method. The black points are raw data. The dotted lines are the acceptance limits

that show the validation area.
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Figure 3: Time course evolution of gut microbiota during cefquinome treatment.
Arrows indicate cefquinome administration.

The asterisk indicates a significant difference at p<0.05 in comparison to dO.
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Table 1. Type strains, oligonucleotide primers and probes used in this assay.

Targ_e t Type strain Primer and probe Sequence 5’ -3’ References
organism
Bact-Prev Bacteroides fragilis F_Bacter 11 CCTWCG ATG GATAGG GGT T
CIP 77.16
F_Bacter 08 CAC GCTACT TGG CTG GTT CAG (9)
P_Bac303 VIC-AAG GTC CCC CACATT G
Bifid Bifidobacterium F_Bifid 09¢ CGG GTG AGT AAT GCG TGA CC
adolescentis CIP
64.59 R_Bifid 06 TGA TAG GAC GCG ACC CCA 9)
P_Bifid 6FAM-CTC CTG GAA ACG GGT G
Entero Enterococcus F_Entero CCCTTATTG TTAGTT GCC ATC ATT
faecium CIP 103014 (30)
R_Entero ACT CGT TGT ACT TCC CAT TGT
E. coli Escherichia coli CIP E.coli F CAT GCC GCG TGT ATG AAG AA
54.8 (31)
E.coli R CGG GTA ACG TCA ATG AGC AAA
Bact-Prev: Bacteroides-Prevotella group; Bifid: Genus Bifidobacterium,; Entero: Genus Enterococcus; E. coli: Escherichia coli.
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Table 2. Results (log1o CFU/g) of the validation experiment.

s _fmee M et Rttty o e
concentration concentration precision (s) (sn) limit limit
E. coli 7.43 7.42 -0.01 0.20 0.14 -0.41 0.39
8.45 8.42 -0.02 0.19 0.11 -0.40 0.35
9.47 9.23 -0.24 0.12 0.12 -0.47 0.00
B. fragilis 8.20 8.40 0.20 0.13 0.09 -0.06 0.47
9.21 9.28 0.07 0.15 0.13 -0.23 0.36
10.24 10.11 -0.13 0.12 0.10 -0.36 0.10
B. adolescentis 8.18 7.80 -0.38 0.24 0.24 -0.86 0.10
9.19 8.75 -0.44 0.31 0.20 -1.07 0.18
10.22 9.45 -0.77 0.28 0.08 -1.33 -0.20
E. faecium 7.21 6.63 -0.58 0.19 0.19 -0.96 -0.20
8.22 7.60 -0.62 0.21 0.14 -1.04 -0.20
9.25 8.55 -0.70 0.1 0.10 -0.91 -0.48

B-ETI: B expectation tolerance interval.
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Table 3. Quantification of dominant and subdominant bacteria in fecal microbiota.

Experimental period (in days, d)

Bacterial groups Treatment Post
do d1 d2 d3 d5
Bact-Prev 10.3+0.23 10.3+0.07 10.2+0.23 10.2+0.15 102+0.24
Bifid <LOQ® <LOD" <LODP <LODP <LoQ@?
Entero 10.0+0.76 92+042 89+061* 87+0.26* 9.0+043
E. coli 8.8 +0.36 <LOQ° <LOQ° <LOQ° 8.6 +0.43

Results obtained by qPCR were expressed as the mean of the log4 value (n=4) + standard deviation
of logyo CFU/g; Bact-Prev: Bacteroides-Prevotella group; Bifid: Genus Bifidobacterium; Entero: Genus
Enterococcus; E. coli: Escherichia coli; (a) LOD = 5 log4o CFU/g; (b) Bifidobacterium LOQ = 8.18 log+q
CFU/g; (c) E. coli LOQ = 7.43 logso CFU/g; * indicates a significant difference at p<0.05 in comparison
to dO.
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Contexte

Le déoxynivalénol (DON) est I'une des mycotoxines les plus répandues dans les
cultures céréalieres du monde entier. En raison de ses propriétés toxiques, sa
grande stabilité et sa prévalence, la présence de DON dans la chaine alimentaire
représente un risque sanitaire pour 'Homme et les animaux. Le microbiote intestinal
humain (MIH) est potentiellement le premier organe cible de ce contaminant
alimentaire. Hors, actuellement, aucune donnée sur les effets du DON au niveau du
microbiote intestinal humain ne sont disponibles. Dans cette étude, nous avons
utilisé un modeéle de rats a flore humanisée pour évaluer l'impact d'une exposition

sub-chronique de DON sur la composition du MIH.

Méthodologie/Principaux résultats

Quatre groupes de 5 rats méles axéniques, hébergés dans 4 isolateurs stériles,
ont été inoculés avec une flore fécale humaine différente. Aprés 2 semaines de
stabilisation de la flore, les rats ont regu quotidiennement par gavage une solution de
DON a 100 pg/kg de poids corporel (dose toxicologique sans effet) pendant 4
semaines. Des échantillons fécaux ont été prélevés au jour 0 avant le début du
traitement, aux jours 7, 16, 21, et 27 pendant le traitement et, 10 jours aprés la fin du
traitement. L’ADN fécal des échantillons prélevés a été extrait selon le protocole de
Furet et al. puis l'effet du DON sur les groupes bactériens dominants et sous-

dominants de la flore fécale a été quantifié par PCR en temps réel.

Pour pallier a la variabilité des extractions d’ADN, une normalisation a été faite en
soustrayant la concentration (logio UFC/g) obtenue pour le groupe « all bacteria » a
la concentration (logio UFC/g) obtenue pour les autres groupes bactériens ciblés.
Malgré un microbiote intestinal différent dans chaque isolateur, des tendances
similaires ont été généralement observées dans les 4 groupes de rats. Pendant
I'exposition au DON, une augmentation significative de 0,5 log1o a été observée pour
le groupe Bacteroides/Prevotella pendant les 3 premiéres semaines d'administration.
La concentration d’Escherichia coli a diminué au jour 27 (0,9 logiy, UFC/g) sans
revenir a son niveau initial aprés arrét du traitement.
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Conclusions

Le modéle expérimental que nous avons utilisé a permis de montrer I'impact
bactériologique d’'une exposition orale au DON sur la composition du MIH. Cette
étude apporte des données complémentaires a I'analyse du risque lié a I'exposition
du DON chez I'Homme et pourrait étre complétée par des expériences

supplémentaires de métagénomique.
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Abstract

Background

Deoxynivalenol (DON), a mycotoxin produced by Fusarium species, is one of the
most prevalent mycotoxins present in cereal crops worldwide. Due to its toxic
properties, high stability and prevalence, the presence of DON in the food chain
represents a health risk for both humans and animals. The gastrointestinal microbiota
represents potentially the first target for these food contaminants. Thus, the effects of
mycotoxins on the human gut microbiota is clearly an issue that needs to be
addressed in further detail. Using a human microbiota-associated rat model, the aim
of the present study was to evaluate the impact of a chronic exposure of DON on the

composition of human gut microbiota.

Methodology/Principal Findings

Four groups of 5 germ free male rats each, housed in 4 sterile isolators, were
inoculated with a different fresh human fecal flora. Rats were then fed daily by
gavage with a solution of DON at 100 pg/kg bw for 4 weeks. Fecal samples were
collected at day 0 before the beginning of the treatment; days 7, 16, 21, and 27
during the treatment; and 10 days after the end of the treatment at day 37. DON
effect was assessed by real-time PCR quantification of dominant and subdominant

bacterial groups in feces.

Despite a different intestinal microbiota in each isolator, similar trends were generally
observed. During oral DON exposure, a significant increase of 0.5 log10 was
observed for the Bacteroides/Prevotella group during the first 3 weeks of
administration. Concentration levels for Escherichia coli decreased at day 27. This
significant decrease (0.9 log10 CFU/g) remained stable until the end of the

experiment.
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Conclusions/Significance

We have demonstrated an impact of oral DON exposure on the human gut
microbiota composition. These findings can serve as a template for risk assessment

studies of food contaminants on the human gut microbiota.
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Introduction

Deoxynivalenol (DON) is a mycotoxin of the trichothecene family which is a fungal
secondary metabolite. Produced by the species Fusarium, it is one of the most
prevalent mycotoxins present in cereal crops worldwide, and the most frequently
occurring type B trichothecene in Europe. A large scale data survey indicated that
DON is present in 57% of food samples collected in the European Union [1].
Moreover, the Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA) estimates that
European cereal consumers have an estimated intake of DON of 1.4 ug/kg body
weight (bw) per day [2]. Exposure to DON could also be estimated using biomarkers.
Assessment of mycotoxin and its metabolites in urine provide individual data that
may establish the prevalence and range of global DON exposure. Therefore, Turner
et al, have confirmed that French farmers and United Kingdom adults have been
exposed to an almost ubiquitous amounts of DON [3-5]. Due to its toxic properties,
high stability and prevalence, the presence of DON in the food chain represents an
important threat to food safety and therefore represents a health risk for both humans

and animals [6].

