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Résumé

L’ochratoxine A (OTA) est une mycotoxine issue du métabolisme secondaire des
champignons filamenteux appartenant aux genres Penicillium et Aspergillus.
Cependant, Aspergillus carbonarius est le majeur producteur de I'OTA sur les raisins.
L’OTA a été retrouvée dans différents types de denrées alimentaires ainsi que leurs
produits dérivés. Le profil toxicologique de I'OTA due aux effets néfastes qu’elle
présente sur la santé humaine et animale (effets hépatotoxiques, immunotoxiques,
génotoxiques, tératogenes et cancérogenes) a conféré a cette mycotoxine une attention
majeure aupres des instances internationales afin de limiter son occurrence. Ce projet
est dédié pour trouver un moyen de lutte biologique, pouvant réduire I'OTA produite
par A. carbonarius d’une part, et détoxifier les matrices alimentaires non conformes aux
normes d"une autre part. La premiere stratégie était d’employer des huiles essentielles
(cardamome, céleri, cannelle, taramira, origan, feuille de laurier, cumin, fenugrec,
mélisse, menthe, sauge, anis, camomille, fenouil, romarin, romarin et thym) ainsi que
des composés phénoliques extraits de plantes médicinales (feuille de laurier, cumin,
fenugrec, mélisse, menthe, sauge, anis, camomille, fenouil, romarin et thym) afin
d’évaluer leur effet sur la production de 'OTA dans le milieu SGM. Cette approche a
été complétée par une étude moléculaire dans le but d’évaluer I'expression des genes
de biosynthese de 1'OTA (acpks, acOTApks et acOTAnrps) ainsi que les genes de
régulation (veA et laeA) chez A. carbonarius. Les résultats ont décelé que les huiles
essentielles ont une activité fongicide plus élevée que celle des extraits phénoliques.
Effectivement, les huiles essentielles du thym, de l'origan, du taramira, et de la
cannelle ont bloqué completement la croissance d”A. carbonarius. Cependant, les huiles
essentielles du fenouil, de la cardamome, de ’anise, de la camomille, du céleri et du
romarin ont réduit I'OTA sans autant affecter la croissance fongique. Le mode d’action
de ces dernieres a été mis en évidence en suivant l'expression des genes acpks,
acOTApks, acOTAnrps, veA et laeA, impliqués dans la biosynthese de 'OTA chez A.
carbonarius. Le géne acpks a été réprimé le plus (99.2%) quand A. carbonarius a été mis

en culture avec 5 uL/mL du fenouil, entrainant ainsi une réduction de 88.9% de I'OTA.
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La deuxieme stratégie était de développer un moyen de lutte biologique pouvant
détoxifier les matrices alimentaires contaminées. Cette méthodologie a été développée
suite a l'utilisation de sept souches d’actinobactéries (AT10, AT8, SN7, MS1, ML5, G10
et PT1), en évaluant leur capacité a métaboliser 'OTA, adhérer cette toxine a leur paroi
membranaire ainsi que leur effet sur l'expression des genes impliqués dans la
biosynthese de 'OTA chez A. carbonarius (acpks, acOTApks, acOTAnrps, veA et laeA).
Les résultats ont montré que toutes les souches possedent la capacité d’adhérer 'OTA
a leur surface, notamment la souche SN7 qui a réduit 33% de 'OTA apres 60 minutes
d’incubation dans une solution PBS (Phosphate Buffer Solution) non nutritive. Les
souches AT10 et SN7 ont métabolisé 51.94 et 52.68% de I'OTA ajoutée au milieu ISP2
(International Streptomyces Project-2) apres 5 jours de culture a 28 °C. Cependant, les
souches MS1, ML5 et G10 étaient les seules a avoir un effet sur I'expression des genes
de biosynthese de I'OTA chez A. carbonarius. Effectivement les genes acpks, acOTApks
et acOTAnrps ont été réprimés respectivement de 37.1, 23.9 et 21% par MSI, de 39, 23
et 11.1% par ML5 et de 39, 18.3 et 11.1% par la souche G10. Ce projet a mis en valeur
la capacité des extraits naturels (composés phénoliques et huiles essentielles) et des
actinobactéries a prévenir d'une part la production de I'OTA et d’autre part réduire
ses taux, sans pourtant affecter I'équilibre naturel ni engendrer I’apparition des débris

toxiques dans les aliments traités.

Abstract

Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin derived from the secondary metabolism of
filamentous fungi belonging to the Penicillium and Aspergillus genera. However,
Aspergillus carbonarius is the major producer of OTA on grapes. OTA has been detected
in different types of foodstuffs as well as several products derived from these
commodities. The toxicological profile of OTA and its adverse effects on human and
animal health (hepatotoxic, immunotoxic, genotoxic, teratogenic and carcinogenic
effects) has given this mycotoxin a major attention of international committees in

order to limit its occurrence. The aim of this project was to develop biological
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techniques that can reduce OTA produced by A. carbonarius and detoxify non-
compliant food matrices. The first strategy was achieved by using essential oils
(cardamom, celery, cinnamon, taramira, oregano, bay leaf, cumin, fenugreek, melissa,
mint, sage, anise, chamomile, fennel, rosemary and thyme) and phenolic compounds
extracted from medicinal plants (bay leaf, cumin, fenugreek, melissa, mint, sage, anise,
chamomile, fennel, rosemary, and thyme) to evaluate their effect on OTA production
in SGM medium. This approach was complemented by a molecular study to evaluate
the expression of the OTA biosynthesis genes (acpks, acOTApks and acOTAnrps) as well
as the regulatory genes (veA and laeA) in A. carbonarius. The results revealed that
essential oils had more significant fungicidal activity than phenolic extracts. Indeed,
the essential oils of thyme, oregano, taramira, and cinnamon completely blocked the
growth of A. carbonarius. However, essential oils of fennel, cardamom, anise,
chamomile, celery and rosemary reduced OTA without affecting fungal growth. The
mode of action of these essential oils has been demonstrated by evaluating the
expression of acpks, acOTApks, acOTAnrps, veA and laeA genes in A. carbonarius. The
expression of acpks was repressed the most (up to 99.2%) when A. carbonarius was
cultured with 5 pL / mL of fennel essential oil, resulting in a 88.9% of reduction in the
OTA produced by this fungus. The second strategy was developed in order to detoxify
contaminated food matrices. This methodology was achieved by using seven strains
of actinobacteria (AT10, AT8, SN7, MS1, ML5, G10 and PT1), and evaluating their
ability to metabolize OTA, adhere this toxin to their membrane walls and their effect
on the expression of the genes involved in the biosynthesis of OTA in A. carbonarius
(acpks, acOTApks, acOTAnrps, veA and laeA). The results showed that all strains were
able to bind OTA to their surfaces, especially the SN7 strain which reduced 33% of
OTA after incubation for 60 minutes in PBS (Phosphate Buffer Solution). The strains
AT10 and SN7 metabolized 51.94 and 52.68% of the OTA added to the ISP2 medium
(International Streptomyces Project-2) after 5 days of culture at 28° C. However, MS1,
ML5 and G10 were the only strains to have an effect on the expression of the OTA
biosynthesis genes in A. carbonarius. Indeed, acpks, acOTApks and acOTAnrps genes
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were repressed respectively by 37.1, 23.9 and 21% by MS1, 39, 23 and 11.1% by ML5
and 39, 18.3 and 11.1% by the strain G10. This project highlighted the power of natural
extracts (phenolic compounds and essential oils) as well as strains of actinobacteria to
prevent OTA production on one hand and to detoxify contaminated commodities on

the other hand without altering the natural microbial balance.
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Contexte de l'étude

La contamination des aliments par des molécules toxiques est devenue une des
préoccupations majeures de nos jours surtout que le nombre de ces contaminants est
en augmentation sans cesse dans la nature. Parmi ces contaminants, les mycotoxines
font partie de toxiques qui retiennent 1’attention des instances dans le monde entier
en raison des pertes qu’elles engendrent au niveau économique et a cause de leur
mauvais effet sur la sante de 'homme et de I'animal. Selon I'Organisation Mondiale
de la Santé, prés de 25% des denrées alimentaires sont éliminées chaque année suite a
leur contamination par les mycotoxines, ce qui est équivalent a 1 milliard de tonnes
d’aliments perdus, ce fait a incité la communauté scientifique a mieux comprendre
l'origine de ces mycotoxines, leur toxicité et leur voie de biosynthese, afin de pouvoir
mieux lutter contre leur occurrence dans les produits destinés a la consommation des

humains ou des animaux.

Les interactions entre les champignons filamenteux et les éléments de
I'environnement extérieur tels que le type du nutriment, le pH, la température ainsi
que les stress oxydatif et osmotique, favorisent ou non la production de ces
mycotoxines sous forme de métabolites secondaires conférant ainsi a leurs
producteurs fongiques des avantages compétitifs. Une fois ingérées, les mycotoxines
peuvent causer de diverses maladies ou « mycotoxicoses » dont la gravité dépend de
la nature de mycotoxines, la dose ainsi que la durée de I'exposition. Les mycotoxicoses
sont donc des analogues aux pathologies causées par l'exposition aux pesticides ou

aux résidus de métaux lourds.

Le terme mycotoxine a été premierement utilisé en 1962 suite a une crise
vétérinaire inhabituelle a Londres, Angleterre, pendant laquelle environ 100 000
dindons ont été trouvés morts. Cet éveénement tragique connu sous le nom de
« Turkey X-disease » a été dii suite a un repas d'arachide contaminé par des
métabolites secondaires (aflatoxines) produites par le champignon Aspergillus flavus.
Depuis cette période, la rubrique des mycotoxines a été étendue pour inclure
beaucoup d’autres toxines fongiques connues auparavant (par exemple, les alcaloides

18



Contexte de l'étude

de l'ergot et la patuline) ainsi que de nouveaux métabolites secondaires révélés dans

des études ciblées a la découverte de nouvelles mycotoxines, telle que I'ochratoxine A.

Depuis sa découverte en 1965, I'ochratoxine A (OTA) a fait partie des mycotoxines
les plus étudiées a cause de ses effets néfastes sur la santé de 'homme. Parmi les
toxines produites par le genre Aspergillus, seule 'OTA est potentiellement de la méme
importance que les aflatoxines. Ses principaux organes cibles sont les reins et le foie.
Effectivement, c’est une molécule néphrotoxique pour toutes les especes animales
étudiées a ce jour et suspectée d’étre a l'origine de la néphropathie endémique du
Balkan (NEB), une tubulonéphrite interstitielle chronique. De plus, I'OTA est une
toxine hépatique, tératogene puissante et cancérogene du groupe 2 B (classée par
I'TARC en 1993). Cette toxine perturbe de méme la physiologie cellulaire, inhibe la

production de I'ATP mitochondriale et stimule la peroxydation lipidique cellulaire.

Son impact sur la santé publique a incité les organisations mondiales a mettre en
place des mesures de sécurité afin de réduire sa consommation journaliere en posant
des normes tolérables propres a chaque denrée alimentaire. Ces restrictions ont
provoqué la limitation des échanges commerciaux, surtout avec les pays souffrant des
contaminations fréquentes et élevée en OTA, ce qui a augmenté les pertes

économiques li€es a I'occurrence de cette mycotoxine.

Pour toutes ces raisons, il semble essentiel de trouver des moyens de lutte contre
la production de 'OTA ainsi que des moyens de détoxification des produits agricoles
contaminés. L’emploi des fongicides était parmi les solutions couramment utilisées
pour la lutte contre les champignons ochratoxinogenes. Cependant, a cause de leurs

effets toxiques démontrés leur utilisation est devenue de nos jours moins souhaitée.

La contamination prononcée de la filiere vitivinicole en OTA dans le bassin

méditerranéen, nous a encouragés a rechercher des moyens pouvant prévenir la

19



Contexte de l'étude

production de cette mycotoxine sur les raisins, en limitant la croissance du majeur
champignon producteur « A. carbonarius », et/ou en réduisant la production de 'OTA

par ce champignon.

A T'heure actuelle, de nouvelles stratégies sont recherchées a cet égard, dont la lutte
biologique contre la croissance fongique et la réduction de la production de 'OTA.
L’intérét croissant d’utilisation des extraits naturels de plantes tels que les composés
phénoliques et les huiles essentielles ont attiré 1’attention, vu leur efficacité prouvée
contre d’autres mycotoxines (telles que les aflatoxines) ainsi leur pouvoir antifongique
contre les champignons filamenteux responsables de la production de ces

mycotoxines.

Effectivement, dans la premiere partie de notre étude, nous nous sommes attachés
a étudier les effets des huiles essentielles et de composés phénoliques extraits de
mémes plantes médicinales sur (1) la croissance d”A. carbonarius, (2) sa masse seche et
(3) sa capacité a produire ' OTA quand ce champignon est soumis a de différentes

conditions de culture.

Afin de mieux comprendre l'effet de ces substances, il est indispensable de
comprendre leur mécanisme d’action au niveau moléculaire, méme si les genes de
biosynthese et de régulation de I'OTA chez A. carbonarius sont jusqu'a présent

partiellement identifiés.

Ainsi, La deuxiéme partie consiste a élucider un mécanisme d’action moléculaire
propre a chaque huile essentielle testée dans cette étude. Notre intérét s’est surtout
porté sur les huiles qui ont été capables d'inhiber la production d’OTA sans avoir pour
autant altérés le développement fongique. De ce fait, nous nous sommes focalisés sur
’étude de la variation dans l’expression des genes de biosynthese de 'OTA chez A.
carbonarius mise en culture supplémentées des différentes huiles essentielles afin de

pouvoir corréler ces variations aux niveaux de production de 'OTA.
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Ces deux approches avaient pour but de prévenir la production de I'OTA.
Cependant, la troisieme partie de ce projet, a été dédiée pour la détoxification des
denrées alimentaires, en employant des souches d’actinomycétes isolées du sol. Dans
cette partie, nous avons étudié l'effet de ces bactéries sur (1) la dégradation
enzymatique de 'OTA, (2) 'adhésion de cette toxine sur la paroi des actinomycetes
et (3) la modulation de l’expression des genes de biosynthese de I'OTA chez A.

carbonarius mis en culture avec ces bactéries.
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A. Mycotoxines, définition et généralité

Les mycotoxines sont des contaminants naturels, définies comme étant des
métabolites secondaires toxiques, produits par plusieurs especes de champignons
filamenteux, surtout par ceux appartenant aux genres Aspergillus, Penicillium,
Alternaria et Claviceps (Marin et al., 2013). Ces métabolites sont universellement
présents dans les aliments et les denrées alimentaires et retiennent aujourd'hui
I"attention des milliers de chercheurs dans le monde entier, afin de mener des études
sur leur origine, toxicité, voie de biosynthese, et surtout sur les stratégies de contrdle

de leur biosynthese.

Le terme « mycotoxine » a pour origine la combinaison des termes « mycos » qui
signifie champignon en grecque et « foxicum » qui signifie poison en latin (Jouany et
al., 2009, Rai et al., 2012). Longtemps confinées aux pathologies provoquées par 'ergot
du seigle, les mycotoxines ont été découvertes dans les années 1960 apres I'infection
de 100 000 dindes en Angleterre et leur mort due a une nécrose hépatique sévere
(Bennett and Klich, 2003). Cette tragédie a été attribuée a la présence de concentrations
trop élevées d’aflatoxines dans les arachides fournies a ces volailles (Medeiros et al.,
2012). La santé des étres vivants et des animaux est gravement affectée non seulement
par la présence des concentrations élevées de mycotoxines dans les aliments, mais
aussi par la durée d’exposition, le type de mycotoxine et son mécanisme d’action, tout
en prenant en compte le métabolisme de 'espece concernée et de son mécanisme de
défense (Hussein and Brasel, 2001). Du point de vue chimique, les mycotoxines sont
des molécules de faible masse moléculaire (<1000 Daltons) (Bennett and Klich, 2003).
La synthese d'un type de mycotoxines peut étre élaborée par diverses especes

fongiques, mais pas forcément par toutes les souches appartenant a la méme espece.

On réserve le terme « mycotoxines » aux métabolites secondaires fongiques qui
présentent une toxicité pour les humains et d’autres vertébrés (Bennett and Klich,

2003). Jusqu'a maintenant, 300 mycotoxines ont été identifiées mais seulement une
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vingtaine d’entre elles ont montré un profil toxicologique préoccupant pour '’homme
et 'animal. Parmi cette vingtaine, six familles de mycotoxines sont fréquemment
rencontrées chez les filieres agro-alimentaires : 1’aflatoxine, la patuline, 1'ochratoxine,
la fumonisine, les tricothécenes et la zéaralénone (Hendrickse et al., 1982). Ces
mycotoxines sont issues de différents voies métaboliques classées en 5 catégories,
selon leur structure et leur précurseur : les polykétides (PKS), les terpenes cycliques
(TC), les peptides cycliques non-ribosomiques (NRPS), les indoles alcaloides
(DMATS) et les hybrides PKS/NRPS (Keller et al., 2005) (Figure 1).

Terpénes
Trichothécénes,
aflatrem,
aristolochéne

Ao

Mévalonate

A

Glucose =>» Glucose-6-P =» Triose-P =>» Pyruvate = Acétyle-CoA —>» Acétate

¢ Pepti li
Acidesaminés non aromatiques
Tryptophane < aromatiques -> Cyclosporine,
NRPS gliotoxine,
DMATS ¢ fumitremorgeénes
Alkaloides v
Ergopeptides, PKS/NRPS
fumigaclavines Hybrides Polykétides
| Ochratoxine A, Aﬂatoxu_les,
’ acide loyastatme,_
cyclopiazonique fusarine, ;.)a.tullne,
fumonisine,

7éaralénone

Figure 1 : Les différentes voies métaboliques des mycotoxines.
Abréviations : NRPS : non-ribosomal peptide synthétase ; PKS : polykétide synthase ;
TC : terpenes cyclase ; DMAST : diméthyle allyle transférase.

La biosynthese des métabolites secondaires fongiques débute par un précurseur,
le triose-P ou l'acétate, selon la nature du produit final. Le triose-P aboutit a la
formation des acides aminés aromatiques qui sont la base des peptides cycliques tels

que la cyclosporine (métabolite secondaire utilisé dans le domaine de la médecine), la
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gliotoxine et la fumitremorgene (deux mycotoxines produites par A. fumigatus)
(Gardiner and Howlett, 2005, Boudra, 2002). Les acides aminés aromatiques sont de
méme des précurseurs du tryptophane, qui en présence de I'enzyme diméthyl allyle
transférase sera transformé en des alcaloides (ergopeptides et fumigaclavines)

généralement produits par des champignons du genre Claviceps.

L’acétate, le deuxieme précurseur de la production des métabolites secondaires
fongiques, conduit a la formation du mévalonate d"une part et des polykétides d’une
autre part. En présence de 'enzyme terpene cyclase, la mévalonate donne des terpenes
(trichothécenes, aflatrem et aristolochene). Les polykétides, formés par I'intermédiaire
des PKS, sont la base de plusieurs mycotoxines, telles que 1’aflatoxine, la fusarine, la
zéaralénone, la patuline et la fumonisine (Yu et al., 2004, Gaffoor and Trail, 2006, Puel et
al., 2010). Ces dernieres sont produites par des champignons appartenant aux genres

Aspergillus, Fusarium, Penicillium.

Quant a la formation de 'OTA et de I’acide cyclopiazonique, ces toxines requierent
I'implication des polykétides et des acides aminés aromatiques. Ainsi, ce type de
mycotoxine est nommé « hybride » et nécessite le travail des deux types d’enzymes

PKS et NRPS, afin de former la molécule finale (Gallo et al., 2014).

A.L. Champignons producteurs

Tout au long de la chaine alimentaire, depuis le champ jusqu’a l'assiette du
consommateur, et si les conditions environnementales sont favorables, les moisissures
sont capables de synthétiser des mycotoxines. Ces moisissures, encore appelées
champignons filamenteux toxinogenes, sont des organismes pluricellulaires
appartenant au regne des « Mycetes ». Encore appelé regne « Fongique », ce dernier
regroupe une vaste variété des champignons macroscopiques, de méme que des
champignons microscopiques, encore nommés moisissures, faisant 1'intérét de notre
problématique. Ces dernieres, notamment les moisissures toxiques, sont des

organismes ubiquitaires proliférant dans l'environnement sur des substances
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organiques et produisant des mycotoxines si les conditions d’humidité et la
température sont favorables (Aydogdu and Gucer, 2009). Ces mycotoxines sont
produites par plusieurs genres de champignons, citant Cladosporium, Fusarium,

Alternaria spp., Aspergillus spp. et Penicillium spp. (Legan, 2000).

Le genre Penicillium compte au moins 18 especes mycotoxinogenes a savoir P.
crustosum, P. chrysogenum, P. hirsutum, P. expansum, P. roqueforti, P. viridicatum, P.
commune, P. aurantiogriseum, P. citrinum, P. verrucosum, P. cyclopium, P. canescens, P.
madriti, P. palitans, P. thomii, P. baarnense, P. fenneliae et P. frequentans. Ces especes sont
productrices de 'OTA, la citrinine, la patuline, I'acide cyclopiazonique, l’acide
penicillique, la roquefortine, la frequentine, la palitentine, I'acide mycophénolique, la
gliotoxine, la citreoviridine et la rubratoxine B (Frisvad and Filtenborg, 1983, Firsvad
and Thrane, 1996, Miiller and Amend, 1997, Frisvad and Samson, 2004, Ismaiel and
Papenbrock, 2014). Par ailleurs, ces especes fongiques ainsi que les mycotoxines
qu'elles produisent, envahissent les graines apres leur récolte, causant des pertes

économiques importantes dans différentes régions du monde.

Les especes fongiques appartenant au genre Aspergillus sont aussi retrouvées dans
les denrées alimentaires (Onions et al., 1981, Richard, 2007). En effet, A. carbonarius, A.
ochraceus, A. alliaceus, A. westerdijkiae et A. steynii sont les producteurs majeurs de
I'OTA qui fait partie des mycotoxines les plus menagantes (Van der Merwe, 1965,
Frisvad, 2004, Horie, 1995, Keller et al., 2005, Bennett and Klich, 2003). Les deux
especes productrices d’aflatoxines les plus étudiées sont A. flavus et A. parasitucus, vu
leurs dégats sur la santé de ’homme, I’économie et leurs effets phytotoxiques affectant
la qualité des plantes (Llewellyn et al., 1984, McLean et al., 1992). En ce qui concerne
A. niger, espece productrice d’'OTA et fumonisine B2 (Nielsen et al., 2009), elle aussi est
considérée parmi les especes d’Aspergillus les plus répandues, contaminant une
grande variété de substrats et causant des dommages apres la récolte (Ashiq, 2015, Pitt

et al., 2000).
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Alternaria, Helminthosporium, Pyrenophora, Phoma et Zygosporium sont des
moisissures saprobiques, elles sont pathogenes pour les plantes (phytopathogenes) et
sont souvent associées aux maladies des feuilles, du bois et de certaines herbes. Les
especes appartenant a ces genres de champignons filamenteux, produisent des
mycotoxines dangereuses comme les cytochalasines et 1'acide tenuazonique (Ismaiel

and Papenbrock, 2014).

Les membres du genre Fusarium produisent une gamme de composés
phytotoxiques comme l’acide fusarique, les fumonisines (FUM B1 et B2), I'eniantin, la
zéaralénone et les tricothécenes (Barbosa et al., 2013, Richard, 2007). Ces métabolites
possedent des activités biologiques vari€es et causent des dégats morphologiques,
physiologiques et métaboliques comprenant les nécroses, la chlorose, la réduction de
la germination des graines et la diminution de la croissance des plantes (Nelson et al.,

1994, McLean, 1996).

A.IL Occurrence et toxicité des mycotoxines

Une fois trouvées dans les denrées alimentaires, les mycotoxines peuvent affecter
la santé de 'homme ainsi que celle de ’animal. En effet, 'exposition aux mycotoxines
se manifeste suite a la consommation des denrées alimentaires contaminées par des
moisissures et/ou par des mycotoxines dépassant les doses autorisées (voie directe)
ou suite a la consommation des produits dérivés des animaux contaminés, notamment
la viande, le lait et les ceufs, contenant des mycotoxines ingérées par ces animaux (voie

indirecte).

Les syndromes causés suite a une inhalation ou une ingestion de mycotoxines par
I’'homme ou les animaux, sont appelés des « mycotoxicoses » (AFSSA, 2009). Une des
mycotoxicoses les plus importantes est connue sous le nom de « I'ergotisme », définie
comme étant le résultat d’empoisonnement, suite a l'ingestion a long terme des
alcaloides issus de l'ergot du seigle (Claviceps purpura), un champignon qui infecte le

seigle et d’autres céréales. L’ergotisme connu depuis les années 1750 sous le nom de
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« Feu de Saint Antoine », devint épidémique en Europe centrale durant le moyen age.
Un autre exemple des mycotoxicoses est 1'aleucie toxique alimentaire (ATA), une
maladie historique causant la mort des milliers de Russes en 1940, des fievres graves,
des saignements de la peau, du nez et des gencives, ainsi que des nécroses et des
répressions du systeme immunitaire avec une mortalité arrivant jusqu’a 80% (Nelson
et al., 1994). Plus tard, dans les années 1960, l'aflatoxine a été découverte suite a la
mort de 100,000 dindes en Europe (Bennett and Klich, 2003). Le Tableau 1 résume les
principales mycotoxines, leurs effets sur la santé, ainsi que les denrées et les

commodités qu’elles contaminent.