Epidemiological studies linking DON exposure to adverse health outcomes in
humans have been reported in China, India, Japan and Korea [7-9]. Human
gastroenteritis with nausea, diarrhea and vomiting are the main symptoms linked to
Fusarium-contaminated foods. In addition to the symptoms described in humans,
DON toxicity in animals is reflected by feed refusal and consequently growth
retardation [10]. At the cellular level, DON has been shown to inhibit protein synthesis
and to modulate immune responses [11]. Therefore, a No Observable Adverse Effect
Level (NOAEL) has been established at 100 ug/kg of bw based on a decrease body
weight gain reported in a 2-year feeding study in mice [12].

Risk assessment approaches to determine a NOAEL are based on physicochemical,
pharmacological and toxicological studies. From a microbiological perspective, the
ingestion of deoxynivalenol also poses a potential risk to human health since
changes in the composition of the human gut microbiota may influence host functions

after oral exposure to food contaminants. These changes could, for example, impair
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colonization resistance that protects the host against pathogen proliferation [13].
Some total diet studies have indicated that dietary exposure through the consumption
of food contaminated by mycotoxins is frequent in many populations [14-18].
Furthermore, results from Wache et al. clearly demonstrated that low doses of DON,
which can typically be found in livestock animal feedstuff, had an impact on the swine
fecal flora [19]. Despite the fact that the intestine is the major site of DON absorption
and the first target of these toxins [20], and the fact that the gastrointestinal tract and
its microbiota represent the first barrier against food contaminants, studies describing
the effect of DON on the intestinal microbiota are limited. In fact, several in vitro
studies have identified intestinal and soil borne bacteria that promote metabolism,
binding or detoxification of DON [21-28]. By contrast, limited data on the impact of
DON or other members of the trichothecene family on intestinal microbiota have been
published [19,29-32]. Data on the detrimental effects of DON on the human gut
microbiota are very limited and therefore, the actual health risk from an oral
contamination is unknown. Thus, the effects of mycotoxins on the human gut

microbiota are clearly an issue that needs to be addressed in further detail.

Using an in vivo approach with a human microbiota-associated rat model (HMA rats),
the aim of the present study was to evaluate the impact of a subchronic NOAEL dose
exposure of DON on the composition of human gut microbiota. The effect of DON
was assessed by monitoring changes in the gut microbiota by real-time PCR (qPCR)

quantification of dominant and subdominant bacterial groups.
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Materials and Methods

Animals

All animal procedures were carried out in strict accordance with the
recommendations of the French Ministry of Agriculture. The protocol was approved
by Anses’s Committee for Ethical Standards and performed in our approved animal
breeding facility (Permit Number: D35-137-26).

Axenic Male Sprague-Dawley rats were obtained from the breeding facility of Charles
River laboratories (Saint Germain sur ['Arbresle, France). Sterile pelleted feed
(SAFE, Scientific Animal Food and Engineering, Augy, France) free of mycotoxin-
contamination and sterile water were provided ad libitum. The 20 rats (8 weeks old,
120-150 g bw) were housed individually in polycarbonate cages in 4 sterile isolators.

Animals were acclimatized for one week.

Human donors

The procedure of feces sampling in humans does not require unusual and invasive
procedures for monitoring and diagnostic, and consequently no ethical permission
was mandatory according to the legislation applicable in France in the article of Act L.
1121-1 of 2012. The volunteers signed a consent form for sample utilization and data

publication.

The fecal inocula were obtained from 4 healthy adult individuals. These volunteers
consumed an unrestricted western-type diet and were not under antibiotic treatment
or taking any other drugs known to influence the fecal microbiota composition for at
least three months prior to sampling. All subjects were free of known metabolic or

gastrointestinal diseases.
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Study design

Transfer of human flora into germ-free rats

Four groups of 5 rats were inoculated with a different fresh human fecal flora. The
human fecal specimens were collected and immediately placed in an anaerobic
atmosphere (GasPak EZ Anaerobe, BD Diagnostic Systems). In the laboratory,
samples were transferred to the Whitley A35 Anaerobic Workstation (AES
CHEMUNEX, Bruz, France) for microbiological preparation. Fecal samples from the
donors were diluted 1/99 (weight/volume) in prereduced Thioglycollate broth with

Resazurine and then given orally to the rats in a volume of 1 ml per rat.
Treatment with deoxynivalenol

After allowing two weeks for microbiota stabilization, 100 pg/kg bw of DON was
administrated daily by gavage to the 4 groups of rats for 4 weeks. Fecal samples
were collected at day 0 before the beginning of the treatment; days 7, 16, 21, and 27
during the treatment; and 10 days after the end of the treatment at day 37. After
collection, they were stored at -80°C and at -20°C untili molecular and

physicochemical analyses respectively.

Chemical reagents

Deoxynivalenol was purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France)
and dissolved in acetonitrile (Sigma-Aldrich) at 1 mg/ml. This solution was stored for
a maximum of 1 year at -18°C. The working solutions were diluted in physiological
saline solution (B. Braun Avitum, Gradignan, France), stored at room temperature
and renewed weekly. Their stability was verified, prior to start the animal
experiments, by dosing a working DON solution stored in isolator for 2 weeks. DON
concentrations were assessed one time, each week, by an in-house developed and
validated High Performance Liquid Chromatography with Ultraviolet detection
(HPLC-UV) method.
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Bacterial strains and growth

Bacterial type strains used for standard genomic DNA were obtained from the
Biological Resource Center of the Institut Pasteur (CRBIP, Paris, France) or Leibniz
Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Germany)

and are presented in table 1.

All strains were inoculated into Tryptic Soy broth, MRS broth and Thioglycollate broth
with Resazurine for aerobic, Lactobacillus acidophilus and other anaerobic bacteria
respectively. Pure cultures were incubated at 37°C in an aerobic or anaerobic
atmosphere (10% H2, 10% CO2, 80% N2). The total number of Colony Forming
Units (CFU) of each culture was determined by plating 100 pl of the appropriate 10-
fold dilution series on Trypticase Soy Agar with 10% Sheep Blood, on MRS Agar and
on Schaedler Agar with Vitamin K1 and 5% Sheep Blood (BD Diagnostic Systems,
Le Pont de Claix, France) for aerobic, Lactobacillus acidophilus and anaerobic

bacteria respectively.

DNA extraction

Genomic DNA from bacterial cultures was extracted using Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Charbonniéres Les Bains, France) according to the
manufacturer’s instructions. Extracted DNA was quantified using a BioSpec-nano

(Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, U.S.A.).

Fecal DNA was extracted from the 200 mg aliquots of feces as described previously
[33].

Oligonucleotide primers and probes

Primers and probes used in this study are presented in table 1. TagMan qPCR was
adapted to quantify the All bacteria system, the Bacteroides/Prevotella, Clostridium
coccoides, Clostridium leptum groups and the genus Bifidobacterium. Real-time
gPCR using SYBR Green was performed for Escherichia coli, the genus
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Enterococcus and the Lactobacillus/Leuconostoc/Pediococcus group. Primer and
probe specificities were previously assessed by Furet et al. [33]. The TagMan probes
were synthesised by Life Technologies (Saint Aubin, France). The primers were

purchased from Sigma Aldrich.

Real-time PCR conditions

PCR was performed in 25 uyl PCR volumes containing 15 pl Power SYBR® Green
PCR Master Mix 2X (Life Technologies) or TagMan Universal PCR 2 (Life
Technologies), 0.20 yM of each primer, 0.25 yM of each probe and 10 pl of template
DNA at the appropriate dilution (inhibition testing section). Natural Multiplate™ Low-
Profile 96-Well Unskirted PCR Plates and a Chromo4 LightCycler were used (Bio-
rad, Marnes-La-Coquette, France). The cycling program included a 10 min incubation
at 95°C followed by 40 cycles consisting of 95°C for 30 s, 60°C for 1 min. For SYBR-
Green® amplifications, to improve amplification specificity, a melting curve analysis
of the PCR products was performed by ramping the temperature to 95°C for 10 s and
back to 50°C for 15 s followed by incremental increases of 0.5°C/s up to 95°C. The
cycle threshold (Ct), i.e. the number of PCR cycles necessary to reach the threshold
fluorescence level, was manually determined for each run by the user. All the

samples were analysed in duplicate.

PCR Setup Controls

Multiple Non Template Controls (NTC) were included in every assay and

amplification of all NTC wells invalidated the entire gPCR run, leading to a repeat run.

Generation of standard curves

Genomic DNA from the different type strains was used to prepare ten-fold dilution
series from 0.1 logo to 8 logio CFU equivalent. Sterile water (15 pl) was used as a
negative control. A standard curve for each type strain was generated by plotting the

Ct against the logarithm of bacterial quantity (log1o CFU equivalent) for each run.
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Inhibition Testing

The TagMan® Exogenous Internal Positive Control Reagents kit (Life Technologies)
was used as an exogenous amplification control to check the appropriate dilution
used in real-time PCR [34]. This IPC inhibition assay comprises a control qPCR
assay in which the IPC DNA is the only amplifiable target performed in the presence
of water. This generates a reference Ct value for the IPC amplicon, characteristic of
an uninhibited assay. If the water is substituted with DNA from a sample, a shift of
greater than one cycle, to a higher Ct and reduced amplification efficiency indicates
the presence of PCR inhibitors in the sample. Each gPCR reaction comprised 1X
TagMan Universal PCR 2, 1X Exo IPC Mix, and 5 pl of diluted sample extract or
water. Thermal cycling conditions were 1 cycle of 95°C for 3 min, followed by 40
cycles of 95°C for 30 s, 60°C for 1 min.