Tableau 1: Les principales mycotoxines ainsi que leurs effets possibles sur la santé
de I’homme et leur occurrence dans les aliments et les denrées alimentaires (CAST,
2003, AFSSA, 2009).

Mycotoxines Effets possibles sur la santé humaine Denrées alimentaires
. Maladies reliées au foie (hépatotoxique, Arachides, noisettes,

Aflatoxines hépato-cancérogene), effets cancérigenes et  céréales (mais), lait
(Lunn ef al., 1999, tératogenique h,émorragies (tractus  épices I ’
Leong et al., 2010) ) . . , ) ) ..

intestinal, rénal), repressions immunitaires
Fumonisines (Edemes  pulmonaires,  néphro- et Mais
(Chuand Li, 1994,  hépatotoxique, répressions immunitaires
Edrington et al.,
1995)

Déreglements  digestifs (vomissement,  Céréales (blé, orge)
Tricothéceénes diarrhée), perte de masse, hémorragies
(Arunachalam and  (estomac, cceur, intestin, poumons, vessie),
Doohan, 2013, lésions  orales, dermatite, infertilité,
Pettersson, 1995) dégénérescence de la moelle osseuse,

répressions immunitaires

Ostrogéniques, ocedeme de la vulve, Mais, blé

Zéaralénone rolapsus du vagin, élargissement de
(Maragos, 2010, pro'ap | vaghy ©als )
. ¢ I"utérus, atrophie des testicules, atrophie des
Zinedine et al., 2007) . . ey s
ovaires, infertilité, avortement
Ergots alcaloides Gangrenes, hallucinations, convulsions Seigle

(Bacon et al., 1986,
Alderman et al.,
1998)
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Mycotoxines Effets possibles sur la santé humaine Denrées alimentaires
Patuline Mutagéniques, génotoxiques, Fruits (pommes,
(Cano-Sancho et al., carcinogéniques poires)

2009, Mahfoud et al.,

2002)

Ochratoxines Néphrotoxiques, carcinogeniques, Céréales (blé, mais),
(Heussner and répressions immunitaires vin, raisin, jus de raisin

Bingle, 2015, Studer-
Rohr et al., 1995)

Certainement, les maladies aiglies et les maladies chroniques causées par ces
mycotoxines dépendent de la concentration de ces dernieres et surtout du degré de
toxicité propre a chaque mycotoxine. Chez les animaux, les maladies aigués sont celles
reliées a I'endommagement des reins et du foie, aux attaques du systeme nerveux
central, ainsi qu’aux maladies de la peau et du systeme hormonal. Cependant les
maladies chroniques se manifestant principalement par wune génotoxicité
(principalement causée par I’AFB1), une cytotoxicité, mutagénicité et une
immunotoxicité, présentent de véritables soucis sur la santé de '’homme. Ces maladies
chroniques sont dues a une consommation journaliere et/ou réguliere d'une quantité
mineure de mycotoxine pendant une longue période causant avec le temps,
I'apparition des troubles de fagon insidieuse (Bryden, 2007). Afin de mieux évaluer les
risques de chaque mycotoxine, ’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer
(CIRC) a classifié ces dernieres en des Groupes, selon le degré de cancérogénicité de
chacune (IARC, 1993). C’est ainsi que l’aflatoxine B1 (AFB1) a été classifiée comme
étant un agent cancérigene pour I'homme : Groupe 1 (Boermans and Leung, 2007).
L’OTA fait partie du Groupe 2B regroupant les agents « potentiellement cancérogenes
pour 'homme ». La patuline et la zéaralénone, toutes les deux classées en Groupe 3 :

non cancérigenes pour ’homme.

A.III. Réglementation

Compte tenu des effets sur la santé humaine et animale provoquées suite a une

intoxication par les mycotoxines, I'Union Européenne a édicté des textes réglementant
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leur présence et leur teneur dans les denrées alimentaires. En 2003, 1'Union

Européenne a proclamé des régulations strictes (recommandations N° 1425/2003 et N°

1881/2006) en fixant les concentrations autorisées de chaque mycotoxine dans les

aliments destinés a la consommation humaine. Le Tableau 2, regroupe les

informations concernant les niveaux autorisés de mycotoxines dans les aliments selon

I'UE.

Tableau 2: Les niveaux de mycotoxines autorisés par1'Union Européenne (UE) dans
les aliments et les denrées alimentaires qu'elles contaminent (recommandations N°
1425/2003 et N° 1881/2006)

Mycotoxines Variétés alimentaires

Concentration
autorisée (ug/kg)

AFB1

Cacahuetes et autres oléagineux ainsi que les produits
finis destinés a la consommation humaine

2.0

Cacahuetes et autres oléagineux destinés a des
traitements physiques avant d’étre consommés par
I’homme

8.0

Fruits secs, a 'exception des figues secs, ainsi que les
produits finis destinés a la consommation humaine

2.0

OTA

Céréales qui n’ont subis aucun traitement

5.0

Raisin sec

10.0

Vin (comprenant les vins mousseux, a 1'exception des
vins de liqueurs, et les vins dont le degré alcoolique
dépassants les 15% vol), ainsi que les vins fruités

2.0

Jus de raisin, jus de raisin concentré, nectar et mofit de
raisin, destinés a la consommation humaine

2.0

Grains de café torréfiés ainsi que le café torréfié moulu

5.0

PAT

Jus de fruits, jus de fruits concentré, et le nectar des
fruits

50.0

Jus de pomme et les produits de pommes, comprenant
la compote ainsi que la purée de pomme, destinés a la
consommation enfantine

10.0

Les boissons spiritueuses, le cidre et d’autres produits
fermentés a base de pomme ou contenant de jus de
pomme

50.0
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Mycotoxines Variétés alimentaires Concentration
autorisée (ug/kg)
Céréales qui n’ont subis aucun traitement 100.0

Pain, patisseries, biscuits et céréales, a I'exception du 50.0
ZEA mais

Produits issus de la transformation du mais destinés a 20.0
la consommation enfantine

Mais n’ayant subis aucun traitement 4000.0

FUM B1+B2
Céréales du petit déjeuner a base de mais 800.0

Quant a la répartition géographique des mycotoxines, Devegowda et al. (1998) ont
classifié les mycotoxines selon leur distribution mondiale. Leur étude a montré que
les aflatoxines se trouvent majoritairement en Afrique et en Asie. Par contre, en
Australie, ce sont les zéaralénone et les deoxynivalénols qui prédominent la région.
Les fumonisines, le deoxynivalénol et les aflatoxines se trouvent en des taux élevés en
Amérique du nord; quant a I’Amérique du sud, les deoxynivalénols ainsi que les
fumonisines, l'ochratoxine A et la toxine T-2 étaient parmi les mycotoxines
dominantes dans cette région. Cependant, dans les pays européens (Europe de 1'Ouest
et de I'Est), c’est 'ochratoxine A et la zéaralénone qui prédominent dans la région
(voir Figure 2). Cette répartition dépend en grande partie des variétés cultivées (mais,
blé, riz, cacao, seigle, raisin, pomme) dans les différents pays du monde. Certaines
moisissures ne se développent que sur des plantes spécifiques nécessitant un climat
bien particulier. La répartition des familles de mycotoxines est donc liée au climat et
par la suite a des zones géographiques délimitables. Toutefois, 'augmentation des
échanges commerciaux peut aboutir a une invasion mondiale, indépendante des
barrieres géographiques et climatiques des familles de mycotoxines. Effectivement,
les conditions dans lesquelles ces toxines sont produites dépendent fortement de deux
facteurs principaux: la disponibilité de l'eau et la température qui affectent le cycle de
vie des champignons mycotoxigenes. Il semble que le monde est confronté a des
changements dans les la répartition des mycotoxines suite aux changements
climatiques. Ces dernieres n'impliquent pas seulement une augmentation de la

température, mais aussi une augmentation des niveaux de COz, ainsi qu'une variation
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importante dans les conditions météorologiques, y compris les changements dans les
précipitations. Les variations de température et de la disponibilité de 1'eau peuvent
influencer 1'efficacité des fongicides et des pesticides, appliqués avant la récolte. De
meéme, le changement climatique peut modifier la répartition géographique ou le cycle

de vie des insectes qui favorisent les infections fongiques des cultures (Kovalsky,

2014).
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Figure 2 : Répartition géographique des mycotoxines dans le monde, en se basant sur
les pourcentages des échantillons contaminés. Schéma réalisé par Kovalsky (2014)

B. Ochratoxine A
B.1. Historique

L’OTA a été originellement découverte en 1965 par une équipe de chercheurs Sud-
Africains au cours d’une recherche systématique destinée a la découverte de nouvelles
mycotoxines (Van der Merwe, 1965). Le premier champignon classé ochratoxinogene
est A. ochraceus, mais plus tard, des études plus pointues ont montré que plusieurs
especes au sein des genres Aspergillus et Penicillium appartiennent aussi a cette

catégorie (Horie, 1995, Abarca, 1994, Ciegler et al., 1972).
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B.IL. Structure chimique et propriétés physico-chimiques de ’OTA

L’OTA est un pentakétide dérivé de la famille des hydrocoumarines, couplé a un
acide aminé, le L-B-phénylalanine sur le carbone portant le groupe carboxyle. La
nomenclature officielle de cette molécule selon I'UCPA est : L-phenylalanine-N-[(5-
chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-1H-2-benzopyran-7-yl) carbonyle]-(R)-

isocoumarine (Ringot, 2006) et sa structure chimique est représentée dans la Figure 3.

Figure 3 : Structure chimique de I'OTA. Schéma adapté et modifié de El Khoury and
Atoui (2010).

C’est un acide organique faible avec un pKa égal a 7.1 (Kuiper-Goodman and Scott,
1989, Bredenkamp et al., 1989) et une masse molaire de 403.8 g.mol . Sous UV, cette
molécule émet une fluorescence verte intense dans un milieu acide, et bleue dans un
milieu alcalin (Budavari et al., 1989). Dans des solutions a pH acide et neutre, 'OTA
est soluble dans des solvants organiques polaires (alcool, cétones, chloroforme), tres
peu soluble dans I’eau mais completement insoluble dans les hydrocarbures saturés.
Néanmoins, dans les solutions a pH basique, cette molécule est soluble dans une
solution de bicarbonate de sodium (solution aqueuse) et dans toutes les solutions

basiques.

L’OTA est une molécule chimiquement stable et résistante aux températures bien
élevées. Effectivement, cette toxine peut résister pendant 3 heures a une température
stérilisante de 121 °C sous haute pression (Trivedi et al., 1992, Boudra et al., 1995).
Ainsi, son élimination des denrées alimentaires reste jusqu'a présent une tache

difficile a exécuter (El Khoury and Atoui, 2010).
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B.III. Occurrence dans les aliments, exposition de 1’homme et principaux
producteurs

L’OTA est une mycotoxine trouvée essentiellement dans les produits dérivés des
plantes, comme a titre d’exemple les céréales (Park et al., 2005), les haricots, les
arachides, les épices (Overy et al., 2003), les fruits secs (Drusch and Ragab, 2003), le
café (Napolitano ef al., 2007), le lait et la biere (Skaug, 1999, Tangni et al., 2002), et elle
est surtout détectée dans les produits dérivés du raisin tels que le jus de raisin, le vin,
et les raisins secs (Pietri et al., 2001, Zimmerli and Dick, 1996, Rosa et al., 2004). Le jus
de raisin ainsi que les raisins secs ou déshydratés, utilisés dans les barres de céréales,
biscuits et pain, suscitent de considérables inquiétudes aux niveaux national et
international vue leur consommation élevée par les enfants, et donc représentent une
source importante de consommation journaliere d’OTA (Jordan, 2009). Afin de mieux
controler son occurrence en Europe, la « Commission Européenne » a décidé en 1994
de créer un groupe de coopération scientifique, connu sous le nom de « SCOOP Task
3.2.2» dans le but de rassembler toutes les informations sur l'apport de 'OTA
absorbée via le régime alimentaire adopté dans les pays de 1'Union Européenne
(Majerus and Kapp, 2002). Vue la nécessité de fixer des teneurs maximales tolérables
de certains contaminants d’origine naturelle (surtout I'OTA et les aflatoxines) dans les
denrées alimentaires, cette commission a décidé (Décision 1999/143/EC) d’établir le
rapport « Assurance sur I'apport d’ochratoxine A par le régime alimentaire dans
I"'Union Européenne » (Commission, 2004). Ce rapport a révélé la présence de 'OTA
dans une grande variété des denrées alimentaires telle que les céréales, le café, la biere,
le vin et la viande. Les concentrations trouvées sont variables allant de quelques ng/kg
a plusieurs ug/kg (un échantillon de café vert contient 250 ug/kg d’OTA). Parmi 5180
échantillons de céréales, 55% sont contaminés avec des taux d’OTA arrivant a 33
ug/kg. Le cacao s’est avéré la denrée la plus fréquemment contaminée (81% des
échantillons) mais avec des teneurs en OTA les plus faibles (moyenne de 0.277 ug/kg).

Toutefois, la contamination des viandes par 'OTA accentue la possibilité d'une
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contamination indirecte de 'homme, suite au stockage de 'OTA dans les muscles des
animaux (volailles, porc) (Jorgensen, 1998). A cause de sa thermostabilité, 'OTA se
maintient stable face aux procédés de transformation des aliments (cuisson,
fermentation, torréfaction...), ce qui lui permet de se retrouver dans les produits

dérivés de matieres premieres contaminées (Verger ef al., 1999).

L’OTA est une molécule produite non seulement par A. carbonarius, mais encore
par une vaste variété d’especes appartenant au genre Aspergillus section Circumdati et
Nigri ainsi qu’au genre Penicillium (Tableau 3). En 2009, A. westerdijkiae et A. steynii,
deux especes appartenant a la section Circumdati ont été séparés d’A. ochraceus et
semblent étre des producteurs puissants d’'OTA (Gil-Serna et al., 2009). P. nordicum et
P. verrucosum sont considérés comme des grands producteurs de cette toxine sur les
céréales, la viande et une variété de fromages (Lund and Frisvad, 2003).

Tableau 3 : Différentes espeéces des champignons producteurs d'OTA

Aspergillus section Circumdati

A. cretensis (Frisvad, 2004)
A. flocculosus (Frisvad, 2004)
A. melleus (Hesseltine, 1972)
A. ochraceus (Van der Merwe, 1965), (Frisvad, 2004)
A. ostianus (Hesseltine, 1972)
A. persii (Ciegler, 1972)
A. petrakii (Hesseltine, 1972)
A. pseudoelegans (Frisvad, 2004)
A. roseoglobulosus (Frisvad, 2004)
A. sclerotiorum (Frisvad, 2004), (Hesseltine, 1972), (Varga, 1996)
A. steynii (Frisvad, 2004)
A. sulphureus (Frisvad, 2004), (Hesseltine, 1972), (Varga, 1996)
A. westerdijkiae (Frisvad, 2004)
Aspergillus section Flavi
A. alliaceus (Varga, 1996), (Bayman, 2002)
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Aspergillus section Nigri

A. carbonarius (Horie, 1995), (Samson, 2004)
A. lacticoffeatus (Samson, 2004)
A. niger (Samson, 2004), (Abarca, 1994)
A. sclerotioniger (Samson, 2004)
Penicillium
P. nordicum (Larsen, 2001)
P. verrucosum (Pitt, 1987), (Van Walbeek, 1969), (Ciegler, 1973)

Les principaux champignons responsables de la production d’OTA dans les
aliments et les denrées alimentaires sont A. alliaceus, A. carbonarius, A. ochraceus, A.

steynii, A. westerdijkiae, P. nordicum and P. verrucosum (Frisvad, 2006).

B.IV. Aspergillus carbonarius : le contaminant majeur des raisins

1. Morphologie et niche écologique

Les champignons appartenant au groupe Aspergillus section Nigri (black Aspergilli)
forment une alliance d’especes de tres grande importance dans les études de
mycologie alimentaire, en biotechnologie et dans le domaine médical. A. carbonarius
est un champignon filamenteux noir appartenant a cette section qui colonise les grains
de céréales, de cacao et de café, les fruits (raisin) ainsi que les fruits secs (Joint, 2001,
Cabanies et al., 2002, Battilani et al., 2006b). Son aspect macroscopique ne permet pas
sa différenciation des autres black Aspergilli, dues aux ressemblances morphologiques
macroscopiques entre les champignons noirs. Effectivement, la culture d’A.
carbonarius et A. niger sur le milieu CYA engendre I'apparition de cultures noires, ne
montrant aucune différence apparente entre les deux especes (Figure 4) (Samson et al.,

2007).
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@ A B

(I1) A B

Figure 4 : (I) Culture sur milieu CYA de (A) A. carbonarius, (B) A. niger. (II) Conidies
de (A) A. carbonarius et (B) A. niger

Néanmoins, au niveau microscopique, A. carbonarius a une structure assez
particuliere (Figure 5) : c’est un champignon bisérié ayant des conidiophiores lisses
de 2 a 3 um de longueur, des vésicules sphériques de diametre 60 a 90 um, les métules
sont de 12 a 18 um et de tres larges conidies de 6 a 8 um de diametre, noire et tres

rugueuses, voire pointues.

Aspergillus carbonarius

Figure 5 : Schéma représentant la structure microscopique d'A. carbonarius
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En plus de ces caractéristiques morphologiques, A. carbonarius était le seul a
pousser dans une gamme de température allant de 9 °C jusqu’a 36 °C (Samson et al.,

2007).

2. Facteurs affectant la croissance d’A. carbonarius et la synthése de 'OTA

Le niveau de colonisation des champignons filamenteux est déterminé par les
facteurs environnementaux régnants et la composition de la matrice alimentaire
(Magan et al., 2004). Ces moisissures peuvent produire des mycotoxines, si les
conditions environnementales le permettent. Cependant la production de ces
dernieres est déclenchée durant la transition morphologique des champignons et
dépend de plusieurs facteurs tels que la température, le pH du milieu ainsi que
I’"humidité et la teneur en eau (aw) des substrats. Cependant, les conditions optimales
de production de 'OTA sont généralement tres différentes de celle de la croissance

d’A. carbonarius (Tableau 4).

Tableau 4 : Conditions optimales pour la croissance d’A. carbonarius et la
production de I'OTA sur milieu de raisin semi-synthétique (Passamani et al., 2014)

A. carbonarius

Croissance fongique optimale Production de 'OTA optimale
Température pH aw Température pH aw
20-33 °C 5-6.5 0.95-0.98 15-25 °C 5.35 0.99

La contamination des baies de raisin par A. carbonarius provoque leur pourriture
et les rendent completement seches et rétrécies a un stade avancé. Cette incidence est
étroitement liée aux conditions saisonnieres dominantes durant la période de récolte
du raisin. En effet, apres la maturation des baies, elles sont riches en sucre, en matieres
nutritives et en eau, ce qui favorise la croissance fongique et la production des toxines
(Battilani et al., 2003, Leong et al., 2006). Habituellement, les conidies fongiques sont
présentes sur la pellicule a partir du début de véraison jusqu’a la récolte, arrivant a un
pic durant la maturation. La gravité de la pourriture est influencée par la pluie et

l'irrigation excessive, avant la maturation, provoquant ainsi la rupture des baies, le
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fait qui augmente le risque de contamination par des champignons filamenteux
(Leong et al., 2006, Cozzi et al., 2007).

Le projet « Wine-Ochra Risk » réalisé dans six pays Méditerranéens entre les
années 2001 et 2005, montre que l'incidence de contamination du raisin par des
champignons Aspergillus appartenant a la section Nigri est significativement corrélée
avec la latitude et la longitude (Battilani et al., 2006a). Suivant I’approche géostatique
décrite par Battilani et al. (2006a), I’occurrence d’A. carbonarius est plus importante en
s’approchant vers le sud de I'Europe. La combinaison des parametres « température »
et « pluviosité » durant la période « fin Aout-début Septembre » dans plusieurs pays
Meéditerranéens, a permis la mise en ceuvre des cartes « Thermo-humidité » pouvant
prédire 'occurrence de 'OTA dans les vignobles. Les conditions météorologiques
ainsi que la proximité de la mer jouent également un rdle majeur dans la

détermination de 1'occurrence de I'OTA dans les raisins (Cozzi et al., 2007).

B.V. Toxicité de 'OTA

Le profil toxicologique de I'OTA a été largement évalué dans de nombreuses
études au cours des années (Haighton et al., 2012, O'Brien and Dietrich, 2005, El
Khoury and Atoui, 2010, Mally, 2012, Vettorazzi et al., 2014). L’OTA est la mycotoxine
la plus dangereuse appartenant a la famille des ochratoxines. D’ailleurs, cette toxine a
gagné sa place parmi les métabolites secondaires toxiques, en lien avec ses propriétés
carcénogéniques, néphrotoxiques, tératogeniques, immunotoxiques et neurotoxiques

(Pfohl-Leszkowicz and Manderville, 2007).

Durant la derniere décennie, les études menées sur le pouvoir carcinogénique de
I'OTA ont attribué cet effet au mécanisme génotoxique indirect de cette molécule
(mécanisme épigénique), relié au stress oxydatif, a la prolifération cellulaire
compensatoire et a l'interruption des signaux de division cellulaire (Mally and Dekant,
2009, Vettorazzi et al, 2013, Rumora and Zani¢ Grubisié, 2009). Néanmoins,

I'hypothese de I'implication génotoxique directe de 'OTA induisant la formation des
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adduits a I’ADN reste toujours en cours de discussion (Pfohl-Leszkowicz and
Manderville, 2011). En effet, 'ingestion de cette molécule via le régime alimentaire
aboutit a l'apparition de tumeurs hépatocellulaires et rénales, des hépatomes et des
nodules hépatiques chez les souris males et des carcinomes hépatocellulaires chez les
souris femelles (Huff et al., 1992, Pfohl-Leszkowicz et al., 1998). Cependant, les études
sur l'association de cancers chez les humains suite a I'ingestion de 'OTA demeurent
peu concluantes, bien que des morts dues aux tumeurs du tractus urinaire ont été
signalés dans les pays des Balkans (Néphropathie Endémique des Balkans ou BEN),

notamment en Bulgarie et Yougoslavie (Feier and Tofana, 2009).

Quant aux effets néphrotoxiques de I'OTA, cette derniere a été associée a
I'’ochratoxicose des poulets et des porcs (néphropathie porcine liée aux mycotoxines,
MPN) classée parmi les maladies causant des pertes économiques mondiales (Huff et
al., 1974, Elaroussi et al., 2006, Stoev et al., 2010a, Stoev et al., 2010b), et caractérisée par
un endommagement sévere des reins lié a la consommation des aliments contaminés
en OTA (Stoev and Denev, 2013, Golinski et al., 1984). Cette molécule a montré une
grande affinité envers les protéines, plus particulierement le sérum d’albumine (la
Bovine Sérum Albumine ou BSA), favorisant ainsi sa bioaccumulation dans les
organes des animaux, et par la suite sa transmission vers les animaux prédateurs. Par
conséquent, les muscles, les produits des abats, le lait et parfois les ceufs, peuvent étre
contaminés indirectement par 'OTA. Quant a l'intoxication des humains par cette
toxine, il s’est avéré que cette derniere est responsable de la maladie rénale progressive
(Néphropathie Endémique ou EN) se manifestant par une fibrose cellulaire
interstitielle, une atrophie tubulaire et une caryomégalie des cellules tubulaires

rénales (Stoev, 1998, Maaroufi et al., 1993).

L’OTA a aussi des effets tératogenique, immunotoxique et neurotoxique.
Effectivement, cette substance est capable de traverser la membrane du placenta chez
les rats, les souris et les poules, induisant des malformations et des dysmorphogeneses
fcetales chez ces animaux (Maruya et al., 1982, Hayes et al., 1974, Gilani et al., 1978). En
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plus, sous certaines conditions, I'OTA peut agir comme un agent immunodépresseur,
inhibant par la suite la prolifération des lymphocytes B et T ainsi que la production de
I'Interleukine 2 (IL2) (Lea et al., 1989). De méme, Petzinger and Weidenbach (2002) a
constaté que I'OTA est a I'origine de plusieurs maladies immunitaires, notamment la
régression du thymus, la suppression de la réponse immunitaire et des troubles dans
la circulation lymphatique (lymphopénie). Par rapport au systeme nerveux, 'OTA est
considérée comme une substance hautement toxique pour les cellules nerveuses
(Brown et al., 1976) causant des lésions et des endommagements au niveau cérébral

(Soleas et al., 2001).

Les doses létales (LD) et le mécanisme d’action de I'OTA ont été largement étudiés
et interprétés au cours des années, surtout sur les porcs et les rats. Les LDso de 'OTA
(doses létales capables de tuer 50% de la population étudiée) chez les porcs sont de
I'ordre de 1.0-6.0 mg/kg, et de 20-30 mg/kg pour les rats (O'Brien and Dietrich, 2005).
Ces auteurs ont ainsi démontré que ces taux d’'OTA causent des hémorragies dans
tous les organes vitaux, des néphroses et nécroses dans le foie et les tissues
lymphoides. En plus, cette toxine peut s’accumuler dans le corps, puisqu’elle est
facilement absorbée par I'estomac et l'intestin gréle, mais difficilement éliminée par
les voies biliaires. Une fois ingérée, 'OTA a une durée de demi-vie variable selon le
genre des animaux. La durée de demi-vie de cette toxine chez les étres humains peut
arriver a 35 jours (la durée de demi-vie la plus élevée), et a 40 heures chez les rats (la
durée la plus petite) (O'Brien and Dietrich, 2005). La demi-vie élevée de I OTA chez
certains organismes est due a l’affinité de cette molécule avec les protéines sériques.
Kumagai (1985) a constaté que les rats dépourvus d’albumine sont capables d’éliminer

plus rapidement 'OTA par les voies urinaires que les rats témoins.

Quant aux métabolites issus de la transformation de I’OTA, leur toxicité est tres
peu étudiée. En effet, 'OTa est 1000 fois moins toxique que I'OTA (Bruinink et al.,
1998) et sa demi-vie est de 9.6 heures chez les rats (Li et al.,, 1997). De méme,
I’administration de I'OTB n’a pas d’effet néfaste chez les rats (Mally et al., 2005),
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pourtant des nécroses et des dégénérations tubulaires rénales sont observées apres

I'ingestion de la méme dose d’OTA par ces rats. Cette différence de toxicité est

attribuée a la faible affinité de 'OTB envers les protéines sériques, ce qui diminue sa

bioaccumulation dans les organes et favorise ainsi son excrétion.

B.VI. Voie de biosynthese

Bien que I'OTA soit parmi les mycotoxines les plus menagantes a la sécurité des

aliments, sa voie de biosynthese reste jusqu’a présent, pas completement élucidée

comparée aux autres mycotoxines (Huffman et al., 2010). Néanmoins, plusieurs

hypotheses ont été mises au cours des années sur la chronologie de la production de

I'OTA :

En 1979, Huff and Hamilton (1979) ont proposé en premier un schéma
hypothétique de cette voie de biosynthese au niveau biochimique (Figure 6).
Ces auteurs ont spéculé que la melleine, catalysée par une PKS (Polykétide
Synthase), est transformée en 7-methylmelleine et puis en OTf sous 'action
d’'une oxydase, puis convertie en OTa par lintermédiaire d’une
halogénase/chloroperoxydase. Cette étape est suivie par la liaison entre I'OTa
et le phénylalanine-ester (issu de la voie de biosynthese de I’acide shikimique),
engendrant ainsi 'obtention de 'OTC. Ce dernier est par la suite modifié et

transformé en OTA suite a une réaction de désestérification.
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Figure 6 : Schéma de la premiere voie hypothétique de la biosynthese de I'OTA.

Schéma adapté et modifié de (Huff and Hamilton, 1979).

- Entre les années 2001 et 2012, des études moléculaires ont montré que chez A.
ochraceus (Harris and Mantle 2001) et A. westerdijkine NRRL 3174 producteur
d’OTA (anciennement identifi€é comme A. ochraceus) (Bacha et al., 2009, Bacha
et al., 2012, Harris and Mantle, 2001), la melleine ne joue aucun rdle dans la
biosynthese de cette toxine. Outre melleine, l'intermédiaire OTC, qui est
supposé avoir un role dans la derniere étape de biosynthese de 'OTA, n’a pas
été détecté dans les cultures d’A. carbonarius liquide, et c’est ainsi que
I'hypothese de son implication dans la biosynthese de 'OTA a été éloigné par
Gallo et al. (2012).

- Ultérieurement, Gallo et al. (2012) a proposé un nouveau modele présentant la
voie de biosynthese de I'OTA chez A. carbonarius, dans lequel I'OTf3 est
transformée en OTB par une NRPS (Peptide Synthase Non Ribosomique) (suite
a une liaison amidique entre I'OT{ et le L-phénylalanine), et puis en OTA par

I'intermédiaire d"une halogénase/chloroperoxydase. D’ailleurs, dans ce modele
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de biosynthese, 'OTa n’est plus considérée comme un intermédiaire de
synthese chez A. carbonarius ITEM 5010, mais plutét comme un produit de
dégradation de I'OTA.

- En 2016, la voie de biosynthese de 'OTA a été confirmée suite a I'identification
et au séquencage du gene codant une halogénase/choloperoxydase chez A.
carbonarius. La mutation de ce gene a engendré la production excessive de
I'OTB, sans aucune détection de I'OTA. Les métabolites qui précedent la
formation de I'OTB ont été de méme détectés, ce qui place la chloration en

derniere étape dans la voie de biosynthese de I'OTA (Ferrara et al., 2016).

0
HC )LS LCoA | OMS/CDA

1 acétyl-CoA 4 malonyl-CoA i o~ Issu de la voie de
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Figure 7 : Schéma montrant la voie de biosynthese de 'OTA proposée en 2016 chez A.
carbonarius. Schéma adapté et modifié de Ferrara et al. (2016).

Les structures chimiques des intermédiaires de la production de I'OTA, tel que I'OTB
et 'OTp, ainsi que I'OTa (produit de dégradation de 'OTA) sont représentées dans la

Figure 8.
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Figure 8 : Structure chimique des métabolites de 'OTA

1. Genes de la biosynthese de 'OTA chez A. carbonarius

Les PKS les NRPS ont été identifiées comme étant des enzymes a plusieurs
modules, impliquées dans la biosynthese des polykétides et des peptides
respectivement, essentielles a la production des métabolites secondaires chez les
champignons filamenteux (Gallo et al., 2013). La chloroperoxydase responsable de
I'ajout d’un atome de chlore présent dans I'OTA a été de méme identifié chez plusieurs
souches ochratoxinogenes (Figure 9). Les genes de biosynthese de I'OTA chez A.
carbonarius, ainsi que les propriétés des enzymes codées sont représentés dans les

Tableaux 5, 6 et 7.

a. Polykétides Synthases de 'OTA
La famille des polykétides regroupe les métabolites dérivant de la condensation

répétitive des unités d’acétates (-CH2-CO-) par I'intermédiaire des enzymes connues

sous le nom des « polykétides synthases » ou « PKS ».

Tableau 5: Caractéristiques des PKS dans le regne fongique, et chez A. carbonarius

Géne identifié chez ® acOTApks (PI no. 173482) constitué de 8 063 bp, a été

A. carbonarius séquenceé en 2014 par (Gallo, Knox et al. 2014).
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e Domaines : KS (B-kétosynthase), AT (acyltransférase), DH
(déshydratase), C-Met (C-methyltransférase) responsable
PKS chez de I'ajout du group méthyle a la molécule de I'OTA.
A b ) e Le C-terminal contient les domaines ER (enoylréductase),
$ CATDONATINS KR (kétoréductase) et ACP (porteur des précurseurs acyl-
CoA)

e Type : PKS hautement réduite ou « HR-PKS »

b. Peptides Synthases Non Ribosomiques (NRPS)

Les NRPS fongiques sont des enzymes multifonctionnelles composées de modules

enzymatiques utilisés pour allonger la chaine d'acides aminés (Tableau 6). Chez les
NRPS, le nombre et I'ordre des modules représentent le nombre et I'ordre des acides
aminés trouvés dans le produit final (Schwarzer and Marahiel, 2001, Amoutzias et al.,

2008).

Tableau 6 : Caractéristiques des NRPS dans le régne fongique, et chez A.
carbonarius

Géne identifié chez o acOTAnrps, constitué de 5 691 bp (PI no. 132610) (Gallo
A. carbonarius et al., 2012).

. nstituée de 1 875 acides aminés et caractérisée par la
NRPS chez CO/ .5 : P
présence de trois domaines centraux ou « Core
Domains » ainsi quun domaine d’adénylation

A. carbonarius

c. Halogénase/chloroperoxydase

L’intervention d'une choloroperoxydase dans la voie de biosynthese de I'OTA a
été supposée d’apres la structure chimique de cette toxine (Huff and Hamilton, 1979).
La premiere preuve de I'implication de cette enzyme a été rapportée chez P. nordicum
suite a la détection du gene otachlPN codant une halogénase. Dans cette étude menée
sur ce champignon, 30 genes activés ont été détectés durant la synthese de 'OTA,
quand ce champignon est mis en culture dans des conditions favorisant cette
production (Farber and Geisen, 2004, Karolewiez and Geisen, 2005). Derniérement,
une halogénase/chloroperoxydase a été identifiée chez A. carbonarius par Ferrara et al.
(2016) qui a pour role d’ajouter un atome de chlore a I’'OTB (analogue non chloré de
I’'OTA) afin d’aboutir a la structure finale de I'OTA, portant un atome de chlore sur
son carbone C5 (Tableau 7).
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Tableau 7 : Caractéristiques de 1’halogénase/chloroperoxydase chez A. carbonarius

Geéne identifié chez e acOTAhal (ID 209543) constitué de 1 548 bp

A. carbonarius

o FElle se situe a 4 400 nucléotides en aval du locus
contenant les genes acOTApks et acOT Anrps.
e La délétion du gene a induit un arrét total de la
Chloroperoxydase production de I'OTA chez A. carbonarius d’une part, et
chez A. carbonarius une augmentation significative dans la production
de I'OTB d’une autre part.
e L’étape de chloration (qui convertit 'OTB en OTA)
représente 1'étape finale de la voie de biosynthese de
I'OTA chez A. carbonarius.

d. Genes acOTAbZIP et acOTAp450 impliqués dans la voie de biosynthese de
I’OTA chez A. carbonarius

L'inspection des régions en amont et aval du cluster de 'OTA contenant les genes

acOTApks, acOTAnrps et acOTAhal a permis d'identifier plusieurs genes chez A.
carbonarius codant pour des protéines putatives impliquées dans la biosynthese de
I'OTA. En effet un profil d’expression similaire a celui d’acOTAhal a été observé pour
acOTAp450 et acOTAbZIP, deux genes situés entre acOTAnrps et acOTAhal (Figure 9).
Les acOTAp450 et acOTAbZIP codent pour une monooxygénase cytochrome p450 (ID
517149) et un facteur de transcription bZIP (ID 7821). L'implication d'une
monooxigénase p450 dans la biosynthese de I'OTA a déja été identifiée chez A.
ochraceus (O'Callaghan et al., 2006) et A. steynii (Gil-Serna et al., 2015) (Tableau 8),
probablement ayant la fonction d'oxydase impliquée dans la formation du métabolite
OTp. Le facteur de transcription bZIP a un role dans la régulation de I'expression des
genes de biosynthese de I'OTA. En effet, les protéines bZIP sont des facteurs de
transcription qui régulent de multiples processus métaboliques tels que le
développement et la morphologie des champignons ainsi que la réponse a un stress

oxydatif (Yin and Keller, 2011).
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Les données collectées sur la voie de biosynthese de I'OTA ainsi que sur les genes
impliqués dans cette synthese, ont permis d’établir des clusters hypothétiques pour

uniquement A. carbonarius, A. steynii, A. niger et P. nordicum (Figure 9).

— | p450ste >‘| nrpsste >—| pksste
— 1 ung15g0790>-| an15¢07910 >—| an150720

TTT

O Halogénase Obzip Op450 ONRPS Orks

Figure 9 : Représentation schématique des différents clusters hypothétiques de la voie
de biosynthese de 'OTA chez A. carbonarius (Ferrara et al., 2016), A. steynii (Gil-Serna
et al., 2015), A. niger et P. nordicum (Karolewiez and Geisen, 2005).

Cette comparaison montre que chez le champignon P. nordicum appartenant au
genre Penicillium, I’arrangement de ses genes de biosynthese de I'OTA est différent

que celui observé chez les especes ochratoxinogenes appartenant au genre Aspergillus.

Tableau 8: Genes de biosynthése de 1’OTA identifiés chez les producteurs majeurs
de I’OTA (N.IL : non identifié)

PKS NRPS Halogénase Cytochrome P450 bZIP
acOTApks acOTAnrps acOTAhal acOTAp450 acOTAbZIP
. 8063 bp 5691 bp 1548 bp Identifié, non Identifié, non
A. carbonarius py o 173482 PIno. 132610  ID 209543 séquencé séquencé
(Gallo et al., (Gallo et al., (Ferrara et al., (Ferrara et al., 2016)  (Ferrara et
2014) 2012) 2016) al., 2016)
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PKS NRPS Halogénase Cytochrome P450 bZIP
aoks1 nrps N.L p450-B03 N.L
2017 bp Séquence 463 bp
Accno. partielle 902 Acc no. DQ054596

A. westerdijkiae AY583209.1 bp (Sartori et (O'Callaghan et al.,
(Bacha et al., al., 2014) 2006, Bacha et al.,
2009) 2009)
An15¢07920 An15¢07910 radH An15¢07900 N.L
7 665 bp 5 643 bp 1494 bp 1530 bp

_ Acc no. Acc no. acc. no. Acc no.
A. niger XM_001397276.2 XM_001397275 XP_001397309 XM_001397274.1
(Ferracin et al., 2 (Ferracin et al., (Ferracin et al., 2012)
2012) (Ferracinet al.,  2012)
2012)
aopks N.L N.L p450-H11 N.L
1 508 bp et
Acc no.
AY272043 p450-B03
(O'Callaghan, Identifiés, non
2003) séquencés
(O'Callaghan et al.,
2006)
aoOTApks
Identifié, non
A. ochraceus séquencé

(Wang et al.,
2015)
aolc35-12
3412 bp
Accno.
AY583208.1
(Bacha et al.,
2012)
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PKS NRPS Halogénase Cytochrome P450 bZIP
pksste nrpsste N.L p450ste N.L
8095 5166 1822
A steynii Accno. Accno. Accno.
- Stey KJ395384.1 KJ395384.1 KJ395384.1
(Gil-Serna et al., (Gil-Serna et (Gil-Serna et al,
2015) al., 2015) 2015)
otapksPV nrps N.L N.L N.L
1080 bp 699 bp
P. verrucosum Acc no. Accno.
' DQ789993 JN097798.1
(Abbas et al, (Rodriguez et
2013) al., 2011)
otapksPN otanpsPN otachlPN N.L N.L
2226 bp 2138 951 bp
Accno. Acc no. Séquence non
P. nordicum  AY196315 AY534879 accessible
(Karolewiez (Geisen et al., (Geisen et al.,
and Geisen, 2006) 2006, Farber and
2005, Geisen et Geisen, 2004)
al., 2004)

2. Régulateurs de la voie de biosynthese de 'OTA

L’activation ou la répression des genes de biosynthese des ochratoxines dépend
d'un certain nombre de facteurs agissant sur la synthese de ces métabolites. En
général, la plupart des clusters de métabolites secondaires sont régulés par des
facteurs de transcriptions internes et/ou globaux, controlés par différents stimuli
physiologiques et environnementaux. La biosynthese de 1'OTA, elle aussi, est
gouvernée par des facteurs de transcriptions globaux activés suite a différents stimuli

externes (lumiere, pH, azote, carbone et stress oxydatif).

a. Lalumiére et le complexe velvet, régulateurs de la production de ’'OTA

Parmi les stimuli influengant la production des mycotoxines, la lumiere fait partie

des facteurs environnementaux essentiels a cette production. Selon Bayram et al.
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(2008), la présence ou l'absence de la lumiere induit une différentiation
morphologique des champignons, et c’est seulement en I'absence de la lumiere que
les moisissures produisent des métabolites secondaires. La formation des conidies, la
croissance mycéliale et la production de 'OTA peuvent étre influencées par la lumiere
blanche et 'U.V chez A. ochraceus et A. niger. En fait, la lumiere rouge (A = 627 nm) et
la lumiere bleue (455<A<470 nm) induisent une inhibition de la croissance fongique et
de la production de I'OTA (Fanelli et al., 2012, Schmidt-Heydt et al., 2011b, Aziz and
Moussa, 1997). Afin de mieux comprendre ce phénomene, un complexe velvet
« VelB/VeA/LaeA » a été largement décrit, contenant des domaines conservés tout au
long du regne fongique (Bayram and Braus, 2012). Ce complexe est localisé
principalement dans le noyau en absence de lumiere (Bayram et al., 2008). En présence
de lumiere, le VeA est localisé dans le cytoplasme et le VelB favorise la formation de
spores asexu€es. En obscurité, le complexe VelB / VeA est transporté vers le noyau et
provoque une augmentation de l'activité du LaeA, un régulateur épigénétique
principal pour le métabolisme secondaire dans le genre Aspergillus (Figure 10) (Bok

and Keller, 2004).

Quant aux genes de régulation, veA et laeA chez A. carbonarius ont été identifiés en
2013 par Crespo-Sempere et al. (2013). Ces genes codent respectivement pour deux
protéines appelées VeA (PI no. 202676) et LaeA (PI no. 5941). En effet, suite a
I'inactivation de ces genes chez A. carbonarius, la croissance végétative est touchée
d’'une maniére non significative, cependant, une réduction significative dans la
production des conidies est remarquée (Crespo-Sempere et al., 2013). En d’autres
termes, la production des conidies a augmenté en présence de lumiere chez A.
carbonarius, tandis que la production de I'OTA est significativement amplifiée en
obscurité. Malgré les taux de production variés, suite a la présence ou I'absence de
lumiere, les niveaux de transcription du veA et du lzeA demeurent les mémes,

indépendamment du stimulus lumineux, ce qui signifie que la production de 'OTA
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dépend seulement de la position du VeA dans la cellule et non pas des taux de

transcription des genes régulateurs (Crespo-Sempere et al., 2013).

Obscurité
Lumiére
l < LaeA )
VelB
VeA
A\
VelB
Cytoplasme Noyau VeA v

y VelB
VeA

Développement sexué

b

Métabolisme secondaire réduit , . .
Métabolisme secondaire

Figure 10 : Interaction entre les complexes de la famille « velvet » et la protéine LaeA
chez A. nidulans. (KapA : protéine de transport)

Schéma adapté et modifié de Bayram and Braus (2012)

b. Les molécules oxydantes et le stress oxydatif

Lors d’un stress oxydatif, les champignons filamenteux se protegent en activant
plusieurs lignes de défense, afin de prévenir des dommages cellulaires causés par
I'apparition des especes réactives de 1'oxygene (ROS). La premiere ligne de défense
est représentée par l'activation des enzymes anti-oxydantes (superoxyde dismutases,

catalases et peroxydases).

e Les superoxydes dismutases(SOD) catalysent la transformation du superoxyde en
peroxyde (H20z)

e Les catalases détoxifient et transforment le H2O2 en H20 et O: (Hong et al., 2013).
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e Les peroxiredoxines (PRX), agissent comme des peroxydases cellulaires ayant un

role protecteur des protéines contre les ROS (Rhee et al., 2012).

Une modulation dans l'expression des sod et prx chez A. carbonarius est observée
suite a un ajout des antioxydants (BHT et catéchine). En effet, une concentration de 2.5
mmol/L de BHT induit une réduction dans l'expression de ces genes suivie d'une
diminution des taux d’"OTA. Cependant, 'emploi des concentrations supérieures a 2.5
mmol/L de BHT provoque une augmentation des ROS dans le milieu de culture, ce

qui induit une production élevée de 'OTA (Crespo-Sempere et al., 2016).

D’autres mécanismes sont de méme impliqués dans la régulation de la synthese
des mycotoxines tels que les récepteurs liés au stress oxydatif. Ces récepteurs peuvent
transmettre le "message oxydatif' vers le noyau et favoriser un changement de
transcription visant a restaurer 1'équilibre redox correct dans la cellule. Par exemple la
production des ochratoxines et des aflatoxines est régulée par le facteur de
transcription du stress oxydatif « Yap-1 » (Reverberi et al., 2012, Reverberi et al., 2007).
Chez A. parasiticus, la délétion du gene ApyapA (un homologue du Yap-1 présent chez
les levures) désactive la capacité du champignon a rétablir 1'équilibre redox correct
dans la cellule. Par la suite, le métabolisme secondaire et la synthese des aflatoxines
sont déclenchés. De méme, I'hypotheése de I'implication du stress oxydatif dans la
régulation de la synthese de 'OTA chez A. ochraceus a été confirmée suite a par la
rupture du gene AyloxA, codant une lipoxygenase chez ce champignon (Reverberi et
al., 2012). L’inactivation de ce gene induit un changement dans les phénotypes des
colonies et la formation des conidies, une diminution de I’activité de la lipoxygenase,
et une inhibition significative de la production d’'OTA chez A. ochraceus. Le stress
oxydatif affecte non seulement la production de cette toxine, mais aussi peut induire
la production de la citrinine a la place de I'OTA, révélant ainsi le phénomene de
« cross-regulation » de la voie de biosynthese OTA/citrinin chez P. verrucosum

(Schmidt-Heydt et al., 2015).
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c. Les facteurs nutritifs : source de carbone et d’azote

Les champignons préferent les sources de carbone facilement métabolisables par
rapport a d'autres sources d’hydrocarbures. En effet, le carbone facilement métabolisé
réprime la synthese des enzymes liées au catabolisme des autres hydrocarbures,
assurant ainsi une utilisation préférentielle de la source de carbone pour chaque
espece. Ce mécanisme connu sous le nom de « répression du carbone » a été bien
étudié chez A. nidulans et A. niger et implique la protéine réprimante connue sous le
nom de « CreA » (Ruijter and Visser, 1997). En présence de glucose, CreA inhibe la
transcription de nombreux genes cibles en se liant a la séquence consensus spécifique
de G / CPyGGGG dans la région promotrice de ces genes (Ronne, 1995). Les genes liés
au métabolisme secondaire tels que 1ipnA (impliqué dans la biosynthese de la
pénicilline chez A. nidulans) appartiennent a la catégorie des genes influencés par
CreA (Martin et al., 1999). Depuis sa découverte, le creA a montré son implication dans
la régulation de I'utilisation de la proline, 1’éthanol et le xylene chez A. nidulans
(Ruijter and Visser, 1997). Dans son étude, Hashem et al. (2015) a évalué la croissance
d’une souche d’A. carbonarius mise en culture avec plusieurs sources de carbone ainsi
que sa capacité a produire 'OTA dans ces conditions (Tableau 9). Cet auteur a trouvé
que I'emploi du fructose, glucose et sucrose n’entraine pas une différence significative
dans la croissance d’A. carbonarius ni dans la production de 'OTA par ce champignon.
Par contre, le glycérol, la cellulose etla pectine réduisent significativement la
croissance fongique. La production de 'OTA est affectée suite a I'emploi du mannose,
glycérol, amidon et pectine.

Tableau 9 : Effet de plusieurs sources de carbone sur la croissance d'A. carbonarius
et la production de 'OTA

Production d’'OTA (ug/ 100

Source de carbone Croissance (g /100 mL) D
m
Fructose 1.92 69.48
Glucose 2.00 56.23
Sucrose 2.06 56.17
Mannose 0.63 33.35
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Glycérol 0.29 18.53
Cellulose 0.42 56.00
Amidon 0.73 13.26
Pectine 0.31 28.03

De méme Hashem et al. (2015) a étudié I'effet de différentes sources d’azote sur la
croissance et la production de I'OTA, et il a trouvé que 'emploi de I'extrait de levure
et de nitrate d’ammonium (NH4NO:s) est optimal pour la croissance de ce champignon
et la production de I'OTA. Par contre, le chlorure d’ammonium (NH4Cl), l'urée
(CHsN20) et le sulfate d’ammonium ((NH4)2SOs4) ne favorisent pas la production de

I’OTA ni la croissance du champignon.

d. Effet du pH du milieu

Les champignons comme beaucoup d’autres microorganismes, sont capables de

s’adapter aux changements environnementaux. Plus particulierement, les moisissures
peuvent se développer et s’adapter a des pH extrémes. Ce phénomene a été étudié
chez plusieurs classes de champignons. Face a un changement de pH, ces dernieres
sont capables de modifier I'expression de certains genes, leur permettant de survivre
dans une large gamme de pH. Cette réorganisation transcriptomique affecte les genes
impliqués dans la production des molécules destinées a la communication avec le
milieu extérieur. En d’autres termes, il s’agit des ligands localisés sur la surface
cellulaire ou des enzymes et des métabolites destinés a la sécrétion (Penalva et al.,
2008). C’était dans les années 60 que la régulation spécifique au pH a été mise en
évidence chez A. nidulans suite a l'isolement des mutants appelés « mutant pal »
(alkaline phosphatase deficient) et des « mutant pac » (acid phosphatase deficient)
(Dorn, 1965). Plus tard, Caddick et al. (1986), a démontré que les genes palA, palB, palC,
palE, palF et pacC sont impliqués dans la régulation des voies de biosynthese des
métabolites chez les champignons face aux variations du pH. Ultérieurement, il a été
démontré que les produits de traduction des genes pal et pacC forment une cascade de
signalisation en réponse a la variation du pH extracellulaire qui se termine par la
protéine PacC (Penalva et al., 2008). Cette protéine renferme trois motifs de zinc qui
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s’attachent a la séquence consensus « 5'-GCCARG » de la région promotrice de genes

chez A. nidulans (Tilburn et al., 1995, Espeso et al., 1997).