Determination of DON concentrations in feces

Concentrations of DON and its main metabolite deepoxy-deoxynivalenol (DOM-1) in
feces from donors and rats were analysed by an adapted method from Sgrensen and
Elbeek (2005) using a Liquid Chromatography coupled with tandem Mass
Spectrometry (LC-MS/MS) (Laboratory LDA 22, Ploufragan, France) [35].

Data normalization

To overcome the fact that fecal samples may contain more or less water,
normalization was done by subtracting the log1g CFU/g obtained for the "all bacteria"
group from the logyy CFU/g for the other bacterial groups [33,36]. The data are
presented as the mean of normalized logo value + standard deviation of colony-

forming unit equivalent per gram of fresh feces (log1o CFU/Q).

Statistics

Statistical analysis was performed with SYSTAT V.13 (Systat Software, Chicago,

USA). Bacterial levels were compared using the analysis of variance (ANOVA)
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followed by Dunnett's Multiple Comparison test to compare each sampling time
during and after the treatment to the sampling time before the treatment (control).
DON concentrations in feces were compared using the analysis of variance

(ANOVA). P values <0.05 were considered statistically significant.
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Results

Evaluation of the qPCR performances

PCR efficiencies were calculated from the slopes of the log-linear portion of the
standard curves that were run in each plate. The efficiency range was 82-111%
corresponding to good amplification efficiency. The dynamic range covered at least 5
log1p concentrations of magnitude, and included the expected interval for the target

nucleic acids to be quantified.

We assessed the presence of inhibitors in the DNA samples that could interfere with
the following gqPCR method. One third of the DNA extracts from fecal samples were
included in the inhibition assay and results indicated that no inhibition was present in
these samples diluted at 10 and 10°°. In contrast, results from samples diluted at 10
3 showed shifts of more than 1 Ct with respect to the reference Ct value, indicative of
the presence of PCR inhibitors in these samples. DNA extracts were therefore used

at the appropriate dilution of 10™.

The limit of quantification was 6 logiyg CFU/g, corresponding to the lowest value

quantified in the fecal samples with good repeatability (< 0.5 Ct).

Establishment of the human gut microbiota in human microbiota-associated

rats

Figure 1 presents the fecal concentration levels for dominant and subdominant
bacterial groups in the HMA rats after 2 weeks of stabilization and the corresponding
human donors. With  the exception of bifidobacteria and the
Lactobacillus/Leuconostoc/Pediococcus  group, all other groups showed
concentrations in rat feces close to their concentrations in human feces. These
bacteria from human donors established very well in the rat gut tract, in contrast to
bifidobacteria and the Lactobacillus/Leuconostoc/Pediococcus group which were

below the limit of detection of 5.46 and 5.03 logio CFU/g respectively. Our results
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indicate that these bacterial groups established in rats at lower levels than the

inoculating bacterial community from the human donors.

DON concentrations in feces

DON concentrations in donors’ feces were below the limit of detection (3 ug/kg of

feces).

In rats, fecal samples from each rat housed in the same isolator were pooled at days
16 and 27. Fecal DON concentrations for each isolator, and for each sampling time,
ranged from 240 to 360 ug/kg of feces. Differences in DON concentrations between
isolators or sampling time were not significant. Therefore, an overall mean of DON

was estimated at 284.4 + 45.8 ug/kg of feces between day 16 and 27.

DOM-1 was not detected in fecal samples of rats (limit of detection: 3 ug/kg of feces).

Changes of the gut microbiota in response to DON treatment

Table 2 shows a general overview of the evolution over time of the bacterial groups
targeted for each isolator. Despite a different intestinal microbiota in each isolator,
similar trends were generally observed for the dominant and subdominant groups

targeted in the feces of the humanized rats.

During oral DON exposure, a significant increase of 0.5 logo was observed for the
Bacteroides/Prevotella group during the first 3 weeks of administration in isolators I,
[l and IV (P<0.01). Concentrations returned to basal levels similar to that of the

control at DO before the end of the treatment, indicating a transient effect (figure 2).

Concentrations of bifidobacteria and the Lactobacillus/Leuconostoc/Pediococcus
group remained below the limit of detection of 5.46 and 5.03 log1o CFU/g respectively

in all DNA extracts. DON seemed to have no effect on these bacterial groups.
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During the experimental period, large interindividual fluctuations with SDs higher than
0.5 logiy CFU/g were observed in the Enterococcus and Clostridium coccoides

groups.

The Clostridium leptum group did not seem to be affected by deoxynivalenol, and
remained stable in 3 of the 4 isolators. However, in isolator lll, a significant increase
of 0.3 log1o CFU/g was observed at days 16 and 21 of the treatment (P<0.05).

With the exception of isolator Ill where Escherichia coli was not detected,
concentrations of this species decreased at day 27 i.e. the end of the DON treatment.
This decrease (0.9 logio CFU/g) was significant for isolators | and Il (P<0.001). This

drop remained stable until the end of the experiment.

139



Article 3

Discussion

In this study, we investigated the effect of an oral subchronic exposure of DON at
NOAEL on the intestinal microbiota balance. To the best of our knowledge, this study
is the first to analyze the impact of DON on the human intestinal microbiota by real-
time PCR in HMA rats.

To avoid ethical issues and long monitoring periods, HMA rodents are widely used to
evaluate the effect of contaminants or to elucidate whether the gut commensal
microbiota is important for human health [13,37,38]. In our study, 5 of 7 dominant
(Bacteroides/Prevotella, Clostridium coccoides, Clostridium leptum, bifidobacteria)
and subdominant (Escherichia coli, Lactobacillus/Leuconostoc/Pediococcus
Enterococcus) bacterial groups of human gut microbiota could be successfully
established in the germ free rats at levels comparable to the human donors i.e.
Bacteroides/Prevotella, Clostridium coccoides and Clostridium leptum groups,
Escherichia coli and genus Enterococcus. However, bifidobacteria and the
Lactobacillus/Leuconostoc/Pediococcus group were not detected in our experimental
conditions. Several studies have previously shown that these bacteria coming from
humans decreased in germ free rodents after inoculation, reaching undetectable
levels in fecal samples of animals [39-42]. Nevertheless, these results demonstrate
that the established bacterial community of the feces recipient rats remains similar to
the inoculating bacterial community of the human donors. These studies confirm that
this animal model is relevant for exploring the effect of food contaminants on the

human gut microbiota.

Interactions between bacteria and deoxynivalenol have been demonstrated in
several in vitro studies dealing with mycotoxin-transforming microorganisms. Several
studies have reported transformation of deoxynivalenol by microorganisms from a
variety of environmental samples including field soils, wheat leaves and animal gut
contents [27,28,43-46]. This has been assessed with success for potential

applications in detoxifying mycotoxins in contaminated food and feed [47]. For
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example, lactic acid bacteria strains have the ability to remove DON in vitro by
adsorption of the mycotoxin by the cell wall [48,49]. This specific binding of DON was
able to restrict the consequences of DON on Caco-2 as was shown by Turner et al.
with the strain Lactobacillus rhamnosus [50]. Eubacterium sp. is also beneficial in
counteracting the toxicity of DON in broilers through the deepoxidization of the
mycotoxin in contaminated diets [51]. These observations demonstrate clear
interactions between DON and bacteria, which could have impacts on both the
bacteria and DON levels. DON absorption is incomplete in the intestine with a
bioavailability of about 54% in pigs [52] and 50% in conventional rats (personal data),
suggesting that a fraction of ingested DON reaches the colon. This suggestion has
been confirmed by Nagl et al. in rats, who observed that about 4% of the
administered dose of DON were recovered in the feces of animals [53].The quantity
of DON that was found in the feces of HMA rats during the treatment suggests that
this food contaminant could potentially influence gut microbiota. Indeed, in our study,
the significant increase of the Bacteroides/Prevotella group and the significant
decrease of Escherichia coli indicate that DON at the NOAEL (100 pg/kg bw) could
induce biological effects on the dynamic of the humanized gut microbiota. Our
findings are in accordance with Waché et al. who showed changes in the gut
microbiota composition of pigs fed with diet naturally contaminated with DON (136
Mg/kg bw) [19]. However, these authors reported, using selective media, an increase
of aerobic mesophilic bacteria and a decrease of anaerobic sulfite-reducing bacteria
during DON treatment [19], which is not consistent with our findings. This difference
could be due to the method used to quantify the bacterial population. Indeed, unlike
culture-dependent methods, qPCR quantifies all targeted bacteria irrespective of the
state (cultivable, viable non-cultivable, non-cultivable and dead bacteria) while
conventional microbiological methods only identifies cultivable bacteria (estimated at
<30% of the gut microbiota) [54]. In addition, their experimental animal model was

the swine where the indigenous gut bacteria are different from those of humans.

In this study, we observed the significant increase of the Bacteroides/Prevotella

group. In Human, this shift may be associated to diseases as reviewed by Clemente
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et al. [55]. For example, individuals with Crohn’s disease or celiac diseases exhibited

a higher abundance of Bacteroides than healthy individuals [56,57].

With the gut microbiota dysbiosis observed in this study, it could be hypothesized that
DON may promote the passage of pathogenic micro-organisms present in food and
water across the intestinal epithelium. These effects represent a potential health
threat as they could contribute to an increase in bacterial infections in animals or
humans exposed to DON. This has already been observed by Oswald et al. in piglets
treated with fumonisin B1 [31], where mycotoxin treatment was associated with an
increased bacterial colonization by pathogenic Escherichia coli in the intestine of

animals.

In addition, DON is known to induce proinflammatory responses in experimental
animals [58]. In vivo and in vitro studies have also shown that immune cells (including
macrophages, B and T lymphocytes and natural killer cells) are very sensitive to
DON [59,60]. DON may therefore contribute to modulate infectious diseases through

alterations in immune function.

Although this study and others [19,30] have shown a potential hazard of mycotoxins
on the gut microbiota, the NOAEL of these food contaminants is established only on
toxicological data. The International Cooperation on Harmonization of Technical
Requirements for Veterinary Medicinal Products (VICH) provides a general approach
to establishing a microbiological acceptable daily intake (http://www.vichsec.org) to
evaluate the safety of residues of veterinary drugs in animal-derived foods for
humans. This approach used for veterinary drugs could be extended to mycotoxins

which are prevalent food contaminants.
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Conclusions

In conclusion, this study provides data that could help to determine the public health

risk of deoxynivalenol on the human gut microbiota.

On one hand, using qPCR we have identified particular genera in human gut
microbiota whose concentrations vary after DON exposure at the NOAEL dose. As
this effect could have consequences for human health, further investigation would be
interesting. Therefore, in order to improve risk assessment in humans, studies on the
different functions of the gut microbiota could be performed (barrier effect, enzymatic
activities, metabolic profiles) after exposure to DON. Moreover, co-occurrence of
mycotoxins is widespread and mycotoxins can be released from their masked forms;
therefore, experiments with combinations of mycotoxins and their different forms are

necessary and complementary to our study.

On the other hand, we have demonstrated that the NOAEL established for
deoxynivalenol based on a toxicological study can have, nonetheless, a
microbiologically significant effect by modifying the gut microbiota. Therefore, we
suggest that the investigation of the influence of low concentration of mycotoxins on

human gut microbiota as a part of the risk assessment process.

Overall, the findings from this investigation could serve as a template for future

impact studies of food contaminants on the human gut microbiota.
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Figure 1. Fecal concentrations of each target bacterial group of the HMA rats and

in donors.

(A) Isolator I; (B) Isolator Il; (C) Isolator Ill; (D) Isolator IV; Results obtained by
gPCR were expressed as the mean of the log10 value (for rats n=5 except for
isolator IV where n=4; for humans n=2 repetitions) of CFU/g. Bact-Prev: Bacteroides-
Prevotella group; C. cocco: Clostridium coccoides group; C. lep: Clostridium leptum
group; Bifid: Genus Bifidobacterium; Entero: Genus Enterococcus; E. coli
Escherichia coli; Lac-Leu-Ped: Lactobacillus-Leuconostoc-Pediococcus group; LOD:

limit of detection.
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Figure 2. Time course evolution of Bacteroides-Prevotella normalized
concentrations in the 4 isolators during the experimental period.

For the different bacterial groups, results were expressed as the mean of
normalized log10 value (n=5 except for isolator IV where n=4) + standard deviation of

CFU/g.* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.
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Table 1. Target organisms, type strains, oligonucleotide primers and probes used in

this assay.

Target organism Type strain Primer and probe Sequence 5’ -3’ References

All bacteria Escherichia coli CIP 54.8 F_Bact 1369 CGGTGAATACGTTCCCGG [33]
R_Prok 1492 TACGGCTACCTTGTTACGACTT
P_TM1389F 6FAM-CTTGTACACACCGCCCGTC

Bacteroides/Prevotella group Bacteroides fragilis CIP 77.16 F_Bacter 11 CCTWCGATGGATAGGGGTT [33]
F_Bacter 08 CACGCTACTTGGCTGGTTCAG
P_Bac303 VIC-AAGGTCCCCCACATTG

Clostridium coccoides group Blautia coccoides DSM-935 F_Ccoc 07 GACGCCGCGTGAAGGA [33]
R_Ccoc 14 AGCCCCAGCCTTTCACATC
P_Erec482 VIC-CGGTACCTGACTAAGAAG

Clostridium leptum group Clostridium leptum DSM-753 F_Clept 09 CCTTCCGTGCCGSAGTTA [33]
R_Clept 08 GAATTAAACCACATACTCCACTGCTT
P_Clep 01 6FAM-CACAATAAGTAATCCACC

Genus Bifidobacterium Bifidobacterium adolescentis CIP 64.59 F_Bifid 09¢ CGGGTGAGTAATGCGTGACC [33]
R_Bifid 06 TGATAGGACGCGACCCCA
P_Bifid 6FAM-CTCCTGGAAACGGGTG

Genus Enterococcus Enterococcus faecium CIP 103014 F_Entero CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT [61]
R_Entero ACTCGTTGTACTTCCCATTGT

Escherichia coli Escherichia coli CIP 54.8 E.coli F CATGCCGCGTGTATGAAGAA [62]
E.coliR CGGGTAACGTCAATGAGCAAA

L bacillus/L toc group Lactobacillus acidophilus DSM-20079 F_Lacto 05 AGCAGTAGGGAATCTTCCA [33]
R_Lacto 04 CGCCACTGGTGTTCYTCCATATA
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Article 3

Treatment (days)

Before During After
Isolator Target organism 0 7 16 21 27 37
ISO | All bacteria 11.07+0.14  10.77+0.18 10.82 + 0.09 10.77 £ 0.26 11.18 + 0.08 11.10£0.17
Bact-Prev -128+015  -0.91x0.11*  -0.79+0.04**  -0.88+0.24*  -1.24+0.12 -1.25+0.19
C. cocco -1.76+£0.30  -1.46+0.33 -1.39+0.44 -2.04 £ 0.69 -2.03+0.36 -1.89£0.78
C.lep -0.82+0.05 -0.68x0.17 -0.69 + 0.04 -0.87 £0.26 -0.94 +0.09 -1.02 £ 0.07
Bifid <LOD? <LOD? < LOD? < LOD? < LoD? < LoD?
Entero -3.81+0.79  -4.14+024 -4.15 + 0.55 -4.72 +0.80 -4.89 £ 0.36 -4.85 +0.88
E. coli -3.84+030 -3.60+0.10 -3.74+0.27 -3.97 £0.32 -4.94 + 0.15**  -4.57 + 0.31***
Lac-Leu-Ped <LOD® <LOoD® <LOoD® <LoD® <LOD® <LOD®
ISOIl Al bacteria 10.94+0.10  10.75+0.10 10.74 £ 0.12 10.75 £ 0.07 11.09 + 0.05 11.10£0.13
Bact-Prev -1.01+0.18  -0.74+0.11*  -0.69+0.09*  -0.84+0.13 -1.09 £ 0.08 -1.22 £ 0.12*
C. cocco -165+015  -1.56+0.25 -1.48 £0.32 -1.71£0.42 -1.97+0.25 2.18 £0.13*
C.lep 0.90£021  -0.85%0.11 -0.98 + 0.06 -1.02 £ 0.09 -0.95 +0.11 -0.96 + 0.14
Bifid <LOD? <LOD? < LOD? < LOD? < LoD? < LOD?
Entero -413+0.88  -4.22+0.60 -4.81+0.50 -4.79 + 87 -4.83 +0.71 -5.01 £ 0.44
E. coli -3.44+048  -3.26+0.16 -3.58 +0.16 -3.69 + 0.40 -4.35+0.41%** 438 +0.10**
Lac-Leu-Ped -313+1.20 -3.32%1.12 -3.45 + 1.31 -3.16 £ 1.67 -3.56 £ 1.23 -3.65+1.22
ISO Il All bacteria 11.22+0.17  10.68 +0.20 10.74 £ 0.15 10.66 £ 0.13 11.30£0.15 11.28 + 0.11
Bact-Prev -1.61+£020  -1.08+025  -1.09+0.11**  -1.08+0.14**  1.44+0.20 -1.51+0.16
C. cocco 2.06+0.39 -2.010.30 -1.82 +0.55 -1.81£0.50 -1.91+0.55 2.41£0.23
C.lep 045+016  -0.21£0.15 -0.15+0.10* -0.18 £ 0.12* -0.42 +0.20 -0.35+0.11
Bifid <LOD? <LOD? <LOD? <LOD? <LOD? <LOD?
Entero 4124048  -4.27+062 -4.32+0.72 414 £0.77 -4.00 +0.38 -4.71+0.27
E. coli <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Lac-Leu-Ped <LOD" < LoD’ < LoD’ <LOoDP <LOD" <LOD"
ISOIV Al bacteria 11.07 +0.14  10.63 + 0.06 10.63+0.15 10.65 + 0.11 11.10 £ 0.13 11.20 +0.08
Bact-Prev -0.90+0.09  -0.30+0.16"*  -0.30+0.18"*  -0.20+0.11**  .0.72+0.16 -0.83 £0.14
C. cocco -1.54+023  -0.77+047 -1.19 + 0.63 -1.20 £ 0.64 -1.56 + 0.44 -1.27 £ 0.36
C.lep 1124018  -0.67+0.24 -0.75 +0.36 -0.74 £0.25 -1.05+0.28 -1.12£0.14
Bifid <LOD? <LOD? <LOD? <LOD? <LOD? <LOD?
Entero -3.87+0.60  -3.86%0.29 -4.05 + 0.50 -3.36 + 0.20 -4.25+0.71 -3.79 £ 0.47
E. coli -366+0.54  -3.31+0.28 -3.59+0.24 -3.46 £ 0.24 -4.03 £ 0.49 -3.93+0.15
Lac-Leu-Ped <LOD" <LOoD" <LOoD" <LOoD" <LOD" <LOD"