Plus particulierement, chez A. nidulans et A. parasiticus, la production de la
stérigmatocystine et de I’aflatoxine respectivement a été régulée par le « PacC » pour
différentes valeurs de pH (Keller et al., 1997). Ainsi, le pH acide (4-6) induit une
expression précoce des genes stcU chez A. nidulans et ver-1 chez A. parasiticus
comparée a celle en pH basique ou neutre, ce qui induit une production importante
de stérigmatocystine et d’aflatoxine respectivement. Cependant, chez A. ochraceus et
A. carbonarius, la variation du pH du milieu semble avoir un effet non significatif sur
la production de I'OTA, comparé a celui de l'activité de 'eau et la température
(Kapetanakou et al., 2009). Ce fait peut étre dii a I’absence du site de liaison PacC dans
la région promotrice du gene pks chez A. carbonarius. En effet, dans son étude sur la
régulation de la production de I'OTA par des stimulus externes, Thomas B.T. (2015) a
trouvé que ce site n’était présent que chez 4 isolats parmi 18 souches d’Aspergillus
appartenant a la section Nigri et productrices d’OTA. Cette observation pourrait étre
la raison pour laquelle le pH n’est pas considéré comme un facteur important dans la
régulation de la production de I'OTA chez les champignons appartenant a la section

Nigri, plus particulierement A. carbonarius.

e. Stress osmotique

A. carbonarius produit généralement des quantités élevées d'OTA, comparées a
celles produites par P. nordicum. En revanche, P. verrucosum ne produit généralement
que des quantités modérées d'OTA par rapport a P. nordicum. En fait, la production
d'OTA par le genre Penicillium dépend fortement des conditions environnementales
telles que les stress osmotique et oxydatif. Effectivement, P. verrucosum est capable de
produire la citrinine (métabolite secondaire) au lieu de I'OTA suite a un stress oxydatif
(Schmidt-Heydt et al., 2011a), alors que dans un stress osmotique (taux élevé de NaCl)
la production de citrinine est déplacée vers 'OTA (Schmidt-Heydt et al., 2012). La

biosynthese et I'excrétion de 'OTA (qui porte un chlore dans sa molécule), peuvent
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étre considérées comme une sorte d'adaptation aux environnements riches en NaCl.
La production excessive de 'OTA dans un milieu riche en NaCl par le genre
Penicillium est considéré comme un moyen de transport du chlore hors de la cellule,
afin d’assurer une certaine homéostasie, favorisant ainsi la survie de ces champignons

dans de telles conditions (Schmidt-Heydt et al., 2012).

Contrairement aux deux Penicillium, A. carbonarius n'a jamais été trouvé dans des
environnements riches en NaCl. Ceci indique que ce dernier n'est pas adapté a ce type
d’habitat. Les changements dans 1'osmolarité du milieu (causés par le NaCl ou les
sucres), sont habituellement transmis au niveau transcriptionnel par l'intermédiaire
de cascades de signaux. Les champignons ont diverses cascades de signaux, qui sont
activées par différents signaux externes (Rispail et al., 2009). La cascade de signaux
activée par 1'osmolarité élevée, est connue sous le nom « HOG » (High Osmolarity
Glycérol) (Rispail et al., 2009). Cette derniere est composée d'un récepteur sensible aux
changements d’osmolarité externes, situé au niveau de la membrane et qui transmet
le signal vers un ensemble de trois protéines kinases consécutives (MAP kinases), dont
la derniere est la protéine kinase HOG (Rispail et al., 2009). La forme phosphorylée de
cette kinase est la forme active et peut activer les facteurs de transcription en aval par
phosphorylation. Ce mécanisme d’adaptation favorise la production continue d'OTA
qui assure la viabilité de I'organisme producteur dans des environnements riches en
NaCl. Le mécanisme devrait théoriquement étre présent chez tous les organismes
producteurs de cette toxine. Cependant, ce n’est pas le cas pour A. carbonarius, qui a
perdu drastiquement sa capacité de biosynthése de 'OTA ainsi que son pouvoir de
croissance quand il est mis en culture dans un milieu supplémenté de 40 g/L de NaCl
(Stoll et al., 2013). Cela peut étre dii au fait que la phosphorylation et 'activation de la
biosynthese de 'OTA ne sont pas apparemment couplées chez ce champignon. Ainsi,
suite a un stress osmotique causé par le NaCl, A. carbonarius semble avoir des

difficultés a s’adapter et produire ' OTA dans ces conditions de vie (Stoll et al., 2013).
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B. VII. Moyens de lutte contre 'OTA

Prévenir la production de 'OTA est devenue une des préoccupations majeures
afin de protéger les consommateurs de ses risques déléteres sur leur santé. Les dégats
économiques de 'OTA ainsi que ses effets néfastes sur la santé publique ont incité les
scientifiques a trouver des moyens de préventions contre I'apparition de cette toxine
aux champs, ainsi que des moyens de détoxification de I'OTA des denrées
alimentaires (Rustom, 1997). En effet l'efficacité de ces deux techniques dépend
amplement de la méthode utilisée, le moment d’emploi (avant ou apres la récolte) et
surtout du type de champignons responsables de sa production (Kabak et al., 2006).
Les processus de décontamination ainsi que la prévention de 1'occurrence de I'OTA

doivent répondre aux criteres suivants (Kabak et al., 2006) :

(1) Destruction, inactivation ou élimination de 'OTA

(2) Aucun résidu toxique, carcinogene ou mutagene ne doit apparaitre dans les
denrées alimentaires traitées

(3) Préserver les propriétés physico-chimiques et sensorielles du produit

(4) Techniquement et économiquement faisable

Ces stratégies peuvent viser soit a limiter le développement fongique (approche
préventive), soit agir sur la toxine méme afin de I'éliminer ou réduire sa disponibilité
(approche curative). Dans le premier cas, I'intervention se fait en général au champ ou
dans les silos de stockage afin de mieux contrdler I'infection fongique. Quant a la
décontamination des substrats de la toxine, l'intervention se fait apres la récolte afin
de réduire sa disponibilité en limitant son adsorption par les organismes

consommateurs.

1. Les bonnes pratiques agricoles

a. Avant et durant la récolte

Afin de limiter lapparition d’A. carbonarius et d’autres champignons

ochratoxinogenes, il faut tout d’abord adopter des bonnes pratiques agricoles dans le
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but de défavoriser la dispersion des spores fongiques qui peuvent étre présentes dans
le sol. Ces pratiques se basent sur la préparation et la fertilisation du sol avant la
semée, le désherbage et la rotation des cultures (FAO-WHO, 2013, Magan et al., 2004).
A T'heure actuelle, des nouvelles stratégies prometteuses impliquant des méthodes de
biotechnologie modernes sont a lI'étude (Amézqueta et al., 2009). Ces nouvelles
approches pourront étre efficaces contre cette problématique, qui consiste en
l"utilisation des agents bio-compétitifs non toxinogenes comme des souches d’A. niger
non productrices d’'OTA sur les cultures aux champs (Valero et al., 2007). Cependant,
cette stratégie reste problématique vue la possibilité de recombinaison de ces souches

avec d’autres souches toxinogenes (Norred, 1999).

Pour prévenir la contamination des grains de café, de céréales et de baies de raisin
durant la récolte, il faut tout d’abord s’assurer de la propreté et de la bonne
performance de 1'équipement agricole et effectuer la récolte quand la teneur en eau
des plantes atteint son optimal pour générer le minimum de dommages mécaniques
au produit (Joint FAO/WHO Codex Alimentarius, 2003). De méme, il faut (1) se
débarrasser des grains souillés tombés par terre, afin de prévenir le transport des
spores de ces derniers vers les nouveaux fruits récoltés ; (2) La période de récolte joue
également un role essentiel dans la prévention du développement fongique. Il est
recommandé de récolter juste apres que la maturité physiologique soit atteinte afin de
limiter la contamination par 'OTA et (3) éviter tout contact entre le sol et les fruits

semés (FAO, 2009, Bucheli and Taniwaki, 2002).

b. Les conditions de stockage apres la récolte

Meéme si les pratiques agricoles appliquées aux champs et au moment de la récolte
sont indispensables a la limitation de la contamination des produits agricoles par des
champignons ochratoxinogenes, les conditions de stockage demeurent primordiales
afin de limiter et prévenir la production des toxines puisque cette période peut offrir
des conditions optimales pour cette production (Température, humidité et absence de
lumiere) (Norred, 1999). Il a méme été suggéré que les grains de café sont rarement
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contaminés en OTA durant la période de récolte, et que c’est pendant le stockage et
le séchage que la production de 'OTA est déclenchée, surtout si ce processus est
réalisé dans des conditions tropicales humides (Bucheli and Taniwaki, 2002). De ce
fait, pour limiter ce risque de contamination, il est recommandé de (1) sécher les grains
uniquement en couche minces (3 a 5 cm de profondeur) ; (2) faire tourner la semence
régulierement pendant la journée afin d’aérer les grains; (3) éviter leur
réhumidification qui favorise la croissance rapide des champignons et la possibilité
de production d’OTA, surtout pour les graines de cacao et de café du a leur
hygroscopicité (FAO, 2009, Magan and Aldred, 2005); (4) garder les produits en
stockage qui ont subi un séchage complet et ayant un aw = 0.70 ; (5) maintenir une
température de 20 °C pour le stockage des produits emballés et de 2 a 3 °C pour ceux
qui ne le sont pas (Figure 11) (Joint FAO/WHO Codex Alimentarius, 2003, Bucheli and
Taniwaki, 2002) . En plus, le stockage des grains doit avoir lieu dans un endroit propre,
sec et a I’abri des infestations d’insectes. Des inspections régulieres doivent étre aussi
effectuées sur les grains en stockages afin de détecter le plus tot possible le

développement fongique et limiter son extension.

La démarche HACCP (Hazard Analysis of Critical Control Points) est un systeme
d’identification, d’évaluation et de controle des dangers significatifs pour la sécurité
des aliments. Il s’agit d’'une approche structurée et systématique pour le controle
sanitaire des denrées alimentaires. En effet, deux projets ont eu pour but de mettre en
ceuvre les systemes HACCP afin de controler 'OTA dans les céréales (OTAP PREV)
et le café (Norred, 1999, Olsen et al., 2003). Les points critiques de controle contre la
contamination en OTA se situent plutot dans la période de récolte, le séchage et le

stockage des produits agricoles.
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Figure 11 : Pratiques et conditions influengant les teneurs de 'OTA dans les fruits et
les grains.

2. Méthodes chimiques

a. Les fongicides

L’emploi de certains pesticides pour controler le développement des différents
pathogenes semble étre une méthode tres efficace, ce qui a augmenté 1'usage de ces
composés depuis les années 1950. Malgré son efficacité, cette stratégie a montré des
effets néfastes sur la biodiversité animale et végétale, ainsi que sur les étre humains et
les mammiferes apres une exposition prolongée a ces produits, et la perte de son

efficacité par I'apparition des organismes résistants a ce traitement.

La stratégie de lutte contre I’'occurrence des mycotoxines en utilisant des fongicides
semble étre la méthode la plus séduisante du point de vue efficacité et vitesse d’action
(Norred, 1999). Les fongicides contenant les composés chimiques suivants sont les
plus actifs contre la croissance fongique et la production de I'OTA sur les vignes :
fluazinam,  iprodione et le  mélange

mepanipyrim, pyrimethanil,

cyprodinil/fluodioxonil. Ce dernier a prouvé son efficacité dans plusieurs essais aux
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champs, réalisés dans plusieurs pays Méditerranéens, dont la France, I'Espagne, la
Grene et I'Italie (Tjamos et al., 2004, Belli et al., 2007). Dans les régions présentant des
risques élevés, un traitement antérieur a la véraison est essentiel afin de lutter au
maximum contre la contamination des produits cultivés, préférablement 21 jours
avant la récolte. Cependant, I'application de certains fongicides peut induire une
augmentation des taux d’OTA méme s’ils sont capables de réduire la croissance
fongique. A titre d’exemple, les fongicides comme le Carbendazim et le Clorus, qui
ont inhibé la croissance d"A. carbonarius d’une part, ont induit une augmentation de la

production de 'OTA d’une autre part (Medina et al., 2007).

Néanmoins, l'usage des fongicides qui dépasse les normes recommandées
provoque des dégats environnementaux et sanitaires vis-a-vis de la sécurité
alimentaire et la santé des organismes consommateurs. Blair (1989) a déclaré qu'une
substance chimique modérément inoffensive a de faibles doses, pourra devenir
toxique a de plus fortes doses. Ainsi, la toxicité aigué des fongicides envers les étres
humains est faible, causant des dermatites allergiques et des irritations de la peau et
des muqueuses (Schneider and Dickert, 1994). Quant a la toxicité chronique de ces
produits, leurs conséquences sur la santé pourront étre graves (effets carcinogenes et
mutagenes) suite a une exposition prolongée. De plus, de fortes doses de ces
fongicides utilisés en agriculture peuvent induire une toxicité cutanée, des dermatites,
des démangeaisons, des allergies et des briilures (Schneider and Dickert, 1994,
Gocmen et al., 1985, Larsen et al., 1990). Par conséquent, I'Union Européen a mis des
restrictions, limitant ainsi 1'utilisation des fongicides vu leurs effets néfastes sur la

santé publique et I'environnement (De Costa and Bezerra, 2009).

b. Procédés chimiques de dégradation de 'OTA

La stratégie de détoxification des denrées alimentaires de 'OTA par des moyens

chimiques se base sur l'utilisation des composés chimiques capables de transformer

cette toxine en d’autres métabolites. Les méthodes les plus connues sont
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I’'ammonisation, 1'hydrolyse alcaline, 1'0ozonation, de méme que I'utilisation des

bisulfites, des acides et des agents oxydants.

Effectivement, I'ammonisation a été adoptée par plusieurs pays grace a sa capacité
a décomposer completement 'OTA présent dans le mais, le blé et 'orge (Joint, 2001,
Bhatnagar et al., 2003). Méme si cette technique n’a pas abouti a la formation et
I’accumulation des produits secondaires toxiques, son utilisation altere la nature
organoleptique des denrées alimentaires traitées (brunissement des céréales, perte de
lysine et d’autres acides aminés) (Joint, 2001, Varga et al., 1996, Huff and Hamilton,
1979). Par conséquent, de nos jours, son utilisation n’est plus recommandée vue ses

effets secondaires sur la qualité des aliments traités (Joint, 2001).

En plus, I'hydrolyse alcaline par le peroxyde d’hydrogene (H:0:) et I'hydroxyde
de sodium (NaOH) peuvent également décomposer I'OTA. Cependant leur
application in vivo demeure impossible vue leurs effets indésirables sur la qualité

sensorielle et nutritionnelle des substrats (Joint, 2001).

Une durée de 15 sec de traitement par ozonation (10% Os), diminue les niveaux
d’OTA présents dans les noisettes et les végétaux jusqu’a des seuils non détectables

par HPLC (Assante et al., 1977).

Les acides formique, propionique et sorbique ainsi que I’hypochlorite de sodium
dégradent I'OTA apres 3 a 24h d’incubation (Joint, 2001, Krohn et al., 1997). Méme si
ces composés chimiques diminuent les teneurs en OTA dans les matrices alimentaires,
leur utilisation sur les produits destinés a la consommation humaine est interdite par

I"'Union Européen (Commision, 2006).

3. Méthodes Physiques
Les méthodes physiques de détoxification consistent au nettoyage, au tri

mécanique ainsi qu’a lirradiation afin d’éliminer les fractions contaminées de

I’aliment.
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Tout d’abord, le nettoyage commence par un écossage, un épluchage et une
élimination des particules de poussiere des grains récoltés. Ensuite, le produit nettoyé

passe au tri mécanique qui sépare les grains contaminés des grains sains.

Concernant le traitement thermique, 'OTA est une molécule thermiquement
stable qui peut survivre aux transformations des aliments, notamment le rotissage,
brassage et la cuisson jusqu’a une certaine limite (Krogh et al., 1974, Scott, 1996). Ainsi,
une température de 100 °C ne réduit que 50% I"OTA contaminant le blé méme apres

10 heures de cuisson (Boudra et al., 1995).

La congélation (-20 °C) et décongélation (26 °C), les traitements par les rayons UV
ainsi que l'irradiation-y peuvent détruire les conidies des champignons filamenteux,
mais seule l'irradiation-y est capable de détruire 'OTA (une dose de 10.0 KGy élimine
88% de 'OTA présente dans le raisin) (Aziz et al., 2004, Deberghes et al., 1995,
Deberghes et al., 1993, Refai et al., 1996, Kanapitsas et al., 2016). Cependant,
I'irradiation par des rayons y n’est autorisée que si les doses ne dépassent pas les 10

KGy (Akueche et al., 2012).

4. Adsorption par des agents physico-chimiques

Une autre approche qui vise a décontaminer les produits agricoles des
mycotoxines, se base sur 1'utilisation des matériaux adsorbants, qui, une fois présents
dans le milieu, se lient aux mycotoxines et les immobilisent afin de les éliminer en fin
de compte par une simple filtration. Ces adsorbants peuvent étre classés en différents
groupes en fonction de leur origine : les minéraux (aluminosilicates), les charbons
actifs, les adsorbants biologiques (les parois cellulaires de levures et de bactéries ou
les fibres végétales) et les adsorbants synthétiques, y compris les argiles naturelles
modifiées et les résines synthétiques (polyvinylpyrrolidone, cholestyramine). Ces
matériaux ont été testé afin d’évaluer leur pouvoir a réduire les teneurs en OTA
contaminant le vin et le mofGt du raisin (Visconti et al., 2008, Castellari et al., 2001).

Parmi ces adsorbants, le charbon actif et le caséinate de potassium sont les plus
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efficace : 90% d’OTA est éliminé du vin rouge en présence du charbon actif et 82% par
150 g/L de caséinate de potassium(Trioné and Dumeau, 2000). Cependant, 'emploi
du charbon n’est pas conseillé puisqu’il élimine également les anthocyanes et les
autres polyphénols du vin. De méme, l'efficacité du traitement avec des fragments de
bois de chéne dépend de la quantité de copeaux de bois et de la poudre utilisée (Savino
et al., 2007). Selon les résultats d'Olivares-Marin et al. (2009), le charbon actif produit a
partir de pierres de cerisier pourrait étre utilisé pour enlever jusqu'a 50% de 'OTA
présente dans le vin, sans causer des changements dans l'indice polyphénolique total
et l'intensité de la couleur. D'autres adsorbants, y compris la bentonite, les esters
d'acétate de cellulose, la polyvinylpyrrolidone, la cholestyramine et le polygel sont
inefficaces pour I'élimination de 'OTA (Visconti et al., 2008, Gambuti et al., 2005, Var

et al., 2008).

En conclusion, de nombreux matériaux adsorbants sont testés dans le but de
réduire des taux de 'OTA. Cependant, leur activité n'est pas aussi élevée que prévu,
a l'exception du charbon actif (Scott, 1996, Espejo and Armada, 2009). En 2005, Tangni
et al. (2005) a développé une nouvelle fibre végétale insoluble, capable d'adsorber
I'OTA présente dans les produits alimentaires liquides. Il existe d'autres matériaux
adsorbants prometteurs dans la détoxification de 1'OTA, tels que les zéolithes
modifiées (Amézqueta et al., 2009, Dakovic¢ et al., 2005, Dakovic¢ et al., 2003) et les

bentonites organophiles (Thimm et al., 2001).

5. Les stratégies de bio-controle
Les approches physiques et chimiques engendrent des ambigiiités chez les

toxicologues, a cause de leurs effets négatifs sur la qualité des produits finis. De ce fait,
une stratégie alternative est proposée pour lutter contre I'occurrence de 'OTA dans
les denrées alimentaires, basée sur I'utilisation des méthodes biologiques n’affectant
pas la santé humaine ni 'environnement (Bleve et al., 2006). Cette stratégie consiste en
l'utilisation des composés naturels issus des plantes (composés phénoliques, huiles

essentielles), ainsi que des microorganismes (bactéries lactiques, levures,
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actinomycetes) capables de décomposer, transformer et/ou adsorber I'OTA et aussi
agir sur la voie de biosynthese pour réduire partiellement ou completement la

production de cette toxine.

a. Les extraits naturels de plantes : huiles essentielles et composés phénoliques

Les plantes vertes produisent naturellement divers métabolites secondaires tels
que les composés phénoliques, les terpenoides et les alkaloides, afin de se protéger
contre les agressions externes (mécanique, biologique ou climatique). Ces composés
ont montré au cours des années leur utilité contre les contaminations fongiques et/ou

mycotoxiques.

a.1. Huiles essentielles
Découvertes et utilisées depuis des siecles, les huiles essentielles (H.E) sont des

métabolites secondaires produits par des plantes, ayant une vaste application dans la
médecine traditionnelle, la préservation et I’aromatisation des aliments, ainsi que dans
la parfumerie (Kalemba and Kunicka, 2003). Depuis le Moyen Age, les H.E sont
amplement utilisées dans les applications bactéricides, virucides, fongicides,
antiparasitaires et insecticides (Bakkali et al., 2008). Leur propriété antifongique s’est
largement développée au cours des années. En effet, des études approfondies sont
réalisées sur leur pouvoir inhibiteur de la croissance fongique et de I'OTA produite
par des champignons filamenteux. Cependant, I'évaluation de l'effet antifongique des
huiles essentielles contre les champignons ochratoxinogenes, a ¢été menée
essentiellement sur A. ochraceus, alors que leur impact sur A. carbonarius reste tres peu

élucidé (Tableau 10).
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Tableau 10 : Effet des huiles essentielles sur la croissance des champignons

ochratoxinogenes. CMF : Concentration Minimale Fongicide

Huile essentielle Champignon

Concentration et effet Référence

sur la masse fongique

Thym A. ochraceus 0.5 uL/mL (CMF) (Soliman and
Badeaa, 2002)
Basilique A. ochraceus 3 uL/mL (CMF) (Soliman and
Badeaa, 2002)
Cannelle A. ochraceus 500 puL/mL (CMF) (Hua et al., 2014)
Menthe verte A. ochraceus 2 uL/mL (CMF) (Soliman and
Badeaa, 2002)
Fenouille A. ochraceus 2 uL/mL (CMF) (Soliman and
Badeaa, 2002)
Anise A. ochraceus >40 uL/mL (CMF) (Hua et al., 2014)
Cumin A. ochraceus 3 uL/mL (CMF) (Soliman and
Badeaa, 2002)
Chamomile A. ochraceus 3 uL/mL, 71% (Soliman and
d’inhibition Badeaa, 2002)
Origan A. ochraceus 0.75 uL/mL (CMF) (Basilico and
Basilico, 1999)
A. carbonarius 0.25 mL/mL, 95.6% (Koci¢-Tanackov et
d’inhibition al., 2012)
A. niger 0.25 mL/mL, 45.6%
d’inhibition
Menthe A. ochraceus 1 uL/mL (CMF) (Basilico and
Basilico, 1999)
Sauge A. ochraceus 1 pL/mL, 30% (Basilico and
d’inhibition Basilico, 1999)
Litsée citronnée  A. ochraceus 500 pL/mL (CMEF) (Hua et al., 2014)
Clou de girofle  A. carbonarius >3000 pL/mL (CMF) (Passone et al., 2012)
A. niger 3000 puL/mL (CMF)

Effectivement, les composants actifs des H.E responsables de leur activité

antifongique sont de natures chimiques différentes, tels que les composés phénoliques

(eugénol, anethole, carvacrol), les terpenes (carvone), les aldéhydes (cinnamaldéhyde)

et les éthers (thymol) (Baydar et al., 2004).

Modes d’action des huiles essentielles
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Malgré leurs caracteres fongicides et inhibiteurs de 'OTA et de bien d’autres
mycotoxines, le mode d’action des H.E. est pauvrement décrit. Pourtant, plusieurs
cibles cellulaires potentielles ont été élucidées. Grace a leur richesse en molécules
bioactives, les H.E. sont capables d’agir simultanément sur plusieurs cibles cellulaires.
Leurs actions peuvent étre situées au niveau de la membrane plasmique des
champignons, au niveau des enzymes intracellulaires impliquées dans la respiration
cellulaire et la synthese des protéines structurales, ou bien au niveau de la répression
de I'expression des genes responsables de la biosynthese de 'OTA (Conner et al., 1984,
Kim et al., 2008, Denyer and Hugo, 1991). Tout d’abord, grace a leur nature lipophile,
les H.E. peuvent traverser les membranes plasmiques et celles des organites
cellulaires, surtout la mitochondrie. Cette incorporation cause un déséquilibre dans la
composition lipidique membranaire et une diminution des taux d’ergostérol (lipide
membranaire essentiel au développement fongique et l'intégrité de la membrane
cellulaire fongique) (Prakash et al., 2015, Barrett-Bee and Dixon, 1994). Les H.E.
peuvent aussi agir sur les polysaccharides membranaires, tels que le galactose et le
galactosamine (Tatsadjieu et al., 2009). Ces déséquilibres membranaires induisent des
fuites des organites et des ions nécessaires a la survie des champignons. En effet,
Tolouee et al. (2010) a trouvé que la mort des cellules fongiques d’A. niger traité a 'H.E.
de la camomille est due a l'augmentation de la perméabilité de la membrane
plasmique de ce champignon, entrainant ainsi un déséquilibre osmotique et la fuite

des constituants cytoplasmiques.