Results obtained by qPCR were expressed for all bacteria as the mean of the log+o value (n=5 except for isolator IV where n=4)
+ standard deviation of CFU/g. Normalization was done by subtracting the logi, CFU/g obtained for the "all bacteria" group from
the log1o CFU/g for the other bacterial groups. Results were expressed for the different bacterial groups as the mean of
normalized logio value (n=5 except for isolator IV where n=4) + standard deviation of CFU/g. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.
(a) Bifid LOD = 5.46 logso CFU/g; (b) Lac-Leu-Ped LOD = 5.03 log1y CFU/g; Bact-Prev: Bacteroides-Prevotella group; C. cocco:
Clostridium coccoides group; C. lep: Clostridium leptum group; Bifid: Genus Bifidobacterium; Entero: Genus Enterococcus; E.
coli: Escherichia coli; Lac-Leu-Ped: Lactobacillus-Leuconostoc-Pediococcus group.
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Tableau 9 : Avantages et inconvénients des modéles expérimentaux utilisés au cours
de la thése dans le cadre de I'évaluation de I'impact du DON sur le microbiote
intestinal humain.

Modéle expérimental Avantages Inconvénients

-Forte biodisponibilité (70%)
comparée au rat (47%)
-Sensibilité a la NOAEL
-Physiologie cardiovasculaire -Microbiote intestinal différent de
Porc conventionnel .
proche de celle de ’'Homme celui de ’THomme
-Microbiote intestinal
potentiellement capable de
dégrader le DON
-Microbiote intestinal différent de
-Utilisation en toxicologie et en
) celui de 'THomme
cinétique
Rat conventionnel ) o o -Microbiote intestinal
-Faible biodisponibilité (47%)

. potentiellement capable de
comparée au porc (70%)

dégrader le DON
-Microbiote intestinal proche de
Rat a flore humanisée celui de Homme -Etudes cinétiques fastidieuses et
-Faible biodisponibilité probable (cf  onéreuses

rat conventionnel)

@{ Autres groupes bactériens

validation Plusieurs espéces au sein d'un groupe

{ Dosage du DON () F&ges de rats

- Définition de la NOAEL microbiologigue du DON
Métabolisme O Dosage par spectrométie de masse des AGCC

Etude fonctionnelle @{
Protection contre les pathogénes ©F Challenge infection

ftude d'impact & Etude spécifique d'une bactérie d'intérét ©F Ll rauenitall

Perspectives

| Etude complémentaire O Sequencage haut debit / tgtagenamious.

Blogides
» : v 1 < . X Multi-exposition
Evaluation d'autres contaminants alimentaires 9{:Mycotoxmes seules/mixtes "Effet cocktail"

Mogdélisation PK/PB.
tude cinétique &

Localisation 1ére absorption (porc)

Détermination de la double
absorption chez le rat

Figure 17 : Perspectives aux travaux de thése.
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Le risque toxicologique associé a une exposition au déoxynivalénol est bien
caractérisé. Mais malgré les efforts de recherche pour caractériser les multiples
aspects de I'impact d’'une contamination par le DON, il y avait une insuffisance d’un
point de vue risque bactériologique. En effet, alors que de nombreuses observations
montraient la présence du DON dans le tractus intestinal et I'existence d’interactions
entre le DON et les bactéries, les questions concernant son impact sur le MIH
n‘avaient été que trés peu abordées. L'objectif de la thése s’inscrivait donc dans une
démarche d’approfondissement des connaissances sur I'impact d’'une contamination

en DON sur le microbiote intestinal humain.

Dans un premier temps, dans le cadre de I'évaluation du risque associé au DON,
nous avons déterminé, lors d’études de cinétique, le devenir de ce contaminant chez
le rat (modéle expérimental utilisé en toxicologie) et chez le porc (modéle
expérimental se rapprochant le plus de 'Homme d’'un point de vue physiologique).
Ces études ont mis en évidence des différences de paramétres cinétiques chez ces
2 modéles mettant ainsi en lumiére un certain nombre d’avantages et d’'inconvénients
selon les objectifs des études (tableau 9). Un des paramétres majeurs a caractériser
lors d’'une exposition par voie orale est la biodiponibilite. Pour le DON, la
biodisponiblité est de 70% chez le porc et de 47% chez le rat, cette différence
implique que le porc semble étre un modeéle plus adéquat pour confirmer la NOAEL
vis-a-vis des effets toxicologiques indésirables. En revanche, dans le cas d’'une étude
d’impact sur le microbiote intestinal, le rat semble étre un modeéle plus approprié
puisque la biodisponibilité est plus faible, le DON se retrouve en plus grande quantité

dans le tractus digestif et exerce une pression plus forte sur le microbiote.

Nous avons également observé et mis en évidence pour la premiére fois un
processus de double absorption du DON chez le porc. D’un point de vue cinétique,
pour compléter notre étude, il pourrait étre intéressant de localiser précisément
(estomac ou premiére partie de l'intestin) le site de la premiére absorption (figure 17).
Il conviendrait d’approfondir la cinétique chez le rat conventionnel avec un nombre
d’échéances plus important en début de cinétique afin de vérifier si cette double

absorption est également présente.
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La maitrise des cinétiques chez deux espéces devrait permettre d’établir un
modeéle pharmacocinétique basé sur la physiologie (PB/PK), approche recommandée
dans l'analyse de risque [231, 232]. L'intérét de ce type de modéle est de pouvoir
simuler et prédire sur la base des connaissances physiologiques et des niveaux
d’exposition, les concentrations de DON qui pourraient étre atteintes chez ’'Homme
comme cela a été réalisé pour d’autres contaminants comme les pesticides [233].
Ces simulations pourraient étre corrobées par des études épidémiologiques sur des

populations a risque comme les enfants.

Dans un second temps, afin de garantir la fiabilité des résultats fournis par les
analyses moléculaires, nous avons suivi une procédure de validation statistique de la
gPCR. Cette validation a été réalisée sur 4 espéces bactériennes cibles ayant des
différences caractéristiques pouvant influencer la méthode. Ces caractéristiques
concernaient la paroi bactérienne dont la nature pouvait influencer [I'étape
d’extraction et la technologie de fluorescence qui pouvait modifier I'étape
d’amplification. Pour compléter la démarche, il conviendrait de valider tous les
groupes bactériens ciblés, et de tester la variabilité inter espéces au sein des
différents taxa, en augmentant le nombre d'espéces bactériennes testées pour

chaque groupe cible (figure 17).

Lors de I'étude d’'impact bactériologique du DON, les concentrations bactériennes
dans les feces de rats a flore humanisée ont été déduites par PCR en temps réel.
Cette technique nous a permis de mettre en évidence des effets significatifs du DON
sur 'abondance de certains groupes bactériens du MIH. Cette mycotoxine semble
favoriser dans le cadre de notre étude, la croissance du groupe bactérien
Bacteroides/Prevotella. Hors, ce groupe est impliqué dans le métabolisme des acides
gras a chaine courte. |l serait donc intéressant de doser ces composés afin de
comparer leur évolution a celle des bactéries productrices (figure 17). Il pourrait étre
envisagé également d’approfondir et de caractériser ces changements a l'aide de
techniques moléculaires beaucoup plus sophistiquées telles que le
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Step 1. Are residues microbiological active against representatives
of the human intestinal tlora

No =

v Yes

Step 2. Do residues enter the human colon?
u
No =
V¥ Yes
Step 3. Do the residues entering the human
colon remain microbiologically active?

No =

v Yes

Step 4. Assess whether there is any scientific
justification to eliminate the need for not testing
either one or both endpoints of concern.

%
+ Yes

Step 5. Determine the NOAECs/NOAELSs
Any “no” answer will result in for the endpoint (s) of concern as

“No need to establish mADI” established in step. The most appropriate

NOAEC/NOAEL is used to determine the

Endpoints of Concern:
1.  Disruption of the colonization barrier.
2. Increase in the population of resistant bacteria in the human colon.

Figure 18 : Approche conceptuelle pour déterminer une dose microbiologique
journaliére admissible adaptée de la directive GL36 du VICH [234].
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séquencage a haut débit. Cette technique pourra fournir des informations
complémentaires aussi bien sur 'abondance des bactéries que sur la diversité de
'écosystéme bactérien intestinal. En effet, bien que lI'abondance des groupes
bactériens ciblés ne soit pas modifiée, il est possible que la diversité ait changé au
sein de ces mémes groupes, modifiant les espéces bactériennes participant aux
fonctions de barriére de la flore. Cette fonctionnalité du microbiote pourrait étre
évaluée en comparant la cinétique d’élimination d’'une bactérie exogéne, inoculée a

des animaux MIH traités ou non avec du DON.

Par la suite, il serait pertinent de surveiller, des espéces bactériennes reconnues
pour leurs effets bénéfiques chez 'lHomme. Par exemple, Sokol et ses collaborateurs
(2008) ont identifié que Faecalibacterium prausnitzii, une bactérie intestinale, exercait
des effets anti-inflammatoires au niveau du tube digestif [229]. Sa faible prévalence
dans de nombreux troubles intestinaux, en particulier chez les patients atteints de
MICI, suggere un role potentiel dans I'homéostasie intestinale. Son role dans la santé
a été détaillé et il a été proposé de surveiller 'abondance de cette bactérie comme

bioindicateur de 'homéostasie intestinale [235].

Dans cette étude, nous avons démontré que la NOAEL toxicologique peut avoir un
effet microbiologique significatif sur la composition du MIH. La NOAEL retenue,
basée sur des résultats d’études toxicologiques, n'‘est donc pas sans effet sur
I'organisme et la définition d’'une NOAEL microbiologique semble nécessaire dans le
cas du DON. Cette démarche existe déja au sein de la directive GL36 établie par la
Coopération internationale sur I'harmonisation des exigences techniques applicables
a l'enregistrement des médicaments vétérinaires (VICH) (figure 18). Celle-ci propose
en effet d’évaluer I'effet des résidus de médicaments vétérinaires antimicrobiens sur
le MIH, pour déterminer une dose microbiologique journaliere admissible
(microbiological acceptable daily intake, mADI). Cette démarche pourrait étre
appliquée a l'ensemble des contaminants alimentaires et, au vue de nos
constatations, nous suggérons plus généralement que l'effet des contaminants
alimentaires sur le MIH fasse partie intégrante du processus d'évaluation des

risques.

157



Discussion et Perspectives

Figure 19 : Formes masquées du déoxynivalénol. DON : déoxynivalénol, 3-A-DON : 3 acétyl
DON, 15-A-DON : 15 acétyl DON, D3G : DON-3-glucoside. O Groupement principal responsable de la toxicité ;
Groupement ajouté.

Tableau 10 : Etudes in vitro et in vivo mettant en évidence la transformation du D3G
en DON.

Expériences Modeéle animal ou bactéries utilisés Résultats Références
In vivo Porc Hydrolyse du 3-A-DON en [66]
DON
in vitro Bactéries intestinales (poulet) Hydrolyse du 3-A-DON et [114]
du 15-A-DON en DON
in vitro Lactobacillus, Enterococcus, Hydrolyse du D3G en DON [236]
Enterobacter et Bifidobacterium
(intestin)
In vivo Rat Hydrolyse du D3G en DON [237]
In vitro Microbiote intestinal humain Hydrolyse du D3G en DON [68]
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Récemment, un probléme émergent mis en avant, est le risque lié aux formes «
masquées » du DON représentées dans la figure 19 [238]. Ces formes sont dites
masquées car les dérivés formés sont indétectables par les techniques d'analyses
classiquement utilisées pour le contrdle et la surveillance des mycotoxines. Ces
formes masquées par des groupements acétylés ou glycosylés sont produites par la
plante infectée (mécanisme de défense) ou par le champignon [239-241]. L'étude de
I'alimentation totale (EAT 2) réalisée sur le territoire frangais en 2012 a établi que les
dérivés acétylés représentent entre 0.1 et 10% de I'exposition moyenne au DON.
Une étude récente a également montré que tous les échantillons de céréales
contaminés par le DON contenaient également la forme glycosylée du DON (DON-3-
glucoside, D3G) a des niveaux variant de 5 a 46% des teneurs en DON dans le mais
et le blé [242]. Plusieurs auteurs ont montré que sous I'action de certaines enzymes
bactériennes, ces dérivés du DON pouvaient générer la molécule parent aussi bien
en conditions in vitro qu’in vivo comme le résume le tableau 10. Cette capacité de
libérer le DON est également retrouvé dans le microbiote intestinal humain, celui-ci
étant capable d'hydrolyser le D3G trés rapidement, avec en moyenne 80% de D3G
hydrolysé aprés 4 h d'incubation [68]. D’aprés ces observations, le microbiote
intestinal humain pourrait donc étre exposé a des quantités de DON supérieure a
celles estimées (figure 20). Par conséquent, les formes acétylées et glycosylées du
DON devraient étre prises en considération lors de la prochaine évaluation du risque

associé a cette mycotoxine.

Pour conclure, la démarche utilisée au cours de cette thése pourrait étre élargie a
d’autres types de contaminants alimentaires d'origines anthropique ou naturelle
(mycotoxines, biocides, nanoparticules, ...). Il conviendrait également d’étudier les
interactions entre ces différents contaminants ainsi que leur co-occurrence afin

d’évaluer les risques de multi-expositions.
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Contamination orale
D3G DON A-DON

Intestin Circulation
sanguine
Foie r
DONGIu >
—> DON / —_—
—> DOM >
I
v
——> Dé-époxydation E)_(C"é.tion
Excrétion fécale —> Glucuronidation urinaire

Cycle entéro-hépatique
—> Dé-acétylation
Déglycosylation

Figure 20 : Métabolisme du déoxynivalénol et de ses formes masquées dans

'organisme aprés une ingestion par voie orale. DON: déoxynivalénol, DOM : dé-époxy
déoxynivalénol, DONGIu : DON glucuronide, D3G : DON-3-glucoside, A-DON : dérivés acétylés du DON. En
rouges les formes masquées du DON.
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anses Q

Rapport sur la démarche qualité appliquée aux travaux realisés
dans le cadre de la thése universitaire DON-FIH - Impact des
mycotoxines sur le microbiote intestinal humain : cas
particulier du déoxynivalénol

Doctorant : Manuel Saint-Cyr
Direction de thése : Michel Laurentie
Chef de projet : Agnés Perrin-Guyomard

Responsable Qualité : Mickaél Perrin
Responsable Qualité Adjointe : Nathalie Cadieu

Début de thése : Janvier 2010

Unité d’accueil : UPP et AB2R (a partir de 01/07/2012, suite réorganisation du
laboratoire)
Ecole doctorale : VAS — Vie Agro Santé, Rennes

Préambule
Le présent rapport est établi conformément a la Charte des Théses de I’Anses,

Les travaux de thése doivent s’intégrer dans le systéeme de management de la qualité en recherche en place au
sein de I'entité. Le management de la qualité en recherche permet de garantir la bonne conduite de la
recherche et ainsi de donner confiance dans les résultats de la recherche.

A ce titre, le doctorant accepte d’effectuer ses expériences et manipulations conformément aux méthodes
contenues dans le manuel de la qualité du laboratoire dont il a pris connaissance. Le doctorant accepte qu’un
audit qualité ait lieu au cours de son travail ainsi qu’il y ait éventuellement un audit qualité a la fin de son
travail, préliminaire a la rédaction du bilan qualité de la these par le responsable qualité de I’entité et qui devra
accompagner son mémoire de thése. D’autre part, le doctorant accepte qu’une fois par an ait lieu un bilan
qualité de son travail dont les conclusions pourront comporter des suggestions d’amélioration.

L’entité d’accueil du doctorant s’engage a prendre en charge et assurer la formation qualité de
I'étudiant et a mettre a sa disposition toute la documentation qualité dont il a besoin.
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1. Systéme de management de la qualité du Laboratoire Anses de Fougéres

Construit et reconnu depuis 1994, le systéeme qualité du Laboratoire de Fougéres a
pour objectif de démontrer la compétence du laboratoire pour ces activités
d’analyses et d’organisation d’essai d’aptitude. Pour cela, il est accrédité par le
COFRAC selon les référentiels :

- NF EN ISO CEI 17025" pour ses activités analytiques sur I'identification et/ou la
quantification de résidus de médicaments vétérinaires par voie microbiologique et/ou
chimique

- NF EN ISO CEI 170432 pour ses activités d’organisation d’essais d’aptitude dans le
domaine des résidus de médicaments vétérinaires.