En second lieu, I'action antifongique des H.E. peut se produire au niveau des
enzymes responsables de la production de I'OTA tels que le catabolisme du glucose
et la peroxydation lipidique. En effet, la synthese de 'OTA requiert la présence des
acétyl-CoA provenant du métabolisme du glucose en pyruvate dans le cytoplasme qui
sera transformé ultérieurement en acétyl-CoA au niveau de la membrane
mitochondriale (Strijbis and Distel, 2010). L’emploi des H.E. a des cultures fongiques

réduit l'activité de MnSOD (ou Sod2), une superoxyde dismutase mitochondriale,
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connue pour son role primordiale dans la détoxification des radicaux libres produits
au cours de la respiration cellulaire (Kim et al., 2006). Cette inhibition entraine une
accumulation des radicaux libres, ce qui réduit la chaine respiratoire mitochondriale,
induisant ainsi au blocage de la synthese d’acétyl-CoA, précurseur de 'OTA (Prakash
et al., 2012).

Dernierement, les H.E. ont montré un pouvoir régulateur de l’expression des
genes de biosynthése de 'OTA. Récemment, grace a 'avancement des techniques
d’analyse moléculaire, des études sont menées sur la capacité des H.E a inhiber la
production de 'OTA en réprimant 'expression des genes de la voie de biosynthese de
cette toxine. Effectivement, I'ajout de doses croissantes de 1'H.E des graines de
carambole (AEE) induit une diminution de la production de I'OTA, non
proportionnelle a I'inhibition de croissance d”A. ochraceus (Murthy et al., 2009). Ainsi,
une dose de 50-150 mL/g d”AEE, réduit la production de 'OTA sans nécessairement
affecter la croissance fongique. Similairement, un ajout de 75-150 mg/mL de 'H.E du
citron peut bloquer completement la production de I'OTA chez A. ochraceus,
impliquant que cette réduction n'est pas reliée a l'inhibition de la croissance du
champignon, mais a la répression de l'expression des genes de biosynthese et/ou de
régulation de 'OTA (Hua et al., 2014). Afin de vérifier leur hypothese, cet auteur a
suivi I'expression du gene « pks » chez A. carbonarius et il a trouvé que son expression
est completement inhibée suite a 1'ajout de 75-150 mg/mL de cette H.E. Une étude
similaire a montré que l'expression du gene « acOTApks » chez A. carbonarius est
significativement réduite par 0.065 mg/mL des acides hydrocinnamiques, notamment
I'acide férulique et I'acide paracoumarique (composant actifs de I'H.E de la cannelle)

(Ferrara et al., 2015).

a.2. Les composés phénoliques de plantes médicinales

Les plantes et les herbes médicinales, utilisées comme des remedes contre des

troubles bénins, ont été le sujet de plusieurs études, afin de mieux comprendre I’action
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de leurs divers composés actifs contre 'occurrence des mycotoxines. Parmi ces
éléments actifs, les composés phénoliques semblent avoir un potentiel antifongique et
anti-toxinogene le plus intéressant. Le Tableau 11 rassemble les résultats rares de
quelques études faites sur I'évaluation des effets fongicides des composés phénoliques
extraits de diverses plantes sur des cultures d’A. carbonarius.

Tableau 11 : Concentrations minimales fongicides (CMF) de différents composés
phénoliques sur des cultures d’A. carbonarius

Extraits phénoliques Concentrations Références

Minimales Fongicide

(CMF)
Acide caféique 0.5 mg/mL (Romero et al., 2010)
Rutine 250 mg/mL (Romero et al., 2009)
Quercetine 250 mg/mL
(3)-tert-Butyl-4-hydroxyanisole 5.0 +2.5 mM (Barberis et al., 2010)
(BHA) + n-propyl 4- 10.0 +2.5 mM
hydroxybenzoate (PP) 2.5+1.0mM
Eugenol 2 uL/mL (Simovic et al., 2014)
Carvacol 500 pL/mL

En outre, les acides vanillique, gallique et hydroxybenzoique, considérés comme
des agents antioxydants, sont capables de réduire la production de 'OTA ainsi que la
croissance de 7 especes d’Aspergillus producteurs de cette toxine, notamment A.
alliaceus, A. lanosus, A. albertensis, A. melleus, A. sulphureus, A. elegans, et A. sclerotiorum.
Cependant, l'acide vanillique n’a pas affecté la croissance d’A. carbonarius ni sa
capacité a produire de 'OTA (Palumbo et al., 2007).

La structure des composés phénoliques leur permet de pénétrer dans la membrane
cellulaire des champignons et d’interférer avec les voies de biosynthese de
I'ergostérol, le glucane, la chitine ainsi que les protéines structurales et les
glucosamines chez les champignons filamenteux (Brul and Klis, 1999, Sparringa and
Owens, 1999). En plus, Mahoney and Molyneux (2004) ont suggéré que le mode

d’action de 'acide gallique repose sur son pouvoir antioxydant, pouvant débarrasser
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la cellule des radicaux libres, qui peuvent engendrer un stress oxydatif déclenchant la
production des mycotoxines chez les champignons filamenteux. En outre, les
composés phénoliques peuvent affecter les champignons ayant acquis une résistance
aux traitements antifongiques. Effectivement, les flavonoides, la catéchine, les
chalconoides, les xanthones, les stilbénes, les anthocyanines et les tannins, peuvent
franchir la membrane cellulaire et inhiber 'activité des transporteurs ABC (ATP-
binding cassettes, qui conférent aux champignons leur pouvoir résistant aux
antifongiques) (You et al., 1995, Meschini et al., 2003). D’autres études montrent que
les polyphénols peuvent s’attacher aux protéines cellulaires et changer par la suite
leurs structures tertiaires, réduisant ainsi l'activité des transporteurs ABC (Ma and

Wink, 2008, Wink and Schimmer, 2010, Wink, 2012).

b. Bio-controle par des souches bactériennes

Certains microorganismes ont prouvé leur capacité a prévenir, éliminer et
dégrader 'OTA, et ils sont considérés comme étant le moyen de lutte le plus efficace
contre 'occurrence de cette toxine dans les denrées alimentaires (Kabak et al., 2006,
Amézqueta et al., 2009, Kabak and Dobson, 2009, Sweeney and Dobson, 1998, Haldsz
et al., 2009, Schatzmayr et al., 2003, Petchkongkaew et al., 2008). Lors de 1'élaboration
du vin, la teneur en OTA augmente jusqu’a I’étape de la fermentation malolactique
qui précede l'embouteillage. Normalement, durant cette phase, le taux d’OTA
diminue, probablement du a son adsorption sur la surface des levures Sacharomyces
ou sa dégradation par les bactéries lactiques encore présentes dans le vin (Bejaoui et

al., 2004, Cecchini et al., 2006).

b.1. Adsorption de I'OTA sur la surface bactérienne
L’ajout de Lactobacillus plantarum, de S. cerevisiae et de S. bayanus dans le milieu de

culture, provoque une baisse significative des taux de I'OTA sans engendrer des
métabolites de dégradation, indiquant ainsi la possibilité de ’adsorption de I'OTA sur
la membrane cellulaire de ces levures et bactéries lactiques (Silva et al., 2003, Bejaoui

et al., 2004). La détoxification par les levures durant la fermentation alcoolique a été
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étudiée et analysée dans de nombreuses études (Petruzzi et al., 2014a, Petruzzi et al.,
2015, Caridi et al., 2006, Cecchini et al., 2006, Meca et al., 2010, Bevilacqua et al., 2014).
Le contact prolongé entre les levures et le vin durant la vinification, suivi par une
diminution de I'OTA, suggere I'implication de ces microorganismes dans le processus
de détoxification. Il s’est avéré que c’est la nature chimique de ces deux éléments qui
rend possible cette détoxification. En effet, la paroi cellulaire de S. cerevisiae est
composée d’une couche interne de 1,3-B-glycan et 1,6- -glycan stabilisée par des
liaisons d’hydrogene. L’exposition des ces chaines de polysaccharides ainsi que les
mannoprotéines (formant 30 a 40% de la masse de la paroi) a la surface des levures,
attribue a ces microorganismes la capacité d’adsorber 'OTA a leur surface (Petruzzi
et al., 2014b). De ce fait, les technologies de vinification récentes focalisent sur
'utilisation des fractions de levures mortes afin d’accélérer le processus de
détoxification du vin, sans toucher a ses caractéristiques physico-chimiques et
sensorielles (Van der Merwe et al., 1965). Suite a ce sujet, Petruzzi et al. (2014b) ont
testé deux souches de S. cerevisine mortes (inactivation thermique), ainsi que des parois
cellulaires commerciales, afin de comparer leur pouvoir a adsorber 'OTA. Cet auteur
a constaté que les parois cellulaires peuvent adsorber jusqu’a 50% de 'OTA, tandis
que les levures mortes n’ont adsorbé que 43% de cette toxine. En plus, Bizaj et al. (2009)
a trouvé qu’il n’ya pas une différence significative entre les levures mortes et vivantes
de S. cerevisiae dans la détoxification du vin, prouvant ainsi que ce processus repose

uniquement sur 'adsorption 'OTA et non pas sur sa dégradation par cette levure.

b.2. Dégradation de 'OTA par des bactéries
Des études menées sur Acinetobacter calcoaceticus ont révélé que cette derniere peut

dégrader 'OTA et la transformer en OTa sous l'effet d'une estérase extracellulaire
produite par cette bactérie (Hwanga and Draughon, 1994). En réalité, la majorité des
microorganismes qui dégradent 'OTA sont capables de cliver la phénylalanine de
cette toxine, provoquant l'accumulation de 'OTa dans le milieu réactionnel. Les

similarités des profils de dégradation de I'OTA par des souches de Bacillus et des
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souches non ochratoxicogéniques d”A. niger et la détection du produit de dégradation
OTa, suggerent l'implication d'une carboxypeptidase A responsable de cette
transformation (Petchkongkaew et al., 2008). Cette enzyme a été détectée chez
plusieurs bactéries anaérobies et aérobies (Sphingomonas sp., Stenotrophomonas
nitritreducens, Stenotrophomonas, Ralstonia eutropha, et Eubacterium sp.), et levures
(Trichosporon sp., Cryptococcus sp., Rhodotorula sp., Trichosporon sp., et Trichosporon sp.)
(Schatzmayr et al., 2006, Schatzmayr et al., 2002, Schatzmayr et al., 2012). Ainsi,
Streptococcus salivarius, Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus delbrueckii, et certaines
bactéries lactiques dégradent jusqu’a 100% d’OTA présente dans le lait (Skrinjar et al.,
1996). Durant la fermentation alcoolique, Saccharomyces cerevisiae et Kloeckera apiculata
transforment I'OTA en des métabolites moins toxiques. L’hypothese de 1’adsorption
de I'OTA a la paroi de ces levures a été rejetée puisque aucun résidu de cette toxine
n’a été trouvé sur leur paroi (Angioni et al., 2007). Cependant, I'absence de I'OTa et de
la phénylalanine du milieu réactionnel, suggere l'existence d’une autre voie de

dégradation, non présente chez la plupart des microorganismes.
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Etant la toxine la plus nuisible et la plus répandue dans la famille des ochratoxines,
la prévention de la production de I'OTA devint une obligation majeure afin de délivrer
aux consommateurs des aliments conformes aux normes exigées. Les stratégies de
préventions chimiques et physiques de I'OTA, détaillées dans la partie précédente de
ce manuscrit ont pu réduire cette toxine mais en engendrant l'apparition des résidus

toxiques dans les aliments traités.

Ce chapitre est dédié¢ a développer des moyens naturelles afin de prévenir la
production de 'OTA par A. carbonarius. D’apres I'étude bibliographique approfondie,
nous avons trouvé que les huiles essentielles ainsi que les composés phénoliques sont
parmi les substances naturelles les plus étudiés dans la lutte contre les champignons
tilamenteux producteurs de mycotoxines. Ces extraits (huiles essentielles et composés
phénoliques) ont montré une capacité intéressante contre la croissance des
champignons appartenant au genre Aspergillus, notamment A. flavus, A. parasiticus, A.
ochraceus, A. niger et A. carbonarius. Ce dernier, étant le majeur producteur de 'OTA sur
les raisins dans les pays du bassin méditerranéen, nous étions intéressés d’évaluer
I'effet de plusieurs composés phénoliques extraits des plantes médicinales ainsi que
celui des huiles essentielles sur la morphologie et la croissance d’A. carbonarius S402
(souche isolée du raisin Libanais) ainsi que sa capacité a produire 'OTA sous ces

différentes conditions.

Afin de valider cette hypothese, nous avons procéder a mettre en culture la souche
A. carbonarius S402 en présence d'un équivalent de 250 ug/mL d’acide gallique de
chacun des composés phénoliques extraits des plantes médicinales, ainsi de 1 et 5

uL/mL des huiles essentielles correspondantes.

Les résultats ont montré que les huiles essentielles sont plus efficaces contre la
production de 'OTA que les composés phénoliques extraits des mémes plantes. Ainsi,
cette technique nous a permis de classer ces deux types de composés naturels en deux

grandes catégories : les antifongiques et les antiochratoxinogenes.
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Abstract: This study is intended to prevent ochratoxin A (OTA) production by Aspergillus carbonarius
5402 using essential oils (EOs) and total phenolic compounds extracted from plants and herbs. The EOs
used in this study are the following: bay leaves, cumin, fenugreek, melissa, mint, and sage. As for the
phenolic compounds, they were extracted from bay leaves, cumin, fenugreek, melissa, mint, sage, anise,
chamomile, fennel, rosemary, and thyme. The experiments were conducted on Synthetic Grape Medium
(SGM) medium at 28 °C for 4 days. OTA was extracted from the medium with methanol and quantified
using HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Results showed that EOs had a greater
impact than the total phenolic extracts on the OTA production. Reduction levels ranged between 25%
(sage) and 80% (melissa) for the EOs at 5 pL mL™, and 13% (thyme) and 69% (mint) for the phenolic
extracts. Although they did not affect the growth of A. carbonarius, total phenolic extracts and EOs were
capable of partially reducing OTA production. Reduction levels depended on the nature of the plants
and the concentration of the EOs. Reducing OTA with natural extracts could be a solution to prevent
OTA production without altering the fungal growth, thus preserving the natural microbial balance.

Keywords: ochratoxin A; essential oils; total phenolic extracts; biocontrol; Aspergillus carbonarius

1. Introduction

Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin produced by several species belonging to the Aspergillus and
Penicillium genera. Its presence in common foodstuff and beverages has aroused significant public concern.
More particularly, this toxin can be found in numerous food crops, such as cereals and cereal by-products [1],
grapes and grape by-products [2], spices [3], and coffee [4]. Moreover, due to the physical stability of OTA,
and considering the fact that mycotoxins can be transferred through the food chain, OTA can also be found in
tissues and products of animal origins, such as pork and poultry, and dairy products among others [5,6]. The
greatest concern about this food contaminant lies within its nephrotoxic, carcinogenic, teratogenic, and
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immunotoxic effects on human health following its ingestion [7-9]. Moreover, the International Agency for
Research on Cancer has enlisted the OTA in the group 2B as a possible human carcinogen [10]. The European
Union (EU), as well as many other countries, has set maximum permitted levels of this toxin on a variety
of food and feed to limit the risk of human exposure [11].

OTA production and fungal growth are associated with environmental and nutritional factors such as
pH, temperature, water activity, and nitrogen and carbon sources [12]. Nevertheless, little is known about the
oxidative stress and antioxidants’ effects on the OTA production as well as the fungal growth of A. carbonarius.
The correlation between the oxidative stress as well as the reactive oxygen species and mycotoxin production
was firstly evaluated in 2000 by Jayashree Subramanyam [13] who found that the increasing oxidative stress
induced the aflatoxins production, leading to enhanced lipid peroxydation and the generation of reactive
oxygen species. While the oxidative stress induces mycotoxin production, the presence of antioxidant
molecules in the culture media reduces the production of such mycotoxins (aflatoxins, fumonisins) [14-16].
These antioxidants can be found in plants extracts such as the essential oils (EOs) and phenolic compounds
that have proven their efficiency against mycotoxin production. As for the OTA, numerous studies were
conducted on the capacity of EOs to reduce fungal growth as well as the production of this particular toxin. In
our previous work, we studied the effect of several EOs, such as fennel, rosemary, celery, chamomile, oregano,
cinnamon, and thyme on the growth of A. carbonarius and OTA production. In fact, the EOs of thyme,
cinnamon, and oregano were found to be effective against A. carbonarius [17]. On the other hand, the EOs of
the fennel, chamomile, and celery were only effective against OTA production by A. carbonarius, suggesting a
different mode of action of the studied EOs.

Nevertheless, the effect of naturally extracted total phenolic compounds on the growth of A.
carbonarius and its OTA production has not been yet evaluated. Therefore, the aim of this study was to
focus on reducing the production of OTA and establishing a comparative study between total phenolic
extracts extracted from the anise, bay leaves, chamomile, cumin, fennel, fenugreek, melissa, mint,
rosemary, sage, and thyme as well as their corresponding EOs. The activity of five of these EOs (anise,
chamomile, fennel, rosemary, and thyme) was tested in our previous work.

2. Materials and Methods

2.1. Plant Material

In this study, the phenolic compounds were extracted from 11 plants that we purchased from a
Lebanese market. The plants were the following: anise, bay leaves, chamomile, cumin, fennel, fenugreek,
melissa (lemon balm), mint, rosemary, sage, and thyme.

The EOs were also purchased from a Lebanese market: mint, cumin, melissa, bay leaves, fenugreek,
and sage.

2.2. Extraction of Phenolic Compounds from Medicinal Plants

The extraction of the phenolic compounds commenced by grinding all the 11 dried plants with a
mixer until they were transformed into a fine powder. Then, 10 g of each plant powder were mixed with
100 mL acetone (85:15 v/v) and incubated for 24 h at 37 °C in a shaker/incubator (Model SI-45, serial
number AS-SI45-1038E). After the maceration, the mix was then filtered through 150 mm filters (grade
290, particles retention size 80 g/mz, Sartorius filter discs, AG-37070, Goettingen, Germany). In order to
have a filtrate free from microorganisms and fungal spores, we proceeded to perform a second filtration
with 0.22 um filters (Ministart Syringe Filter, Sartorius Stedium Biotech GmbH-37070, Goettingen,
Germany). Finally, the mixture was incubated at 45 °C for 24 h to evaporate the acetone and obtain a
sterile powder that was later blended with 4 mL of sterilized water. Vortexing the mixture was a
necessary step to ensure its homogeneity. As for the EOs, they were bought from a Lebanese market with
no further modifications.

Antioxidants 2017, 6, 44 20f 11
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2.3. Quantification of the Extracted Phenolic Compounds

In order to estimate the total phenolic contents in the previously prepared mixture, a series of gallic acid
dilution is required (for the standard curve), and the results were calculated and expressed as pg GAE (Gallic
Acid Equivalents). The amount of total phenolics was determined using the

Folin—Ciocalteu method. In this method, 5 mL of distilled water were added to a 10 mL volumetric flask.
A suitable volume of each plant extract was added to the flask along with 0.2 mL of the Folin—-Ciocalteu
reagent and mixed well. After 3 min of incubation in the dark, 0.4 mL of saturated Na:COs solution was
added to the mixture, and the volume was completed with distilled water. After 1 h in the dark, the
absorbance was measured with a spectrophotometer (Biotech engineering Management Co. LTD. UK,
UV-9200) set at 725 nm.

2.4. Strains and Culture Conditions

The A. carbonarius S402 strain used in this study was isolated from Lebanese grapes by El Khoury et
al. [18]. The A. carbonarius strain S402 was sub-cultured on Czapec-Yeast-Agar medium (CYA) for 4 days
at 28 °C. The CYA medium was prepared as described by El Khoury, Rizk, Lteif, Azouri, Delia, and
Lebrihi [18]. After the incubation period, a spores suspension was prepared by adding 8 mL of a sterile
Tween 80 (0.05%) to the surface of the culture, followed by a gentle scrapping with a sterile Pasteur
Pipette (Chase Scientific Glass, Inc., Rockwood, TN, USA). The evaluation of the spores’ concentration
was conducted with a Neubauer haemocytometer (Superior, Marienfield, Lauda-Konigshofen,
Germany) that helped adjust the concentration to 10® spores mL™. The spores’ suspension was then held
at 4 °C for further use.

The effect of the extracted phenolic compounds as well as the EOs on the OTA production was
evaluated on SGM medium (Synthetic Grape Medium) prepared following the instructions described by
Bejaoui et al. [19].

For the phenolic compounds, an equivalent of 250 pg GAE mL™! of each extract was added to 20 mL
of SGM medium, followed by the addition of 1 mL of the previously prepared spore solution in the center
of the Petri dishes. As for the EOs, we followed the same procedure described in our previous work [17].
In order to compare and evaluate the effect of the total phenolic compounds as well as the EO on OTA
production, a control culture was prepared without adding either of the phenolic extracts or the EOs to
the medium.

All assays were carried out in triplicates for each condition.

2.5. Growth, Fungal Weight Analysis, and Morphological Alteration of A. Carbonarius 5402

The evaluation of A. carbonarius dry weight (g) as well as its radial growth (cm) were conducted by
placing a sterilized transparent cellophane film on the surface of the SGM medium previously mixed
with either phenolic compounds or EOs. This step was followed by the addition of 10° spores mL™ of the
A. carbonarius spore solution in the center of the cellophane film. After 4 days of culture at 28 °C, A.
carbonarius dry weight was evaluated by weighing the mycelium after its desiccation at 90 °C for 24 h.
The radial growth was assessed by measuring the cultures” diameters after the incubation period.

All assays were carried out in triplicates for each condition.

The morphological effects of the six EOs and 11 phenolic extracts on A. carbonarius were evaluated
macroscopically. We evaluated their impact on the color of the fungus (sporulation), thickness, and
mycelium production.

2.6. OTA Extraction and HPLC (High Proficiency Liquid Chromatography) Analysis

The OTA was extracted from the SGM medium by removing three agar plugs (0.5 cm diameter) from
each culture condition as well as the control. After placing them in 3 mL microtubes, a volume of 1 mL of
HPLC grade methanol was added to the plugs. The mix was then incubated and shaken for one hour at room
temperature. After centrifugation at 12,054 g, the phase containing the OTA was separated from the debris and
diluted with 20 mL phosphate buffer in order to prepare the extract to be purified with immunoaffinity
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columns. The purification process starts by injecting the diluted OTA into Ochraprep immunoaffinity

columns (R-Biopharm, Glasgow, Scotland) using a syringe. The elution of the OTA was performed by adding
1.5 mL of methanol/acetic acid (98:2, v/v) followed by 1.5 mL of distilled water. After filtering with 0.4 um
filters (Satorius stedim, Biotech, Goettingen, Germany), the OTA extract was then evaluated using a Water
Alliance HPLC system equipped with an Utisphere ODB column, C18 (150 x 4.6 mm, 5 um, 120 A)
(Interchim, Montlugon, France) at 30 °C. A 30 min isocratic flow was delivered at 49% of acidified

water/acetic acid (99.8:0.2, v/v) (eluent A) and 51% of acetonitril (eluent B). The flow rate was set at 1 mL

min! and the volume of the injected extract at 100 uL. The OTA was detected by a fluorescent detector

set at 333/440 nm (excitation/emission wavelengths). OTA concentrations were calculated based on a

standard calibration curve.

2.7. Statistical Analysis

All the data in this study were analyzed through one-way analysis of variance (ANOVA) and
paired t-test using STATGRAPHICS Centurion XVI (version 16.1.11 for Windows, 2010, StatPoint
Technologies Inc. Warrenton, VA, USA).

3. Results

3.1. Phenolic Content of the Extracts

Extracts from the studied plants and leaves were quantified for their contents of phenolic

compounds and expressed as GAE g™ of dried plant (Gallic Acid Equivalent). The fenugreek

contained the highest content of phenolics (95.21 ug GAE g™ + 1.12). The lowest phenolic contents
were found in the extracts of the anise (9.05 ug GAE g! + 0.28) and the cumin (9.62 ug GAE g™ +

3.26) as shown in Figure 1.

120-

110 Total phenolic compounds in the plants and leaves extracts M Anise
% 100 ¥ Bay-leaves
\g 90 - Chamomile
X 80+ B Cumin
14
g 704 B Fennel
£
g 60 ® Fenugreek
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a
£ 20 Sage
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Figure 1. Total phenolic content of the plant and leaves extracts determined by the Folin-Ciocalteu

assay and calculated as GAE in pug g™ extract based on dry weight. Results are the average of

triplicates + SD (Standard Deviation). Abbreviations: GAE: Gallic acid Equivalent.

3.2. Comparison between Six Essential Oils and Phenolic Extracts on the Radial Growth of A.

Carbonarius 5402

The effects of the extracted phenolic compounds and the EOs on the radial growth of A. carbonarius
are summarized in Table 1.
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Table 1. Radial growth (cm) of Aspergillus carbonarius S402 after four days of culture at 28°C on Synthetic

Grape Medium (SGM) supplemented with the phenolic extracts at 250 ug GAE mL™! as well as essential

oils (EOs) at 1 and 5 uL mL™ each, compared to a control.

Plant Material Radial Growth (cm)
Phenolic extracts EOsat1pLmL! EOsat5 pL mL™

Control 5.90+0.432 5.90+0.432 5.90+0.43°?
Bayleaves 8.00+0.34 *4 7.46 +0.30 *P 7.26 +0.15 *P
Cumin 8.43£047 ** 7.13£0.05 *¢ 6.43 +£0.35 *¢
Fenugreek 7.70 £ 1.04 *¢ 7.20 £0.20 *¢ 6.60 £0.10 *¢
Melissa (Lemon balm) 7.20 +0.10 *P 7.93 £0.15 *d 6.20 +0.20 *4
Mint 7.56 £0.20 *¢ 4.23+0.05 ** 4.80+0.10 **

Sage 8.06+0.15 *4 3.30+0.10 *f 2.90+0.10 *f

The means of the radial growth (cm) + the standard deviation of the triplicates are represented in this
table. Statistical differences are indicated as: * = significant difference (p < 0.05). Data with the same
letters are not significantly different (p < 0.05). Abbreviations: GAE: Gallic acid Equivalent, EOs:
Essential oils.