Dans la perspective de fiabiliser les données générées et exploitées dans le cadre
de travaux de recherche (donc hors périmétre d’accréditation), le laboratoire a élargi,
en 2009, le champ d’application de son systéeme de management de la qualité a la
recherche. Il s’est basé sur un référentiel interne Anses relatif au management des
activités de recherche et de développement expérimental, adapté de la norme
ANSI/ASQ/Z1.13-1999°,

Le systtme de management de la qualité du laboratoire s’appuie sur un manuel
qualité reprenant des dispositions générales d’ordre organisationnel et technique
ainsi qu’'une procédure de gestion de projet. D’application générale, les prescriptions
décrites dans ces documents sont complétées par des plans qualité et procédures
spécifiques a certaines activités du laboratoire telles que recherche, développement-
validation de méthodes, organisation d’essai d’aptitude, expérimentation animale....

2. Systéme de management de la qualité du laboratoire appliqué aux travaux de
la thése

Par l'organisation décrite précédemment, les dispositions relatives au personnel
(formation, qualification...), aux installations, aux équipements (maintenance,
métrologie...), aux approvisionnements, aux méthodes, a la gestion des données
ainsi qu’au management de la qualité (documentation, audits internes, travaux non
conformes...) viennent en appui aux travaux réalisés dans le cadre de la thése
« DON-FIH - Impact des mycotoxines sur le microbiote intestinal humain : cas
particulier du déoxynivalénol », conduite par Manuel Saint Cyr (doctorant).

1

NF EN ISO/CEI 17025 — Exigences générales concernant la compétence des laboratoires d’étalonnages et d’essais.
2

NF EN ISO/CEI 17043 — Evaluation de la conformité — Exigences générales concernant les essais d’aptitude
3

ANSI/ASQ Z71.13-1999 - Quality Guidelines for Research.
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2.1. Personnel (doctorant, personnel scientifique et technique...)
2.1.1. Le doctorant

Dans le cadre de son processus d’intégration au laboratoire, le doctorant a suivi dés
son arrivée une formation sur le systeme de management de la qualité du laboratoire
avec une présentation des différents outils informatiques (Intranet, GED...) et
documents (manuel qualité, procédure gestion de projet...) nécessaires a ses
activités.

D’un point de vue technique, conformément aux dispositions en place au laboratoire,
il a été autorisé a manipuler en bactériologie, en biologie moléculaire et en
expérimentation animale et a utiliser les différents appareillages du laboratoire aprés
gue son tuteur se soit assuré de ses connaissances et de son savoir-faire. Certaines
autorisations ont été adossées a des actions de formations internes ou externes.

Il a bénéficié dans le cadre de sa thése d’actions de formation externes en lien avec
ses travaux. Le récapitulatif est joint au rapport. Il peut étre souligné sa participation
en 2012 et 2013 a QuaRES, Association pour la qualité en recherche et en
enseignement supérieur. Sur la session 2013, le doctorant a d’ailleurs présenté un
poster sur la conduite d’'un projet de recherche sous assurance qualité.

Au dela de ses travaux, le doctorant s’est impliqué dans la vie du systéeme de
management de la qualité en se portant volontaire pour étre auditeur interne. Apres
une formation a la conduite d’audit interne et un juniorat (audit du processus
Informatique), il a réalisé 3 audits internes sur différents processus du laboratoire :

- activités du service de soutien technique (préparation de milieux,
stérilisation-décontamination, lavage de la verrerie,
approvisionnements...)

- personnel (recrutement, formation, habilitation-qualification...)

- développement et validation de méthodes

2.1.2. Personnel du laboratoire impliqué dans les travaux de la these

Les personnels scientifiques et techniques associés aux travaux de la thése
appliqguent le systtme de management de la qualité du laboratoire. Certains ont
d’ailleurs des responsabilités sur des activités couvertes par I'accréditation.

2.2. Equipements

Tous les équipements analytiques (et éventuels logiciels associés) du laboratoire
sont gérés de fagon a les maintenir en bon état de fonctionnement et en conformité
par rapport aux spécifications métrologiques, lorsque cela est adapté. Un planning
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annuel organise les différentes opérations (réalisées en interne ou par prestataire) de
maintenance et métrologie.

Les équipements utilisés dans le cadre des travaux de la thése ont bénéficié de cette
organisation.

2.3. Gestion du projet
Les travaux de la thése ont été gérés en mode projet.

La phase de conception du projet a été réalisée préalablement au recrutement du
doctorant. Les modalités de présentation et soumission du projet ont suivies les
dispositions de I’Agence (lettre d’'intention) en réponse a un appel d’offres de théses
universitaires.

La réalisation du projet est préalablement documentée dans des plans de
management dits plans de recherche. La description du contenu du projet DON FIH
s’est matérialisé par un plan de recherche général précisant le contexte scientifique,
les objectifs du projet, les acteurs, le découpage du projet, le planning, un descriptif
expérimental, le traitement des données, une analyse des risques, la valorisation
des travaux... Ce plan général a été complété, au fur et a mesure de 'avancement
du projet, par des plans de recherche spécifiques a chaque phase du projet. Les
descriptifs des différentes phases expérimentales sont détaillés : matériel, animaux,
méthodes, réactifs, références au systéme documentaire du laboratoire...

Les différents plans de recherche ont fait I'objet d’'une approbation par le directeur de
thése autorisant le démarrage des travaux. Les plans sont portés a la connaissance
des membres de I'équipe projet mobilisé sur chaque phase.

Pendant les phases expérimentales, tout écart au plan de recherche a été
correctement tracé par des dérogations.

Chaque phase du projet a fait I'objet d’'une cléture permettant de faire un bilan de la
phase du projet, de dégager les points forts et axes d’amélioration. En particulier, les
éventuelles réorientations ou adaptations pour les phases suivantes sont discutées
et validées a cette occasion.

Le projet global a également été suivi par I'école doctorale via un comité de thése.
Ce comité est composé d'un groupe d’experts et du tuteur a qui le doctorant a
présenté périodiquement (2 fois sur les 3 ans) son travail (thématique, travaux
réalisés, résultats, interprétations, perspectives) et duquel il a recueilli
encouragements, critiques et suggestions. Chaque réunion a fait I'objet d’'un compte-
rendu rédigé par le doctorant et validé par le comité. Ce compte-rendu a été envoyé
au Directeur de VAS et au Président de la commission pédagogie par le tuteur et
conservé par le laboratoire (cf. tragabilité §2.4). Le comité a veillé également a
'émergence d’'une maturité dans la conduite du projet de thése et d’un projet
professionnel post-thése raisonné.
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2.4. Tragabilité

Du fait de la gestion en mode projet, les travaux de la thése sont identifiés par le
code projet 10BO. Ce code unique est apposé en élément de tragabilité sur tous les
documents (papier, numérique) et échantillons en lien avec la thése.

Elle a été assurée sur différents supports :

- répertoire informatique (Y/ LERMVD/PROJET/UPP10/10BO): sous la
responsabilité du chef de projet et du doctorant, ce répertoire informatique est congu
pour stocker tous fichiers créés et données générées en lien avec le projet. |l fait
'objet d’'une administration des droits limitant la modification du contenu aux seuls
membres de I'équipe projet.

- cahiers de laboratoire : principalement utilisés pour les phases d’expérimentations,
ces cahiers de laboratoire sont mis a disposition pour y consigner les dates, les
détails des expériences réalisés, les conditions opératoires, les données brutes ...
Dans le cadre de la thése 10BO, 3 cahiers de laboratoires ont été consacrés aux
différentes phases expérimentales du projet. Les audits internes (cf 2.7.3) réalisés
sur certaines phases expérimentales du projet n'ont pas montré de défaut de
tragabilité.

Les échantillons générés/analysés au cours du projet sont identifiés par un code
unique, générée par [lapplication informatique (type LIMS) de traitement des
échantillons du laboratoire, Sapphire©. Ce systéme permet d’assurer l'unicité des
codes et facilite I'édition d’étiquette.

2.5. Gestion des données

La sauvegarde des données informatisées est gérée par le service informatique du
laboratoire. Elle concerne toutes les données générées par les agents du laboratoire
ou logiciels associés a des eéquipements scientifiques connectés au réseau
informatique.

Des protections sont activées sur les fichiers informatiques de fagon a limiter
I'altération des données. Contrairement aux dispositions du laboratoire, la vérification
des données saisies en vue de leur exploitation n'a pas été réalisée de fagon
systématique. Néanmoins, une attention particuliére a été portée sur les données
conduisant a des publications.

Les enregistrements techniques et données sur support papier sont conservés par
les membres de I'’équipe projet pendant la durée du projet et sont ensuite archivés
selon les modalités de 'Agence.
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2.6. Documentation Qualité

Le doctorant a apporté sa contribution au systéme documentaire du laboratoire en
étant a I'origine de nouveaux documents ou en étant contributeur sur des documents
en lien avec ses activités.

2.7. Suivi qualité

Toutes les actions ci-dessous, en lien avec les travaux de la thése, ont fait I'objet
d’'un enregistrement et de suivi dans le plan d’action qualité du laboratoire au méme
titre que toutes les autres actions

2.7.1. Travaux non-conformes - dérogation

11/D/07/UPP | Dérogation plan de recherche 10.BO1b

11/D/16/UPP | Le projet 10.BO1a ne peut étre cléturé pour l'instant car 1 mise au
point sur 4 est effective (DON/plasma porc). A la réunion bilan du
28/04/2011, il a été décidé de démarrer la phase 10.BO1c (validation
de méthodes) sans attendre la cléture de 10.BO1a comme il était
indiqué dans le plan au § 7.