Our results showed that these extracts affected the radial growth, depending on the nature of the
extract (Table 1). Notably, the six phenolic extracts (bay leaves, cumin, fenugreek, melissa, mint, and
sage) stimulated the radial growth almost in the same manner (26.25%, 30.01%, 23.3%, 18.05%, 21.9%,
and 26.7%, respectively). As for the EOs, at 1 uL. mL"}, the bay leaves, cumin, fenugreek, and melissa
also enhanced the radial growth by 20.9%, 17.25%, 18.05%, and 25.59%, respectively. At 5 uL mL,
these increments were lower, and reached 18.73%, 8.24%, 10.06%, and 4.8% for the aforementioned EOs,
respectively. The mint and sage EOs had an opposite effect on the radial growth, as they reduced it by
28.30% and 18.06% for the mint EO at 1 and 5 pL mL™, respectively, and 44.06% and 50.84% for the
sage EO at 1 and 5 uL mL™ respectively.

3.3. Morphologic Changes in A. Carbonarius Cultured with EOs and Phenolic Compounds

Adding EOs or phenolic extracts to the SGM medium resulted in a change of the macroscopic
morphology of all A. carbonarius S402 cultures (compared to the control represented in Figure 2A).
Surprisingly, the extracts and EOs that enhanced the radial growth of the fungus reduced its capacity
of sporulation. For example, melissa, cumin, fenugreek, sage, and mint phenolic extracts did increase
the radial growth, nevertheless, the cultures seemed airy, light, and the white mycelium was dominant
over the typical black spores of A. carbonarius (Figure 2B). The bay leaves extracts, on the other hand,
increased the sporulation of A. carbonarius, as shown in Figure 2C. These morphological aspects were
similar for the EOs: even though some EOs did not significantly affect the fungal radial growth they
had a great impact on the sporulation. For example, the radial growth of A. carbonarius cultured with

mint EO at 1 uL mL™ (Figure 2D) did not change significantly, but the culture was thick, dense, and
dominated by the white mycelium.
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(A) (B) © (D)
Figure 2. Morphological aspects of A. carbonarius S402 in Synthetic Grape Medium (SGM), at 28 °C for 4 days. (A):
Control, (B) Cumin phenolic extracts, (C) Bay leaves phenolic extracts, and (D): mint EO at 1 uL mL™!
3.4. Comparison between Phenolic Extracts and Essential Oils on Dry Weight and OTA Production

When added to SGM medium, the six EOs, showed a great impact against OTA produced by A.
carbonarius, without having a pronounced effect on the fungal weight for most of the EOs. Figure 3 and

Figure 4 illustrate the differences between total phenolic extracts and EOs on the fungal dry weight and
OTA production.

0.6 Dry weight of A. carbonarius in culture with total phenolic extracts and essential oils

E2
0.5
_:a_l O] Phenclic extracts

0.4 % =B B¢
@ O Essential ails1
%00‘3 Ll
g ] Essential nils &

0.2 pL .ol
2
A

0.1

O T T T T T T
Control  Bay-leaves Cumin Fenugreek Melissa Mint Sage

Figure 3.Graphical comparison between phenolic extracts and essential oils at 1 and 5 uL mL™! on the
dry weight of Aspergilluscarbonarius S402 cultured in a synthetic grape medium at 28 °C for 4 days.

Statistical differences are indicated as: * = significant difference (p < 0.05). Data with the same letters are
not significantly different (p <0.05).
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Figure 4. Graphical comparison between the effects of phenolic extracts and essential oils at 1 and 5 pL.

mL™! on the ochratoxin A (OTA) produced by A. carbonariuss S402 cultured in a synthetic grape medium
at 28 °C for 4 days. Statistical differences are indicated as: * = significant difference (p < 0.05). Data with
the same letters are not significantly different (p <0.05).

Results showed that neither the EOs nor phenolic extracts were able to completely block the
growth of A. carbonarius S402. In fact, none of the six EOs (bay leaves, cumin, fenugreek mint, melissa,
and sage) significantly affected the dry weight of the studied fungus. On the other hand, the cumin,
fenugreek, and sage phenolic extracts increased the fungal weight instead of reducing it, by 30.3% for
the cumin and 22% equally for the fenugreek and sage. These weight increments were in correlation
with the sporulation of A. carbonarius that was also increased by these extracts, whereas the phenolic
extracts of the bay leaves, melissa, and mint did not significantly reduce the fungal weight of A.
carbonarius.

Concerning the OTA production, both phenolic extracts and EOs acted differently when added to A.
carbonarius cultures. For example, some EOs at 1 and 5 uL mL™! severely affected the OTA, while the phenolic
extracts had a mild impact on the production of that toxin. More particularly, cumin EO at 1 uL mL ! as well
as its phenolic extract reduced equally the OTA by 37.3%, while at 5 uL mL™! the OTA levels reached a
reduction of 69.5%. The melissa phenolic extracts reduced the OTA by 32.3%, by 78% with the EO at 1 pL
mL"!, and 80% with the corresponding EO at 5 uL mL™.

The fenugreek and bay leaves showed irregularity in this topic. In fact, adding 1 uL mL™ of
fenugreek EO to the SGM medium enhanced OTA production by 45.1% while at 5 uL mL™ this toxin
production was reduced by 60%, while the total phenolic extracts of these seeds reduced it by 32%. As
for the bay leaves, their EO at 1 and 5 pL mL™" equally decreased the OTA by 72%, unlike their phenolic
extracts, which increased the level of this mycotoxin by 24.5%.

Surprisingly, an even reduction of OTA reaching 25% was observed when the sage phenolic
extract and EO (at both concentrations) were added to the culture medium. The mint phenolic extracts
and EOs acted almost in the same manner, reducing OTA levels by 69% (phenolic extracts), 60% and
70% for the EO at 1 and 5 uL mL™, respectively.

As for the results of the five remaining phenolic extracts (anise, chamomile, fennel, rosemary, and
thyme), their effects on radial growth, dry weight, and OTA production are represented in Table 2.
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Table 2.Radial growth (cm), dry weight of Aspergillus carbonarius S402, and OTA production (ng
mLLg™? of dry weight) after four days of culture at 28 °C on Synthetic Grape Medium (SGM)
supplemented with the five phenolic extracts at 250 pg GAE mL™.

Plant Radial Growth Dry Weight OTA Production (ng mL™ g™ of Dry
Material (cm) (g) Weight)
Control 590+0.43° 0.385+0.01 ° 60.37 +0.46 °
Fennel 6.33 +0.20 *P 0.486 +0.02 ° 60.25+0.08 *
Rosemary 5.63+0.20 2 0.240 + 0.01 *¢ 51.92 +1.46 *4
Chamomile 8.16 £0.15 *¢ 0.510+0.13 *P 40.95 +2.55 *P
Anise 5.60+0.30 2 0.435+0.05° 36.62 + 0.54 *P
Thyme 7.93 +0.05 *4 0.433+0.01 ° 31.64 +1.53 *¢

The means of the radial growth (cm), the dry weight (g), and OTA production (ng mL™! g} of dry
weight) + the standard deviation of the triplicates are represented in this table. Statistical differences are
indicated as: * = significant difference (p < 0.05). Data with the same letters are not significantly different
(p <0.05). Abbreviations: OTA: ochratoxin A, GAE: Gallic acid Equivalent.

Results showed that three of the five extracts (chamomile, fennel, and thyme) significantly
enhanced the radial growth of the fungus by 27.69%, 6.7%, and 11.08%, respectively, while the other
two (anise and rosemary) had no significant effect on the fungal growth. As for the dry weight, anise,
fennel, and thyme did not have an impact on the growth of A. carbonarius, chamomile increased it by
24.5%, and rosemary reduced it by 37.6%. Regarding the OTA production, the presence of the phenolic
extracts reduced the production of OTA at different levels: 47.5%, 39.3%, 32.1%, and 13.9% for the
thyme, anise, chamomile, and rosemary, respectively, and no change in the OTA production was
observed when the fennel extracts were added to the SGM medium.

4. Discussion

Medicinal plants, herbs, spices, and edible and non-edible plants were always the center of
attention when it came to mycotoxin reduction and/or prevention of fungal growth. Their EOs and
phenolic compounds were proven to be effective against several fungal species. In this study, EOs
exhibited the best antifungal and antiochratoxigenic effect in comparison to those of ethanolic phenolic
extracts. In fact, none of the phenolic extracts were able to significantly reduce A. carbonarius dry weight,

whereas only the sage at 5 uL mL™! decreased it by 10.8%. Nevertheless, phenolic extracts as well as
EOs exhibited strong effects on OTA reduction. For instance, the mint was the most effective among
the 11 tested phenolic extracts. It reduced OTA production by up to 70% without affecting the fungal
dry weight. These results are similar to those obtained by Panda et al. [20] who found that the phenolic
extracts from Mentha arvensis, commonly known as mint leaves, highly reduced the citrinin production

by P. citrinum without truly affecting its growth. The use of the mint EO at 0.5 uL mL™ allowed the
growth of A. ochraceus with no detectable OTA in the culture medium [21]. In a study by Hitokoto et al.
[22], the use of thyme caused a 10% to 90% growth reduction in A. flavus, A. versicolor, and A. ochraceus
but showed complete and nonlinear inhibition of their toxin production (86% to 100%). In their study,
basil leaves and cumin also partially reduced A. ochraceus growth but blocked its OTA production.
These results are similar to ours, where these extracts acted in the same manner: the phenolic extracts
of the basil leaves and the cumin as well as their EOs did not act in a proportionate way regarding
fungal weight reduction and the OTA production. In fact, the phenolic extracts of the bay leaves had
no significant effect on A. carbonarius growth but reduced OTA by 26.5%.

As for the phenolic extracts of the anise, chamomile, fennel, rosemary, and thyme, their effects on
OTA production were lower than those found with the EOs in our previous study [17]. In fact, the
thyme phenolic extracts reduced OTA production by 47.5% but had no effect on the growth of A.
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carbonarius. The EO of the thyme acted differently: at 5 uL mL™ it completely blocked the fungal

growth, and at 1 pL mL! it reduced OTA by up to 90% (this reduction was in correlation with growth
reduction). As for the anise, chamomile, and rosemary, their capacity on reducing OTA production was
lower than their corresponding EOs: anise phenolic extracts only reduced OTA by 35.25% although its
EO reduced it by 76.6% and 83.9% (at 1 and 5 uL mL™, respectively). Chamomile phenolic extracts
reduced it by 32.16%, its EO at 1 uL mL™ by 67.5%, and at 5 uL mL™ by 78.1%. The same reduction
profile was obtained with the phenolic extracts and EOs of the rosemary: the OTA was reduced by
14.01% with the phenolic extracts, 53.7% and 78.3% with rosemary EO when used at 1 and 5 uL mL™},
respectively. Surprisingly, the fennel phenolics did not reduce OTA although its EO at 5 uL mL™
reduced it by 88.9% (the highest reduction obtained in our previous study). These differences may be
attributed to the role of the active ingredients of the EOs that are implicated in the repression of the
OTA biosynthetic genes expression of A. carbonarius (reductions reached 99.2% for the acpks gene
responsible for the early steps of OTA biosynthesis).

Despite the rarity of studies on the antifungal and antimycotoxigenic effects of total phenolic
extract, the active components found in these extracts were thoroughly studied. In general, eugenol
(basil), vanillic acid (sage), caffeic acid (mint), rosmarinic acid (mint), p-coumaric acid (cumin), and
cinnamic derivatives (bay leaves) are the main active component responsible for the antioxidant activity
of the phenolic extracts [23-27]. The caffeic, cinnamic, ferulic and vanillic acids were proven to control
aflatoxigenic fungi and AFB1 production as well as fumonisin on maize during storage [28,29].
Likewise, Palumbo et al. [30] found that OTA can be reduced by the use of different phenolic
antioxidant such as 4-hydroxybezoic acid on A. carbonarius, A. sulphureus, A. alliaceus, and A. lanosus,
vanillic acid on A. albertensis and A. elegans, as well as catechin on A. sulphureus.

Some authors reported that the antioxidant activity of different plant extracts depends on their phenolic
content, while others found no such correlation, because of the presence of other active ingredients in each
plant [31-33]. Moreover, da Cruz Cabral, et al. [34] stated that the potential of plant extracts to decrease
fungal growth and/or mycotoxin production depends on their composition and the nature of the solvent
used for the extraction. In fact, the solvents with a polar nature have a better penetration capacity than none
polar ones, enabling them to extract a wider variety of compounds from the plant tissues. The acetone that
we used in this study, as well as the methanol was found to be the best solvents for the extraction of
antifungal compounds [35,36]. Furthermore, the type of the phenolic structure was proven to be more
important than the concentration: molecules with a hydroxyl group having a system of delocalized electrons
in the phenolic structure have the highest antioxidant activity [37]. To date, the mechanisms of action of
active compounds in plant extracts are not completely understood. Nevertheless, numerous authors support
the idea of the existence of three aspects for their inhibitory functions: first, the enzymes responsible for
intracellular functions can be altered by the presence of -OH groups, and are able to form hydrogen bonds
with those enzymes. Secondly, the rigidity and integrity of the hypha cell wall can be lost due to the
interaction of these compounds with the membrane enzymes of the fungi. Lastly, the rupture of the
cytoplasmic membrane can be achieved by the change of permeability of the cell membranes and granulation
of the cytoplasm. In addition, the hydrophobicity of certain compounds found in the EOs extracts allows
them to cross the cell membrane and change their permeability for cations such as H" and K*, thus changing
the flow of protons and the pH of the cells, affecting their chemical compositions and activities [34]. Phenolic
compounds are also capable of altering the fungal cell permeability, resulting in the loss of macromolecules
from the cell interior and interacting with the proteins of the membrane, leading to their structure and
functionality deformation [38].

As for the phenolic extracts and EOs that enhanced OTA production, such as bay leaves extracts
and fenugreek EO at 1 uL mL™!, Prakash et al. [39] reported that the use of low concentrations of Piper
betle L. EO on A. flavus cultures increased AFB1 production, implicating that low fungicide doses create
some stress condition which was responsible for the production of more secondary metabolites as a
defense mechanism by the fungus. The same observation was noted by Wu et al. [40] who found that
F. oxysporum biomass was reduced with ferulic acid that increased its mycotoxin production by 227.7%.
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The different macroscopic aspects of A. carbonarius S402 between the control and the treated
samples were highly noticed in this study. In fact, the extracts enhanced radial growth, and reduced
the sporulation of the fungus, resulting in OTA reduction. For example, adding 250 pL mL™ of cumin
phenolic extracts to SGM medium caused a radial growth increment (47.8%), OTA reduction (37.3%),
and the cultures were dominated by the presence of white mycelium. These transformations were
observed by Ferreira et al. [41] who found that the use of curcumin EO at 1% on A. flavus cultures did
not only reduce sporulation by 95.78%, but also decreased the viability of the remaining spores to 100%.
A. parasiticus manifested the same results when it was cultured with thyme’s EO. In fact, after 5 days of
culture, its sporulation capacity was reduced by 95% [42].

5. Conclusion

The natural chemical structure of phenolic compounds and essential oils provides them with the
potential of being acceptable antifungal and antimycotoxigenic agents for application on food matrices.
This study demonstrated that EOs could strongly reduce OTA rather than reducing the growth of A.
carbonarius. They are more efficient than the phenolic compounds extracted from the same plants,
reaching 70% and 80% for the EOs of the melissa and mint, respectively. As for the total phenolic
extracts such as mint, anise, and thyme, they were capable of only partially reducing OTA production
(69%, 35.25%, and 47.5%, respectively). This study is a first step toward reducing the occurrence of OTA
and its daily ingestion by humans. Nevertheless, in order for it to succeed, a deeper more detailed study
should be conducted on the efficiency of these natural compounds on other ochratoxigenic and
mycotoxigenic species.
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Chapitre 1

II1. Conclusion

La comparaison entre les effets des huiles essentielles et des composés phénoliques
nous a permis de conclure que I'emploi de certains de ces composés n’a pas gravement
affecté la masse seche d’A. carbonarius S402, cependant leur effet sur la production de

I’OTA était remarquable.

Effectivement, les huiles essentielles des feuilles de laurier, de la menthe et de la
mélisse ont réduit considérablement 1'OTA de 72, 70 et 80% respectivement pour

chaque huile.

L’utilisation des composés phénoliques a été efficace contre la production de
I’'OTA mais d’'une ampleur moindre a celle des huiles essentielles, a 1’'exception du
fenugrec qui, son huile essentielle (a 1 pL/mL) a augmenté d’avantage la production

de I'OTA (45.1%) pourtant ses composés phénoliques 1'ont inhibé (32.0%).

Afin de mieux comprendre le mode d’action des huiles essentilles qui n’ont pas
affecté la croissance fongique mais qui ont inhibé remarquablement la production de
I'OTA, nous nous sommes foaclisés dans la suite de notre travail a I'évaluation de
I'impact de ses huiles sur I'expression des genes de biosynthese de 'OTA chez A.

carbonarius S402.
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Chapitre 2

L. Introduction

Obtenues par hydrodistillation du matériel végétal, les huiles essentielles sont
riches en composés potentiellement bioactifs. Beaucoup sont connues pour avoir une
activité antimicrobienne grace a leurs divers composés antioxydants, tels que les
polyphénols, les phénols, les flavonoides etc. Leur activité microbienne inhérente est
communément liée a la structure chimique de leurs composants actifs, a la
concentration dans laquelle ils sont présents et a leurs interactions avec la matiere
vivante. Le fait qu’elles soient constituées par une grande variété de composés actifs,
leur confere d’avantages différents modes d’action, et leur donne la capacité de cibler
plusieurs fonctions au niveau de la cellule fongique. Evidemment, leur faible masse
moléculaires et propriétés lipophiles, leurs permettent de traverser la membrane
cellulaire fongique, provoquant ainsi des lésions irréversibles de la paroi et les
organelles cellulaires, ce qui leur confere leur propriétés antifongiques. D’autres
huiles essentielles ne possedent pas un pouvoir fongicide mais sont pourtant
capables d’inhiber la production de 'OTA sans affecter significativement la masse du

champignon producteur.

Les huiles essentielles étudiées dans le Chapitre 1 ont montré une importante
capacité d’inhibition de 'OTA sans avoir inhibé la croissance fongique. Celles-ci ont
été sélectionnées afin d’évaluer leur effet sur I'expression des genes impliqués dans
la biosynthese de 'OTA chez A. carbonarius. Jusqu'a nos jours, uniquement trois
genes de biosynthese de I'OTA ont été séquencé chez ce champignon (acpks,

acOTApks et acOTAnrps) et deux genes de régulation (veA et laeA).

Cette évaluation a été réalisée sur un milieu nommé Synthetic Grape Medium ou
SGM, dont sa composition est proche a celle du raisin, pendant 4 jours, avec une

température maintenue stable a 28 °C.

93



Chapitre 2

IL. Article publié : Essential Oils Modulate Gene Expression and Ochratoxin A
Production in Aspergillus carbonarius, Toxins (8), 8-242.

Article

Essential Oils Modulate Gene Expression and
Ochratoxin A Production in Aspergillus carbonarius

Rachelle El Khoury 2, Ali Atoui **, Carol Verheecke 2, Richard Maroun !, Andre
El Khoury ! and Florence Mathieu 2

1 Laboratoire de Mycologie et Sécurité Alimentaire (LMSA), Centre d’analyse et de Recherche
(CAR), Campus des Sciences et Technologie, Université Saint-Joseph, Mkalles-Beyrouth 1107-
2050, Lebanon; rachelle.khouryel@net.usj.edu.lb (R.E.K.); richard.maroun@usj.edu.lb (R.M.);
andre.khoury@usj.edu.lb (A.E.K\)

2 Laboratoire de Génie Chimique, Université de Toulouse, CNRS, INPT, UPS, Toulouse 31326,
France; carol.verheecke@gmail.com (C.V.); florence.mathieu@ensat.fr (F.M.)

3 Laboratory of Microbiology, Department of Natural Sciences and Earth, Faculty of Sciences I,
Lebanese University, Hadath Campus, Beirut P.O Box 11-8281, Lebanon

* Correspondence: a.atoui@cnrs.edu.lb; Tel.: +961-1-450-811
Academic Editor: Antonio Moretti
Received: 21 June 2016; Accepted: 9 August 2016; Published: 19 August 2016

Abstract: Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin, mainly produced on grapes by Aspergillus carbonarius,
that causes massive health problems for humans. This study aims to reduce the occurrence of OTA
by using the ten following essential oils (E.Os): fennel, cardamom, anise, chamomile, celery,
cinnamon, thyme, taramira, oregano and rosemary at 1 uL/mL and 5 uL/mL for each E.O. As a matter
of fact, their effects on the OTA production and the growth of A. carbonarius S402 cultures were
evaluated, after four days at 28° C on a Synthetic Grape Medium (SGM). Results showed that A.
carbonarius growth was reduced up to 100%, when cultured with the E.Os of cinnamon, taramira,
and oregano at both concentrations and the thyme at 5 uL/mL. As for the other six E.Os, their effect
on A. carbonarius growth was insignificant, but highly important on the OTA production.
Interestingly, the fennel E.O at 5 uL/mL reduced the OTA production up to 88.9% compared to the
control, with only 13.8% of fungal growth reduction. We further investigated the effect of these E.Os
on the expression levels of the genes responsible for the OTA biosynthesis (acOTApks and acOTAnrps
along with the acpks gene) as well as the two regulatory genes laeA and vea, using the quantitative
Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (qQRT-PCR) method. The results revealed that
these six E.Os reduced the expression of the five studied genes, where the ackps was downregulated
by 99.2% (the highest downregulation in this study) with 5 uL/mL of fennel E.O. As for the acOTApks,
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acOTAnrps, veA and IlaeA, their reduction levels ranged between 10% and 96% depending on the

nature of the E.O and its concentration in the medium.

Keywords: Aspergillus carbonarius; Ochratoxin A; gene expression; essential oils

1. Introduction

Mycotoxins are secondary metabolites produced by a wide range of filamentous fungi which
have adverse effects on humans, animals and crops that result in illnesses and economic losses [1]. The
most known mycotoxins are the aflatoxins, patulin, citrinin, fumonisin Bl, zearalenone and the
Ochratoxin A (OTA). In fact, OTA is produced by different species of Aspergillus and Penicillium such
as A. ochraceus, A. carbonarius, P. verrucosum and P. nordicum. However, A. carbonarius is considered to
be the main producer of OTA on coffee and grapes [2]. OTA has nephrotoxic, hepatotoxic, teratogenic,
and immunotoxic effects on several animal species [3] and was classified by the International Agency
for Research on Cancer (IARC) in 1993, as a possible human carcinogen (group 2B) [4]. Additionally,
it was associated with the acute renal failure in humans [5] and liver cancer in animals after a long-

term exposure with the molecule [6].

Chemical and physical treatments are considered to be inefficient at removing the OTA from
grapes and wine without altering their organoleptic properties [7]. Hence, the awareness of the
hazardous effects of chemical preservatives has led the scientific community to search for naturally
occurring molecules that are able to reduce OTA production without altering the fungal growth, thus

preventing its replacement by other undesired mycotoxigenic fungi.

Essential oils (E.Os), herbs and spices antimicrobial properties have been acknowledged and
used since ancient times for therapy and food preservation. Thus many studies were carried out on
their ability to reduce mycelial growth and/or mycotoxins production by different mycotoxigenic
fungi. Soliman and Badeaa [8] found that the E.Os of the thyme, cinnamon, marigold, spearmint, basil
and quyssum had inhibitory activities against the growth of A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus and
Fusarium verticillioides. Similar results were obtained by Basilico and Basilico [9], who found that the

mint and oregano E.Os also had a complete inhibitory effect on the growth of A. ochraceus.

To date, the biosynthetic pathway of OTA in A. carbonarius has not yet been completely elucidated
and only few genes have been discovered. However, it was confirmed by several studies that the OTA
biosynthesis pathway contains a polykétide synthase (PKS) and a non ribosomal peptide synthase
(NRPS) family. A study conducted by Gallo et al. [10] identified and characterized an acpks gene in A.
carbonarius that encodes a conserved ketosynthase and acyl transferase domains, and found that the
OTA production strongly depended on the expression levels of the acpks gene, proving the implication
of this gene in the OTA biosynthesis. Those same authors have identified the acOTApks gene that has
a different function from acpks, the previously described gene. AcOTApks encodes an AcOTApks
protein that belongs to the (HR)-PKS family, and contains a putative methyltransferase domain likely
responsible for the addition of the methyl group to the OTA polyketide structure [11]. Another
characterized OTA biosynthesis gene in A. carbonarius is the acOTAnrps which was proven to be
essential for OTA, OTa and OTB biosynthesis and is located about 900 nt upstream of a pks gene [12].
Furthermore, the OTA biosynthesis in A. carbonarius is
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regulated by two known genes: lzeA and veA. Their deletion caused a drastic decrease in the OTA

production and a dowregulation in the expression of the nrps gene [13].

Until now, the effect of E.Os on the expression of the genes responsible for OTA production in A.
carbonarius is not yet evaluated. Therefore, the aim of this study is to evaluate the effect of 10 different
E.Os (anise, rosemary, thyme, oregano, fennel, cardamom, chamomile, cinnamon, taramira and celery)
at concentrations of 1 pL/mL and 5 pL/mL, on the OTA produced by A. carbonarius (the main
contaminant of grapes), and their influence on the expression levels of acpks, acOTApks, acOTAnrps,
laeA and veA genes involved in the OTA biosynthesis, in order to choose the E.O (s) whose effects are

only limited to OTA reduction without affecting the growth of A. carbonarius.

2. Results
2.1. Essential Oils Effect on Growth of A. carbonarius S402 and Its OTA Production

The effect of the ten E.Os used in this study at 1 pL/mL and 5 uL/mL, on A. carbonarius dry weight,
its radial growth and OTA production are shown in Table 1.

Table 1. Dry weight (g) and diameter (cm) of Aspergillus carbonarius 5402, the OTA concentration
(ng/mL*g) after four days of culture at 28 C on Synthetic Grape Medium (SGM) supplemented with

ten essential oils at 1 uL/mL and 5 uL/mL, compared to a control.

OTA concentration

Essential oils Dry weight (g) Radial growth (cm)

(ng/mL*g of dry weight)
Control 0.36 +0.052 5.1+0.01¢ 50.58 +0.79
- 5 uL/mL 5 uL/mL 1 uL/mL 5 uL/mL 1 puL/mL 5 uL/mL
Anise 0.38+0.01=  0.3+0.01° 45+001c 35+0.05¢¢ 16.66+0.55* 10.36 +0.27*
Cardamom  0.36 +0.005¢ 0.31+0.005>  4.5+0.01¢ 44+1¢ 13.15+0.20¢*  8.37+0.15*
Celery 0.36+0.05= 0.34+0.052 4.1+0.05c  3.8+0.00¢ 16.43+0.24* 15.60+0.24*
Chamomile  0.36+0.005= 0.31+0.005> 5.1+ 0.05¢ 45+001c 16.54+0.26* 10.66+0.19*
Cinnamon No growth  No growth N.D N.D N.D N.D
Fennel 0.32+0.05> 0.31+0.005> 4.1+0.05 3.4+0.01¢ 6.8 £0.12% 5.6 £ 0.10%
Oregano No growth ~ No growth N.D N.D N.D N.D
Rosemary 0.36£0.01=  0.33+0.001a 4.5+ 0.00¢ 45%0.00c 23.62+0.65* 11.03 +2.80*
Taramira No growth ~ No growth N.D N.D N.D N.D
Thyme 0.2+0.01* Nogrowth  2.1+0.01* N.D 3.56 +0.17* N.D

The Mean of the dry weight (g) and the growth inhibition (%) the standard deviation of the triplicates
are represented in this table. Statistical differences are indicated as: * = significant difference (p <0.01).
Data with the same letters are not significantly different (p <0.05). N.D: Not Detectable.

Our results showed that the radial growth, dry weight and OTA inhibition levels strongly depend
on the nature of the E.O and its concentration (Table 1). The E.O of taramira, oregano and cinnamon
(1 pL/mL and 5 uL/mL) were able to reduce A. carbonarius 5402 growth up to 100%, with no visible
growth on the SGM medium; therefore, no detectable OTA concentration in the culture medium was
found after HPLC (High Performance Liquid Chromatography) analysis. Although the E.O of thyme
at 5 uL/mL completely blocked the growth of A. carbonarius S402, it only decreased 48.71% of the
fungal growth at 1 uL/mL.
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E.Os of the fennel, cardamom, chamomile, rosemary, anise and the celery at 1 uL/mL and 5
puL/mL, showed a slight effect on the dry weight and radial growth of A. carbonarius 5402 but a
significant impact on the OTA production. A reduction of 88.9% in OTA was reached when 5 pL/mL
of fennel E.O was added to the SGM medium, while it only reduced 13% of the fungal growth.
Additionally, this E.O at 1 uL/mL was able to reduce the OTA to 86.6%, with no significant impact on
the radial growth (33.3%) and the dry weight (11%). Cardamom, chamomile, rosemary, anise and
celery E.Os at 1 uL/mL, also had an important effect in OTA reduction that reached 74.2%, 67.5,%
53.7%, 76.6%, and 68.5% respectively, with growth reduction that ranged between 0% and 11%
(cardamom and celery (0%), anise (5%), chamomile and rosemary (11%)). OTA reduction was higher,
when the E.O concentrations were at 5 uL/mL reaching 83.5% for cardamom E.O with only 13% of dry
weight reduction. The OTA reduction percentages were almost the same for the E.Os of chamomile
(79.1%), rosemary (78.3%), and celery (77.1%), with a growth reduction of 13%, 8% and 5%,
respectively. Lastly, the E.O of anise reduced the fungal growth to 16% with 83.9% of OTA

concentration reduction.

2.2. Microscopic Morphology Evaluation

Scanning Electron Microscopy (SEM) of A. carbonarius S402 treated with 1 pL/mL and 5 pL/mL
of fennel E.O compared to untreated samples showed that the application of the fennel E.Oat1 uL/mL
did not affect the size of the conidial head. For instance, the conidial head of the untreated samples
measured 107 um (Figure 1A), similar to the treated sample with 1 uL/mL (102 pm) (Figure 1C). When
the SGM medium was supplemented with 5 pL/mL of fennel E.O, the results were different: the
conidial head was smaller and more compact than those in control condition, and measured 84 pum
(Figure 1E), i.e., 21.4% lesser than the control.
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Figure 1. Scanning electron micrographs of the Aspergillus carbonarius 5402, cultured on Synthetic
Grape Medium (SGM) at 28 °C for four days: (A) A. carbonarius S402 conidial head; (B) spores of A.
carbonarius; (C) A. carbonarius conidial head cultured with 1 pL/mL fennel oil; (D) spores of A.
carbonarius cultured with 1 pL/mL fennel oil; (E, F) A. carbonarius conidial head cultured with 5
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uL/mL fennel oil; (G) conidiophores of A. carbonarius cultured with 5 uL/mL fennel oil with
abnormally placed spores; and (H) spores of A. carbonarius cultured with 5 uL/mL fennel oil.

As for the spore concentration, a non-significant variation was observed between the untreated
A. carbonarius and the cultures treated with 1 pL/mL and 5 uL/mL of fennel E.O. In fact, the results
showed that the untreated samples had a concentration of 17 x 166 spores/mL, whereas the cultures
treated with 1 pL/mL and 5 pL/mL of fennel E.O had a concentrations of 15.8 x 10¢ spores/mL and
16.1 x 106 spores/mL respectively.

2.3. Analysis of Genes Expression Involved in OTA Biosynthesis by A. carbonarius

To better understand the OTA reduction by the E.Os that did not affect the fungal growth, the
expressions of two known biosynthetic genes involved in the OTA biosynthesis (acOTApks and
acOTAnrps) as well as the acpks gene and the two regulatory genes (veA and laeA) were evaluated by
qRT-PCR.

The expression levels of the target genes were normalized by the expression of the reference
gene (B-tubulin was chosen as reference gene, as shown in the Supplementary Material, Figure S1)
and were expressed relative to the control. Table 2 shows the relative expression values of the target
genes of A. carbonarius S402 cultured with the six E.Os, along with the OTA reduction.

Results showed that expression level of the target genes in the presence of 1 uL/mL of E.Os varied
depending on the nature of the E.O. In fact the E.O of the chamomile, was able to significantly
downregulate all the target genes. Others, such as cardamom, rosemary, anise, fennel and celery E.Os,
were only able to affect specific genes but had no effect on the others. As a matter of fact, the acpks
was significantly downregulated when A. carbonarius was cultured with the six E.Os at 1 pL/mL.
Notably, its expression was reduced by 96% by the E.O of the fennel, 50% and 90% by the celery and
rosemary E.Os respectively, accompanied by an OTA reduction that reached 86.9%, 68.8% and 53.7%
respectively for each E.O. As for the cardamom, chamomile and anise E.Os, they were able to equally
reduce this gene expression by 80% and had approximately the same effect on OTA production, as
they reduced it to 74.2% and 76.9% by cardamom and anise E.O, respectively, and to 67.5% by the

chamomile E.O.

As for the acOTApks, its expression was not downregulated by all of the six E.Os. In fact, E.O of
the rosemary had no significant effect on this gene’s expression while the other tested E.Os reduced
the acOTApks by 99%, 86%, 88%, 81% and 76% for the fennel, cardamom, chamomile, anise and celery
E.Os, respectively. While acOTAnrps expression was equally reduced by the E.Os of cardamom,

chamomile and rosemary by 80%, its expression was not affected by the fennel, celery and anise E.Os.

Regarding the regulatory genes veA and laeA, they were both not affected by the E.Os of the
anise and celery. The veA expression was reduced by approximately 90% with the E.Os of the fennel

and rosemary, along with 55% and 63% by the E.Os of cardamom and chamomile respectively. As
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for the laeA, it was downregulated by 92%, 71% and 80% with the E.Os of the
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fennel, chamomile and rosemary respectively. However, the E.O of the cardamom had no significant

effect on the laeA expression.

At 5 pL/mL, the six E.Os were able to significantly reduce the expressions of the five studied
genes. For instance, the acpks was highly downregulated by the E.O of the fennel, reaching 99.2% of
reduction, followed by the chamomile, rosemary, cardamom and celery E.Os with 98%, 95%, 90%,
85% and 70% reduction, respectively.

As for the acOTApks, its expression was reduced up to 99.9% with the fennel E.O, the highest
gene downregulation in this study. Moreover, this E.O decreased the OTA production up to 88.6%
yet reduced the fungal growth by only 13.6%. The E.Os of the cardamom, rosemary and chamomile
also had major effects on the expression of the acOTApks. In fact they reduced its expression by 98%,
96% and 95%, respectively, coupled with an OTA reduction by 83.5%, 78.3% and 79.1%, respectively,
for each E.O. In addition, celery and anise E.Os downregulated acOTApks by 81%, and 86%
respectively as well as the OTA production by 77.1% and 83.9% for each E.O respectively. As for the
E.O of fennel, rosemary and anise, they were able to reduce the acOTAnrps expression by 98% for
both fennel and rosemary, and 99% for anise. Regarding the rest of the E.Os, the cardamom, celery

and chamomile, they also reduced this gene expression by 84%, 82% and 52% respectively.
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Table 2. Normalized relative Ochratoxin A (OTA) gene expression in Aspergillus carbonarius S402 observed after 4 days of culture in presence of six

different E.Os at 1 uL/mL and 5 puL/mL, associated with the percentage of OTA reduction levels.

Fennel Cardamom Chamomile
Essential
Oils 1 pL/mL 5 pL/mL 1 pL/mL 5 uL/mL 1 pL/mL 5 uL/mL
Relative % of OTA  Relative % of OTA  Relative % of OTA  Relative % of OTA  Relative % of OTA  Relative % of OTA
Genes
expression reduction expression reduction expression reduction expression reduction expression reduction expression reduction
acpks 0.04 * 0.008 * 0.24 % 0.15* 02*% 0.02*
acOTApks 0.009 * 0.001* 0.14 % 0.02* 0.12* 0.05*
acOTAnrps 0.7 86.90% 0.02 % 88.60% 0.2* 74.20% 0.18* 83.50% 02*% 67.50% 0.16* 79.10%
veA 0.09 * 0.07 * 0.45* 0.29* 0.37* 0.06 *
laeA 0.08* 0.06 * 0.9 03* 0.29* 0.04*
Rosemary Anise Celery
Essential
Oils 1 pL/mL 5 pyL/mL 1 pL/mL 5 pL/mL 1 pL/mL 5 puL/mL
Relative % of OTA  Relative % of OTA  Relative % of OTA  Relative % of OTA  Relative % of OTA % of OTA  Relative
Genes
expression reduction expression reduction expression reduction expression reduction expression reduction reduction expression
acpks 0.r* 0.05* 02* 0.1*% 05* 03*
acOTApks 0.9 0.04 % 0.19* 0.14*% 0.24* 0.19*%
acOTAnrps 0.2* 53.70% 0.02* 78.30% 0.8 76.90% 0.01*% 83.90% 0.7 68.50% 0.48* 77.10%
veA 0.r* 0.05* 0.9 0.13* 0.7 0.12*
laeA 0.2* 0.09 * 0.7 02*% 0.8 02*%

Normalized gene expression of the following genes: acpks, acOTApks, acOTAnrps, veA and laeA along with the OTA reduction in the Synthetic Grape

Medium (SGM) after four days of culture at 28° C. Statistical analysis was made using the GraphPad prism 6 software (version 6.07 for windows, 2015,
GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Data with (*) = significant difference (p < 0.01).
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Finally the veA and laeA expressions were nearly the same when A. carbonarius was cultured with
the E.Os of the fennel (93% and 94%), cardamom (71% and 70%), chamomile (94% and 96%), rosemary
(95% and 91%), anise (87% and 80%) and lastly celery (88% and 80%), respectively, for each gene.

3. Discussion

Until now, studies have shown that the E.Os can reduce OTA production by reducing fungal
growth. Nevertheless, few were able to prove that OTA could also be inhibited without significantly
reducing the fungal growth. To that purpose, this work was dedicated to finding an E.O capable of
reducing the OTA produced by A. carbonarius, without significantly altering its growth, thus preserving
the natural balance of the microbial ecosystem and mostly preventing the occurrence of other

mycotoxigenic fungi.

However, few works were able to prove that the reduction of OTA production could be associated
with the downregulation of the expression of genes responsible for the OTA biosynthesis in A.
carbonarius. In this study, we investigated the effects of ten E.Os on OTA production by A. carbonarius
5402 and we found that four of these E.Os, taramira, oregano, cinnamon and thyme, completely
blocked OTA production by preventing the growth of A. carbonarius S402 cultures. These findings are
consistent with other studies found in the literature, which tested the effect of some E.Os on the growth
of other mycotoxigenic fungi. In fact, Hua et al. [14] found that A. ochraceus fungal growth was
completely blocked by using the E.O of cinnamon, a natural and synthetic cinnamaldehyde with a
concentration of 500 uL/L for the three E.Os. Moreover, the antifungal activities of the cinnamon was
studied over the years and proven to be effective against mould growth [8,15-17]. These results
regarding the E.O of the cinnamon are consistent with our results, stating that the growth of A.
carbonarius 5402 was completely blocked with the use of this E.O. The oregano E.O also had a great
antifungal activity, preventing the growth of A. niger, F. oxysporum and Penicillium spp. in YES broth,
at a concentration of 0.1 mL/mL [18]. Additionally, the carvacrol and thymol were identified as the
main components of the oregano E.O, responsible for its antifungal activities [19-21]. Similarly, the E.O
of the thyme also showed an antifungal effect on the growth of F. verticillioides, A. parasiticus, A. flavus

and A. parasiticus due to the presence of the thymol, thyme’s main component [22-24].

However, the E.O of anise, fennel, cardamom and chamomile did not show a significant antifungal
activity against A. carbonarius at the concentrations used in this study. The E.O of anise at 1500 uL/L,
when used on A. ochraceus on a Malt Extract Agar medium (MEA) [14] did not show a significant effect
on the growth of the fungus, which similar to our results but contradict those of Soliman and Badeaa
[8] who found that at 500 ppm, this E.O blocked the growth of A. flavus, A. ochraceus, A. parasiticus and
F. verticillioides on PDA medium (Potato Dextrose Agar) after 5-7 days of culture. Furthermore, these
same authors found that the E.O of the fennel at 3000 ppm blocked the growth of the four tested fungi,
also contradicting with our results, stating that, even at 5 uL/mL (0.5%), this E.O only reduced A.
carbonarius S402 growth by 13.8% compared to a control. A study conducted by Bansod and Rai [25]
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showed that the MIC of the fennel E.O against the growth of A.
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fumigatus and A. niger was at 2% of this E.O, which means that in order to block the growth of these
two fungi, a concentration 4 times higher than ours was needed. The reasons behind these differences
could be numerous; first of all, they may be associated with the fact that in our study, we did not extract
the E.Os from the plants but instead we bought them from the market; consequently, the extraction
methods may vary and alter the antifungal activity of the E.Os. Furthermore, different species of fungi
donothave similar spores density or similar growth rates (A. carbonarius has a negligible ratio of (spores
dry weight)/(biomass dry weight) on DG18 agar medium compared to A. flavus and A. ochraceus, but it
has a significantly higher biomass density than the other two fungi due to its larger conidial size
compared to A. flavus and A. ochraceus, respectively) [26], consequently causing the E.Os to perform
differently on different fungal species. Lastly, these contradictions may be associated with the different

types of media used in both studies along with the incubation period.

According to Baydar et al. [27] the antifungal properties of E.Os can be attributed to the presence
of phenolic compounds such as eugenol, anethole, carvacol, precursors r-cimene and g-terpinolene and
isomers of thymol. Furthermore, they have low molecular weight and lipophilic properties that allows
them to easily penetrate cell membrane [28] causing irreversible cell wall damage and cellular organelle
as well as affecting the pH homeostasis and equilibrium of inorganic ions [29-31]. Another study on
the mode of action of E.Os on fungal growth suggested that A. conyzoides E.O was able to cross the
plasma membrane of A. flavus and interact with the membrane structures of cytoplasmic organelles

thus preventing the fungal growth [32].

Regarding the expression levels of the genes involved in the OTA biosynthesis pathway, in
presence of E.O, few studies were found in the literature on this topic. Nevertheless, Murthy et al. [33]
noticed that the reduction of OTA production was not correlated with the growth reduction of A.
ochraceus after inoculating the medium with increasing doses of Ajowan Ethanolic Extract (AEE). At 50
and 150 mL/g of AEE, inhibition of OTA production was higher than the reduction of fungal growth.
Similarly, Hua, Xing, Selvaraj, Wang, Zhao, Zhou, Liu and Liu [14] also noticed a decreased growth of
A. ochraceus by 75-150 mg/mL of citral E.O, but the OTA production was completely blocked, therefore
suggesting that the reduction was not correlated with the growth reduction, but rather to the
suppression of transcription of OTA biosynthesis genes. In fact, they found that the transcription of the
pks gene (responsible for the synthesis of the polyketide dihydro-isocoumarin and involved in the first
steps of the OTA biosynthetic pathway) was completely inhibited by 75-150 mg/mL of citral E.O.
Likewise; a study conducted by Caceres et al. [34] on the reduction of aflatoxin B1 (AFB1) produced by
A. flavus showed that all the genes (except for afIT) of the AFBI cluster were drastically downregulated
when A. flavus was cultured with 0.5 mM of eugenol, resulting an extreme AFB1 reduction with no
significant impact on the fungal growth. In the same manner, our study revealed that six of the tested
E.Os (anise, fennel, cardamom, chamomile, celery and rosemary) reduced significantly the OTA from
the medium without equally reducing the fungal growth. These results suggest that this OTA reduction
was not associated with the growth reduction but rather with the repression of certain biosynthetic
genes. Fennel, cardamom, chamomile, rosemary, anise and celery E.Os downregulated acpks,
acOTApks, acOTAnrps, laeA and veA genes, involved in the synthesis of the appropriate enzymes
involved in the OTA biosynthesis. A similar study revealed that the expression of acOTApks gene in A.
carbonarius was also reduced by the addition of 0.065 mg/mL of the hydroxycynnamic acids such as p-
coumaric and ferulic acids [35]. Our findings suggest that the E.Os
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used in this study have different ways to reduce OTA from the medium without affecting the fungal
growth. Some were able to downregulate the regulatory genes (lzeA and veA) such as the fennel,
chamomile and rosemary E.Os at 1 uL/mL and consequently reducing the expression of the genes
responsible for the OTA biosynthesis (acpks, acOTApks and acOTAnrps). Others, such as the anise and
celery E.Os at 1 uL/mL did not have significant effect on the expressions of lzeA and veA, but they were
able to downregulate directly the acpks, acOTApks and acOTAnrps genes, suggesting that different types
of E.Os has different mode of action on the OTA biosynthesis genes. Similarly, a study was conducted
on F.culmorum cultured with 0.5 mM of ferulic acid showed that this compound reduced the
trichotecene type B production by reducing up to 5.4 times the expression levels of several tri genes
involved in the biosynthesis pathway [36]. Furthermore, AFB1 production was reduced by adding the
caffeic acid in culture with A. flavus, resulting in the downregulation of the aflatoxins biosynthesis
genes in A. flavus, reducing 6.6 fold the afID, 7.1 aflM, 9.1 aflP and 1.5 aflS gene without affecting the
fungal growth [37]. Moreover, another study conducted by Yoshinari et al. [38] found that AFG1
production in A. parasiticus was reduced by using E.O of the chamomile that inhibited the cytochrome
P450 synthesis (CYPA), enzyme implicated in the AFG1 production. Additionally, due to the similarity
between the CYPA and TRI4 (an enzyme responsible for trichothecenes early biosynthesis), the E.O of
chamomile was also able to decrease the 3-acetyldeoxynivalenol (3-ADON) production in F.

graminearum by reducing the TRI4 enzyme.

Regarding the microscopic aspects of A. carbonarius cultured with 1 pL/mL and 5 uL/mL of fennel
E.O, the morphology of the conidial head and the spores remained unchanged, contrary to other results
found in the literature. For instance, Hua, Xing, Selvaraj, Wang, Zhao, Zhou, Liu and Liu [14] found
that the treatment of A. ochraceus with different concentrations of natural cinnamaldehyde, citral and
eugenol E.Os showed alteration in the morphology of the hyphee that appeared collapsed and
abnormal, correlated with an OTA reduction. Moreover, the E.O of Cinnamomum zeylanicum caused an
interesting inhibition of spore germination in A. flavus, A. fumigatus and A. niger also causing alterations
in the hyphal development, a loss in pigmentation and a lack of sporulation [39]. Another similar study
conducted by Sharma and Tripathi [40] showed that the E.O of Citrus sinensis at 0.5 ug/mL caused a
distortion of the A. niger mycelium, squashed and flattened the conidiophores bearing damaged
conidial head. In our case, the E.O of the fennel used in this study highly reduced OTA production

without altering the growth of A. carbonarius S402 or the microscopic aspects of the fungus.

Our findings, along with the data collected from previous studies, indicate that the use of the E.Os
on food and crops could be one of the solutions to reduce the OTA from culture media produced by A.
carbonarius. Some of these E.Os, including anise, celery, cardamom, chamomile, rosemary and fennel,
were able to reduce the OTA by repressing the expressions of the genes involved in the OTA
biosynthesis without particularly affecting the fungal growth; thus not altering the natural microbial

balance.

4. Conclusions

The inhibitory effects of ten E.Os on the OTA production of A. carbonarius S402 and their effect on

the expression of the genes involved in OTA biosynthesis were evaluated in this study. The E.Os
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of cinnamon, thyme, oregano and taramira showed an antifungal activity and prevented the growth of
A. carbonarius S402 cultured on SGM medium. Nevertheless, the objective of our study was to find one
or several E.O that has no significant effect on A. carbonarius growth, but rather on OTA production.
For this aim, we found that the E.O of fennel at 5 pL/mL was the most effective E.O in terms of
downregulating the OTA biosynthesis and regulatory genes of A. carbonarius, in correlation with a
drastic reduction in the OTA production. In addition, this E.O did not alter the morphology of the
fungus’ conidial heads or the sporulation after four days of culture on SGM medium. Similarly, the E.O
of the chamomile, cardamom, celery, rosemary and the anise did not show any antifungal activities and
thus did not have a significant effect on the growth of the fungus, but only reduced the OTA production

by reducing the genes expressions responsible for this production.

5. Materials and Methods
5.1. Essential Oils

Ten E.Os were chosen in order to evaluate their influence on the growth of A. carbonarius and on
OTA production: rosemary (Rosmarinu sofficinalis), anise (Pimpinella anisum), chamomile (Chamaemelum
nobile), fennel (Foeniculum wvulgare), thyme (Thymus vulgaris), oregano (Origanum vulgare), taramira
(Eruca sativ), cinnamon (Cinnamomum verum), cardamom (Elettaria cardamomum) and celery (Apium
graveolens). These E.Os were purchased from the local Lebanese market (Tyr, Lebanon), and were used

with no additional treatment.
5.2. Strain and Culture Conditions

A. carbonarius strain S402 was provided by the LGC-UMR 5503 (Chemical Engineering
Laboratories) located in the Superior National School of Agronomy, in Toulouse France. This strain was
sub-cultured in Czapec-Yeast-Agar medium (CYA) as described by El Khoury, Rizk, Lteif, Azouri,
Delia and Lebrihi [2] for 4 days at 28° C. A spore suspension was prepared by adding 8 mL of a sterile
Tween 80 (0.005%) solution and scrapping the surface of the cultures with a sterile Pasteur Pipette
(Chase Scientific Glass, Inc., Rokwood, TN, USA). The spore count was evaluated by using Neubauer
haemocytometer (Superior, Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Germany), the concentration was
adjusted to 10¢ spore/mL and spore suspension was then kept at 4° C for further use. The culture was
then conducted on a Synthetic Grape Medium (SGM), prepared following the instructions described
by Bejaoui et al. [41].