11/D/40/UPP | modifications des échéances de prélévements ainsi que la méthode
de prélevements des échantillons sanguins suite a I'administration du
DON par gavage

réattribution des rats a des échéances différentes de celles définies
dans le tableau « nombre alea cinétique 10BOe » pour les
administrations du DON en IV et par gavage.

11/D/53/UPP |10BO- contrdle de I'axénie des rats avec une autre souche anaérobie
que celle précisée dans la procédure

12/D/14/UPP | Projet 10_BOZ2c. Il n’y aura pas de dénombrements bactériens par
étalement sur boites comme indiquer dans le paragraphe 2.2.6
Dosage des échantillons

12/D/47/AB2R | Projet 10BO - Stockage des échantillons. les lieux de stockage des
échantillons indiqués dans les différents plans de recherche des sous
phases du projet 10BO ne seront pas toujours respectés.

Elles ont toutes pour objet de préciser un écart aux dispositions décrites dans les
plans de management.

2.7.2. Travaux non-conformes — non-conformité

11/NC/37/UPP | Utilisation du milieu Luria-Bertani a la place du milieu B pour tester la stérilité des

isolateurs
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2.7.3. Audits internes

Annexe 1

. S . Nb
Audit Champ de l'audit Conclusion Ecart
11/AUD/21/UPP | 10BO1d — Etude Tracabilité OK 4
pharmacocinétique | _ - ) .
du DON chez le Dispositions relatives a
porc — phase 1 I'expérimentation animale a préciser
dans le plan de management
Attention particuliére sur le
remplissage des formulaires
d’enregistrement
12/AUD/18/UPP | 10BO2c — Etude Tragabilité OK 0

de I'impact du
DON sur le
microbiote
intestinal de rats a
flore humanisée

Quelques oublis dans le remplissage
des formulaires d’enregistrement

3. CONCLUSION

L’équipe de management de la qualité du Laboratoire de Fougéres atteste que les
travaux de thése réalisés par Manuel Saint-Cyr se sont déroulés en appliquant les

dispositions et recommandations du systeme qualité général du

laboratoire,

complétées par des procédures spécifiques en lien avec les domaines techniques
mobilisés pour la réalisation de la thése. Ceci permet d’avoir confiance dans la
conduite du projet de thése et dans la qualité des données obtenues.

Fait a Fougeres le 39 8&;’\%«, Q\MS

Mickael PERRIN

Responsable Qualité Métrologie

nw.bwes
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Entité: Anses — Laboratoire de Fougéres

Nom Prénom :

Annexe 1

FICHE N°1

Fiche individuelle de formation - Liste des formations regues

SAINT-CYR Manuel

Fonction : Doctorant

Unité / service : AB2R

Année Intitulé de la formation Prestataires Durée en jegrs _I?iplt}me ol
absence’ qualification obtenue
2011 Encadrement d'équipe, communication et Frédérique DELOFFRE-VYE, 3
conduite de projet Société Croissens Consulting
2011 Management de projet Roseline LE SQUERE, ADEFOPE-UBS 1
Pascal SANDERS
2011 Utilisation de MindManager Michel LAURENTIE, 2
Anses Laboratoire de Fougéres
NF EN ISO/CEI 17025 — Prescriptions |\ 4416 GADIEU, Anses Laboratoire de
2011 générales concernant la compétence des F(;u Eres 1
laboratoires d'étalonnages et d’essais g

v . Pascal BEZIER, Institut de Formation et
2011 Auditeurs internes d'Apprentissage CCIT Saint-malo Fougéres 2
2011 La PCR Quantitative Bariza BLANQUIER, Fc-3Bio 3
2012 Réaliser des documents destinés a étre | Jacques CARPENTIER, Université Rennes 1

imprimés 2
2012 Réalisation de poster Jacques CARPENTIEZR, Université Rennes v
2012 Réaliser la présentation de ses travaux en | Jacques CARPENTIER, Université Rennes 1

présentiel 2 :
2012 | ¢ Expérimentation Animale Appliquée a la Institut de Biologie Fondamentale et 10 Diplome Universitaire

Recherche Biomédicale »

Appliquée, Université de Caen

“+ cette absence concerne que le temps pris sur le temps de travail rémunéré. 1 jour = Gheures , 1 mois =23 jours; 1 année =225 jours .Pour la préparation de thése , hors période de rédaction, afficher an moins 20 jours'an

20/072010

anses Q

FICHE N°2
Ecole inter-organismes sur la qualité en QuaRES, Association pour la Qualité en
2012 ; i ; o 5
recherche et en enseignement supérieur Recherche et Enseignement Supérieur
2012 Les nouveaux visuels : la forme au service Formaced 1
du fond
Compétences Lettre, CV, Comment
2013 positionner au mieux son projet Olivier GODARD, Eurobooster 3
professionnel et personnel ?
Maitrise de l'information scientifique - R i
2013 Module 3 : Structurer, diffuser, publier Universits Rennes 2 1
Modules d’Anglais pour la Recherche — s s
2013 Module 2 Université Rennes 2 4
2013 Elaborer une stratégie de publication Patricia VOLLAND-NAIL, Urfist 1
scientifique
Utiliser les cartes heuristiques pour
2013 Fenseignement et la recherche Alexandre SERRES, Urfist ;|
Maitrise de l'information scientifique -
2013 | Module 2 : Exploiter ses ressources pour la Université Rennes 2 1
thése - Session 2
2013 Outils de recherche et de veille sur Marie-laure MALINGRE, Alexandre 1
I'actualité (new, médias sociaux ....) SERRES, Urfist
Ecole inter-organismes sur la qualité en QuaRES, Association pour la Qualité en
2013 i i A e 3
recherche et en enseignement supérieur Recherche et Enseignement Supérieur

+4 cette absence concerne que le temps pris sur le temps de travail rémunéré. 1 jour = 6heures , 1 mois = 23 jours; 1 année = 223 jours .Pour la préparation de thése , hors période de rédaction, afficher ay moins 20 jours/an

20/07/2010
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Annexe 2

anses O Systéeme de Management de la Qualité en Recherche
— Appliqué aux Travaux de Thése au
Laboratoire de I’Anses Fougéres accrédité ISO 17025

o:;im Eeole m;r rgani Manuel Saint-Cyr, Nathalie Cadieu, Agnés Perrin-Guyomard, Michel Laurentie.
rganismes 7 i
"Qualité en Recherche st en Enseignement Supérisur” Anses, Laboratoire de Fougeéres, 35302 Fougéres, France. manuel.saint-cyr@anses.fr
©-11 Septembre 2013
— =mm Contexte e ——— —_— ==m Objectifs m———
La mission principale de I'Anses est d'assurer la sécurité sanitaire |-Structurer le projet de thése (gestion de projet)
pour 'Homme dans les domaines de I'environnement, du travail et « Maitriser le temps et les risques
de I'alimentation. L'agence assure également la protection de la -Renforcer la tracabilité des travaux (enregistrement
santé et du bien-étre des animaux ainsi que la protection de la codifié)
santé des végétaux. « Pérenniser les savoirs et les savoir-faire
Afin de garantir la fiabilité et la tracabilité des résultats produits, les -Assurer la fiabilité des résultats (méthodes validées)
activités sont menées selon des exigences de management de la « Améliorer la qualité des publications

qualité. En 1994, cette démarche a permis au laboratoire de ‘ |
Fougéres d’obtenir, pour ses missions de référence, I'accréditation ) it
selon les normes NF EN ISO 17025 / NF EN ISO 17043.

Cette démarche qualité a été étendue pour les activités en Améliorer les performances scientifiques, techniques et
recherche et appliquée notamment a I'ensemble des travaux de économiques

thése, a partir des années 2000.

— sessmmsm  Méthodologie e ——
Systéeme de management de la qualité accrédité ISO 17025/ ISO 17043
Gestion de projet
Plan Qualits en recherche
+ Rapports d’audits : = Travaux non confom\e;
+ Comptes rendus (réunions, + Plans d'action

comités de thése) |
)

Présentations, posters,
publications scientifiques,
mémoire de these J

+ Cahier de laboratoire - +Plans de recherche
« Procédures et protocoles S -Synthése bibliographique
* Fiches d’enregistrement

T T T

i it st DS AL

T

P 5

Outil essentiel de la thése, le plan de recherche est rédige, approuve et diffusé a 'équipe avant de débuter le projet. Il décrit les systemes de management utilisés pour la
planification, la réalisation, la documentation, I'évaluation et le transfert des résultats de recherche.

— sosssss Conclusion —eesssssssssssss——

o

A travers cette démarche de management de la qualité en recherche, I'Anses améliore les performances scientifiques,
techniques et économiques d'un projet de thése. Elle permet au doctorant de développer ses compétences en qualité, en
management d'équipe, en organisation et en communication. Elle améliore les possibilités d'insertion professionnelle dans
l'industrie ol la notion de qualité est une préoccupation majeure.
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