Each E.O (at 1 uL/mL and 5 uL/mL) was mixed to 20 mL of the SGM medium before pouring the
mix into Petri dishes. In order to compare and evaluate the effect of the E.Os on A. carbonarius growth
and on OTA production, a control culture was prepared without adding any E.O to the SGM medium.
A sterilized transparent cellophane film was placed on the surface of the medium, and then 10¢ spores
of A. carbonarius were inoculated at the center of the film. The growth of A. carbonarius was estimated
by the radial growth (cm) and the dry weight (g), both after 4 days of culture. A. carbonarius dry weight
was evaluated by weighing the mycelium after its desiccation (placing the transparent film carrying
the culture at 100° C for 24 h). As for the radial growth, diameters measurements of A. carbonarius
cultures were taken after 4 days of incubation at 28° C.

All assays were carried out in triplicates for each condition.
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5.3. Scanning Electron Microscopy (SEM) for Morphologic Study and Spores Count

The fennel E.O at 1 uL/mL and 5 uL/mL was chosen among the ten E.Os to observe its effect on
the spores and conidia morphology of A. carbonarius in comparison with the control on SGM medium.
This E.O was chosen in order to investigate its effect on the fungal sporulation since it had the greatest
effect on the OTA production without altering significantly the growth of A. carbonarius. After 4 days
of culture at 28° C, the fungus was desiccated at 75 °C for 24 h, prepared for the SEM by coating the
samples with 40 nm of gold under vacuum and then viewed with the MEB-FEG (Field Emission Gun);
model JSM 7100F (JOEL, Freising, Germany). The spore concentration was assessed using a Neubauer
haemocytometer (Superior, Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Germany), after taking 4 agar plugs from
each condition and mixed with 5 mL of distilled water. The tubes were then shaken vigorously using
vortex mixer for 3 min. Samples were made in triplicates and the mean number of spores was

considered.

5.4. OTA Extraction and HPLC Analysis

After the incubation period, 3 agar plugs (0.5 cm diameter) were extracted from each SGM
medium, placed in 3 mL microtubes and weighed. One milliliter of HPLC grade methanol was added,
and the mix was incubated and shaken for 60 min at room temperature. After centrifugation at 13,000
r.p.m (round per minute), the aqueous phase was separated from the debris and diluted with 20 mL
phosphate buffer. OTA was then purified using Ochraprep immunoaffinity columns (R-Biopharm,
Glasgow, Scotland) by injecting the mix into the columns using a syringe. OTA was eluted by adding
1.5 mL of methanol/acetic acid (98:2, v/v) followed by 1.5 mL of distilled water. After filtering with 0.4

um filters (Sartorius stedim, Biotech), the OTA extract was stored at 4 °C before quantification.

OTA quantification was done with a Water Alliance HPLC system using an Utisphere ODB
column, C18 (150 4.6 mm, 5 pm, 120 A) (Interchim, Montlugon, France) at 30 °C. A 30 min isocratic flow
was delivered at 49% of eluent A: acidified water (0.2% of acetic acid) and 51% of eluent B: acetonitrile.
A flow rate of 1 mL/min was used and 10 uL of extract were injected into the apparatus. OTA was
detected by a fluorescent detector at 333/440 nm excitation/emission wavelengths. Peak identity was
confirmed by analyzing absorption spectrum with a diode array detector coupled to the system. OTA

concentrations were calculated based on a standard calibration curve.

5.5. RNA Extraction, cDNA Synthesis and qRT-PCR

For genes expressions analysis, culture conditions were the same as those described in Section 5.2.
After 4 days at 28° C, the cellophane film was separated from the surface of the SGM medium and the
mycelium was then carefully cut out from the cellophane, ground in liquid nitrogen and stored at -80°
C. Total RNA was extracted from the frozen mycelium using the RNeasy kit (Qiagen, Diisseldorf,
Germany) following the manufacturer protocol and then treated with DNase I Amplification Grade
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The quality and quantity of the total RNA was assessed using the
Experion RNA analysis kit (version 3.20, 2015, BioRad, Marnes-la-Coquette, France). The single strand
cDNA was synthesized from 1 ug of total RNA using the Advantage RT-for-PCR kit (Clontech,

Mountain View, CA, USA) following the manufacturer protocol.
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Gene specific primers used are listed in Table 3. The reactions were held using CFX96 Touch Real
time PCR detection system Bio-Rad (version 3.0, 2012) using Sso Advanced Universal Sybr Green
Supermix (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) to evaluate the cDNA amplification, by starting with
100 ng/ L of freshly synthesized cDNA following the manufacturer protocol for the mix preparation
and the amplification cycles, with a Tm of 58 °C. The choice of suitable reference genes was conducted
by choosing six candidate genes (B-tubulin, cox5, actin, 18S, calmodulin and gpdA) used in previous
studies, and their stability was tested in the conditions used in our study using the qRT-PCR (version
3.0, 2012, Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) method and the geNorm software (version 3.0, 2014,
Biogazelle, Ghent, Belgium). Their expression stability was assessed with gbase* biogazelle software
(version 3.0, 2014, Biogazelle, Ghent, Belgium) by calculating their geNorm M value (M) and their
coefficient of variation on the normalized relative quantities (CV). These values can then be compared
against empirically determined thresholds for acceptable stability [42]. The most stable gene is the one
with the lowest M value and with a CV value that does not exceed 0.15 (M value of <0.5 and CV value
of <0.15).

Table 3. List of primers used in this study.

Primer Name Primer Sequence (5'—3’) References Efficiency
acpks-F GAGTCTGACCATCGACACGG [10] 110.0%
acpks-R GGCGACTGTGACACATCCAT

acOTApks-F CGTGTCCGATACTGTCTGTGA [11] 102%
acOTApks-R GCATGGAGTCCTCAAGAACC

acOTAnrps-F ATCCCCGGAATATTGGCACC [12] 82.6%
acOTAnrps-R ~ CCTTCGATCAAGAGCTCCCC

laeA-F CACCTATACAACCTCCGAACC 104.7%
laeA-R GGTTCGGCCAACCGACGACGC L15] o
veA-F TCCCGGTTCTCACAGGCGTA [13] 101.3%
veA-R GCTGTCCTTGGTCTCCTCGTA

B-tubulin-F CGCATGAACGTCTACTTCAACG [43] 959%
B-tubulin-R AGTTGTTACCAGCACCGGA

calmodulin-F CCAGATCACCACCAAGGAGC (44] 105%
calmodulin-R GTTATCGCGGTCGAAGACCT

18S-F GCAAATTACCCAATCCCGAC [44] 98%
185-R GAATTGCCGCGGCTGCTG

cox5-F CCCTGTTCTACGTCATTCACTTGIT [45] 879%
cox5-R TCTTCTCGGCCTTGGCATACTC

actinl-F TTGACAATGGTTCGGGTATGTG o
actinl-R TTGACAATGGTTCGGGTATGTG [43] 82%
gpdA-F ACGGCAAGCTCACTGGTATGT (45] 110%
gpdA-R CAGCCTTGATGGTCTTCTTGATG

The PCR efficiencies for each primer pair were determined by a serial cDNA dilution experiments,
and were calculated from the slopes of the curves given by the CFX96 Touch Real time PCR detection

system software (Bio-Rad).
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5.6. Statistical Analysis

Data regarding the dry weight, radial growth, OTA concentrations and genes expressions were
analyzed through one-way analysis of variance (ANOVA) and paired t-test using GraphPad (version
6.07 for windows, 2015, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) prism 6 software.

Supplementary Materials: The following is available online at www.mdpi.com/2072-
6651/8/8/242/s1.,Figure S1 Genorm M value of the six candidate reference genes: -tubulin, calmodulin,
cytochrome c¢ oxydase subunit V (cox5), 18S, actin (actinl) and glyceraldehydes 3-phosphate
dehydrogenase (gdpA). The most stable gene is the one with the lowest M value.
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Abbreviations
The following abbreviations are used in this manuscript:

A. carbonarius Aspergillus carbonarius
qRT-PCR Quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction
OTA Ochratoxin A

IARC International Agency for Research on Cancer
E.O Essential oil

SGM Synthetic Grape Medium

HPLC High Performance Liquid Chromatography
mM Milliomolar

N.D Not detectable

r.p.m Round per minute

Supplementary material

1. Choice of a suitable reference gene for the gene expression study

In order to appropriately choose a reference gene for this study, p-tubulin, calmodulin, cytochrome c
oxydase subunit V (cox5), 18S, actin (actinl) and glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase (gdpA) genes
were tested using the GeNorm software (version 6.07 for windows, 2015, La Jolla, California, CA, USA).
Results showed that g-tubulin (geNorm M=0.2) and the actin (geNorm M=0.24) genes displayed a higher
stability regardless the cultures conditions, and can be successfully used in our study as reference genes
(Figure S1). For this reason, p-tubulin was selected as the reference gene.
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Average expression stability of remaining reference targets

geMorm M

&# = & & & &
cox5 gdpA calmodulin 188 actl S-tubulin

FigureS1. Genorm M value of the six candidate reference genes: p-tubulin, calmodulin, cytochrome ¢
oxydase subunit V (cox5), 18S, actin (actinl) and glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase (gdpA).
The most stable gene is the one with the lowest M value.
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Chapitre 2

II1. Conclusion

Parmi les dix huiles essentielles testées, quatre ont pu inhiber la croissance d’A.
carbonarius S402 dont 'huile essentielles du thym, de l'origan, du taramira et de la
cannelle. Ces dernieres, vu leur pouvoir antifongique, ont été exclues de 1'étude sur

I'expression des genes de biosynthese de 'OTA chez A. carbonarius.

Ces travaux ont permis d’associer la réduction de la production de I'OTA (non
linéaire avec la réduction de la croissance fongique) a la répression des genes de
biosynthese, surtout I'acOTApks (99%) en présence de I'huile essentielle du fenouille a

5 uL/mL.

Toutes les huiles ont pu affecter I'expression des deux genes de régulation veA et
laeA. Les niveaux de réduction les plus élevés ont été atteint quand les huiles ont été
employées a 5 pL/mL : le fenouil (30 et 40%), la cardamome (71 et 70%), la camomille
(94 et 96%), le romarin (95 et 91%), 'anis (87 et 80%) et le céleri (88 et 80%)

respectivement pour veA et laeA.

Nous avons également démontré que l'huile essentielle du fenouil n’a pas
engendré des changements séveres dans la morphologie microscopique d'A.
carbonarius. En effet son emploi n'a eu aucun effet sur la sporulation pourtant elle a
provoqué une faible diminution dans la taille des tétes conidiales (21.4% de réduction

comparées au control).
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Chapitre 3 ‘

Détoxification de ’'OTA par des
actinobacteries isolées du sol :
adhésion, biodégradation et
répression des genes de biosynthese
de 'OTA chez Aspergillus
carbonarius
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I. Introduction

Malgré l'efficacité des méthodes préventives, la détoxification de I'OTA des
denrées alimentaires reste une nécessité afin de délivrer des produits qui respectent
les normes imposées et qu’ils soient consommables par les étres humains. Pour cela,
nous nous sommes intéressés de poursuivre la lutte contre 'OTA non seulement pour

prévenir sa production, mais aussi pour réduire sa présence des matrices alimentaires.

Suite a une étude bibliographique approfondie sur cette thématique, nous avons
choisi d’examiner 1'effet des souches d’actinomycetes, vu leur capacité a endurer les

conditions climatiques chaudes et leur présence ubiquitaire dans le sol.

En effet, les actinobactéries sont rarement évaluées pour leur capacité de réduire
les mycotoxines, pourtant les études sur les bactéries lactiques sont nombreuses sur
cet égard. L’'inconvénient de l'application de ces dernieres revient a leur pouvoir de

fermentation lactique, qui, dans certains cas, n’est pas désirée.

Afin d’établir un profil propre a chaque souche, nous avons procéder a tester leur
capacité a (1) adhérer 'OTA a leur surface, (2) dégrader 'OTA et (3) prévenir la
production de cette toxine en réprimant les genes responsables de sa biosynthese chez

A. carbonarius.

L’étude de I’adhésion a été réalisée dans une solution non nutritive PBS (Phosphate

Buffer Solution) afin de prévenir la biodégradation de I'OTA et avoir des faux positifs.

Cependant, la biodégradation de cette toxine a été évaluée dans un milieu nutritif

nommé ISP2 liquide (International Streptomyces Project-2) pendant 5 jours a 28 °C.

Afin d’éliminer I'effet de I'adhésion de I'OTA par ces bactéries, nous avons testé la

capacité des surnageants bactériens a métaboliser ' OTA.

Finalement, nous nous sommes intéressés d’évaluer l'influence des souches

d’actinomycetes sur I'expression des genes de biosynthese de ' OTA. Cette étude a été
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réalisée suite a une coculture entre A. carbonarius 5402 et les souches bactériennes sur
un milieu solide nommé PDA (Potato Dextrose Agar), avec une température de 28 °C

pendant 5 jours de culture.

Ce travail a permis d’établir un profil de détoxification propre a chaque souche,
puisque chacune d’entre elle a réagit d'une maniere différente des autres. Certaines
(AT8, AT10 et SN7) ont pu dégrader 'OTA sans avoir aucun effet sur 1'expression des
genes. D’autres (ML5, G10 et PT1) ont affecté d’une maniere significative cette
expression tout en gardant leur capacité de dégradation. Toutes les souches ont
montré un pouvoir d’adhésion de I'OTA sur leur surface, surtout apres 60 minutes

d’incubation.

II. Article soumis dans la revue Toxins

foxins fvm\Py

Article

Ability of Soil Isolated Actinobacteria Strains to
Prevent, Bind and Biodegrade Ochratoxin A

Abstract: Ochratoxin A (OTA) is one of the most important mycotoxin that contaminates several
agricultural products, more particularly cereals, grapes, maize, barley, spices and coffee. The aim of
this project was to reduce the levels of OTA by supplementing the artificially contaminated solutions
with seven strains of actinobacteria (AT10, AT8, SN7, MS1, ML5, G10 and PT1) in order to evaluate
their capacity on binding and metabolizing the OTA as well as their ability to reduce the expression of
the genes responsible for its production in A. carbonarius. In the first part of this study, we evaluated
the capacity of Streptomyces strains on binding OTA on their surfaces after 0, 30 and 60 minutes of
incubation with PBS solution supplemented with OTA. In the second part, we tested the ability of these
strains as well as their supernatants to detoxify the ISP2 medium. Finally, we studied the effect of the
Streptomyces cocultured with Aspergillus carbonarius on the expression of the OTA biosynthesis genes.
Results showed that among the strains co-cultured with A. carbonarius, the strain G10 was able to reduce
the expression of acpks, acOTApks, acOTAnrps and vea genes, thus reducing OTA from solid PDA
medium to 13.50% of reduction. This strain was remarkably able to detoxify and bind OTA up to
47.07%. Strain AT8 was stronger in detoxifying OTA (52.61%) but had no significant effect on the
studied genes expression.

Keywords: Ochratoxin A; actinobacteria; biocontrol; binding; detoxification; genes expression

1. Introduction
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Ochratoxin A (OTA) is a secondary metabolite produced by molds of the genera Aspergillus and
Penicillium on several food commodities in pre and post-harvest conditions [1-3]. The dangerous effects
of OTA on human health (carcinogen group 2B) [4] as well as its impact on economic losses [5], made
the prevention of this toxin production and/or detoxification from food an important task for the
scientific community. Several biocontrol approaches were elaborated to prevent the fungal growth or
the production of OTA with plant extracts, more particularly essential oils and phenolic compounds
[6-8]. Others were focused on treating the contaminated food with living organisms such as lactic acid
bacteria (LAB) and yeasts, to reduce the OTA concentration. This biological decontamination is either
performed by OTA biodegradation using microorganisms and their enzymes [9-11], or by binding the
toxin on the cell wall surface of these microorganisms [12-14]. Both approaches helped reduce OTA
without significant losses in nutritive values since no harmful chemicals were used in this treatment of
contaminated food [15-18]. For instance, Lactobacillus bulgaricus was able to biodegrade 94% of the OTA
added to the cultures after 24h of incubation [19]. Similarly, Saccharomyces cerevisiae eliminated 41% of
OTA via enzymatic degradation after 24h at 30 °C. On the other hand, Turbic, et al. [20] claimed that
OTA reduction by Lb. rhamnosus strains (76% of reduction) was caused by the adsorption of this toxin
onto the LAB cell walls, since the acid treated bacteria were more effective to remove OTA than the
viable ones after 2h at 37 °C.

Actinobacteria are Gram-positif bacteria that can be found in soil, and contain Streptomyces one of
the largest of bacterial genera. Streptomyces and other actinobacteria are major contributors to biological
buffering of soils, and are a source of many antibiotics [21,22]. The antifungal and antimycotoxigenic
effects of actinobacteria were tested by Verheecke, et al. [23], when they evaluated the effect of 16 strains
of Streptomyces on aflatoxin B (AFB) detoxification, and found that reduction levels ranged between
15.6 and 82.2% for the tested strains. When they further investigated the reason behind these reductions,
they found that AFB inhibitions were not related to adsorption, but rather to the repression of AFB
biosynthesis genes in A. flavus. Nevertheless, the ability of Streptomyces on reducing OTA has not been
yet established. Hence, the aim of this study was to evaluate the effect of seven Streptomyces strains
named AT10, AT8, SN7, MS1, ML5, G10 and PT1 on OTA levels, and investigate the mode of action of
each strain whether they degrade OTA, bind it to their cell walls, as well as their effect on the expression
of the genes responsible for OTA biosynthesis (acpks, acOTApks, acOTAnrps) and the regulatory genes
(veA and laeA) in A. carbonarius S402.

2. Results

2.1. Kinetics of OTA binding to actinobacerial cell wall

The PBS contaminated with 45.12 ng/mL of OTA and inoculated with the tested bacterial strains
was examined after 0, 30 and 60 minutes for the remaining OTA concentration. Reductions were all
significant compared to the control. Nevertheless, the levels were not the same for all the strains (Table
1). For example, AT10, AT8, SN7, G10 and PT1 were the most effective strains, as they reduced 25.62,
16.07, 33.93, 16.23 and 24.85% respectively, after 60 min of incubation. Levels of inhibition were higher
at 60 min than at 30 min for all the strains. Since this study was handled in a non nutritive solution
(PBS), the observed reductions could not be attributed to an enzymatic activity of the actinobacteria.
Moreover, the sums of the reduced OTA with the washed OTA extracted from the pellets were equal
to the initial concentration (45.12+1.2). This observation confirms that the reduced OTA is only due to
the ability of the strains to bind OTA onto their cell walls.

Table 1: Kinetics of OTA binding to actinobacterial strains in PBS solution for 0, 30 and 60 mins.
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Strains  Time (mins) OTA concentration in PBS(ng/ml)(% of OTA concentration
reduction) after bacterial pellet
washing (ng/ml)
Control 0 45.12+]1.2a
0 39.59+1.1% (12.37) 5.53+0.12
AT10 30 38.19+0.94(15.46) 6.82+0.09
60 33.60+0.91% (25.62) 11.42+0.08
0 41.64+1.12'(7.82) 3.13+0.10
ATS 30 39.75+1.47(12.02) 5.19+0.02
60 37.92+1.24(16.07) 7.06+0.10
0 43.40+1.8'5(3.94) 1.68+0.20
SN7 30 39.96+1.1% (11.55) 4.425+0.01
60 29.85+0.47(33.93) 15.13+0.31
0 43.73+0.4'¢ (3.20) 0.64+0.01
MS1 30 43.26+0.7'¢ (4.25) 0.74+0.01
60 41.88+1.11(4.33) 1.54+0.01
0 43.00+0.9'8 (4.82) 1.79+0.04
ML5 30 42.45+0.841(6.03) 1.73+0.01
60 40.85+0.17¢(9.46) 2.65+0.40
0 40.68+1.02%(9.95) 3.50+0.31
G10 30 39.45+1.17¢(12.68) 4.67+0.10
60 37.8240.974(16.28) 6.73+0.10
0 41.01+0.11(9.23) 3.06£0.12
PT1 30 39.88+0.41%(11.73) 4.39+0.20
60 33.95+0.17 (24.85) 10.62+1.02

The Mean of the OTA concentrations + the standard deviation (% of OTA reduction) of the triplicates are
represented in this table. Statistical differences are indicated as: * = significant difference (p < 0.01). Data with
the same letters are not significantly different.

2.2. Detoxification of OTA by Actinobacterial Strains and Their Supernatant

After the culture of each actinobacterial strain in ISP2 liquid medium at 28 °C for 5 days, their
supernatant was added to ISP2 medium containing 95.45+1.7 ng/mL of OTA (initial concentration).
After the incubation period (5 days at 28 °C), results (Table 2) showed that all the supernatants have to
ability to degrade the OTA initially added to the cultures. More particularly, the highest degradation
levels were obtained with AT8 supernatant (22.42%) after 5 days of culture. On the other hand, PT1
supernatant was only able to decrease 14.08% of the initial OTA concentration, whereas the
supernatants of SN7, MS1 and G10 strains reduced it by the same manner (16.08, 16.83 and 16.46%
respectively for each strain). Nevertheless, the culture of the actinobacteria strains with 95.45+1.7 ng/mL
of OTA in ISP2 liquid medium (5 days at 28 °C) resulted in higher reductions. The lowest OTA
concentrations were found when AT10 and SN7 were added to the medium, with 51.94 and 52.68% of
reduction, higher than 2.4 and 3.2 times from their corresponding supernatants. The lowest
detoxification activity was obtained with MS1 strain, reducing OTA by 22.83% only. Statistically, AT8
and PT1 had similar reduction activity (42.13 and 44.97%).
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Table 2: OTA detoxification activities of actinobacteria strains and their corresponding supernatants.

Detoxification activity of the Detoxification activity of the
actinobacterial strains supernatants
Strains OTA concentration with strains OTA concentration with supernatant
(ng/mL) (% of reduction) (ng/mL) (% of reduction)
Control 95.45+1.72 95.45+1.72
AT10 45.84+1.05" (51.94) 75.51+1.4% (20.89)
AT8 55.23+0.7" (42.13) 74.052.8" (22.42)
SN7 45.16+1.13" (52.68) 80.10+2.4" (16.08)
MS1 73.65+0.6"d (22.83) 79.38+1.7° (16.83)
ML5 63.70+1.13% (33.24) 75.69+0.43" (20.70)
G10 59.52+2.6' (37.65) 79.73+0.7° (16.46)
PT1 52.52+1.25% (44.97) 82.01+1.03"4(14.08)

The Mean of the OTA concentrations+ the standard deviation (% of OTA reduction) of the triplicates are
represented in this table. Statistical differences are indicated as: * = significant difference (p < 0.01). Data with
the same letters are not significantly different.

2.3. Effect of actinobacteria on A. carbonarius dry weight, OTA production and genes expression

After the coculture period of A. carbonarius S402 and the studied strains of Streptomyces the effect
of each strain on the dry weight of A. carbonarius, its radial growth and OTA production are represented

in Table 3.

Table 3: The fungal dry weight (g), radial growth (cm) and OTA production (ng/mL) of A. carbonarius S 402
in coculture with AT10, AT8, SN7, MS1, ML5, G10 and PT1 on PDA medium at 28 °C for 5 days.

Strain Fungal Dry Weight Radial Growth (cm) OTA production.(ng/mL)
(g) (% of reduction)

Control 3.06+0.0152 4.5+0.352 14.45+0.332
AT10 3.17+0.02+d 4.9+0.1+ 13.730.562 (4.90%)
ATS 3.08+0.012 3.8+0.05® 13.68+0.162 (5.32%)
SN7 3.01+0.012 3.7+0.1® 13.90+0.09= (3.78%)
MS1 2.84+0.015% 4.3+0.052 10.9940.28" (23.94%)
ML5 2.75+0.01" 4.0+0.02* 12.47+0.22°0 (13.70%)
GI10 3.03+0.012 4.25+0.042 12.51+0.09° (13.50%)
PT1 2.08+0.01" 2.15+0.1" 12.7620.20 (11.69%)

The Means of the fungal dry weight (g), the radial growth (cm) and the OTA concentrations (ng/mL) + the
standard deviation of the triplicates are represented in this table. Statistical differences are indicated as: * =
significant difference (p < 0.01). Data with the same letters are not significantly different.

Results showed that each strain of Streptomyces affected A. carbonarius S402, whether on its dry
weight, radial growth and/or OTA production. For instance, PT1 reduced the radial growth A.
carbonarius (52.2%), and resulted in the reduction of dry weight (32.02%) and OTA production (11.69%
of reduction). On the other hand, MS1 reduced OTA by 23.91% (the highest reduction in this study)
and reduced the dry weight by only 7.1% without significantly affecting the radial growth. The strains
ML5 and G10 reduced OTA in the same manner (13.70 and 13.50% respectively) while AT10, AT8 and
SN7 had no significant effect the OTA production. In order to better understand these differences in
OTA reduction, we further investigated the expression of the genes involved in OTA biosynthesis
(acpks, acOTApks, acOTAnrps, veA and laeA) in A. carbonarius S402 (Table 4).
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Table 4: Normalized expressions of the genes involved in OTA production in A. carbonarius S402 after five
days of coculture at 28 °C with AT10, AT8, SN7, MS1, ML5, G10 and PT1 on PDA.

Strains AT10 AT8 SN7 MS1 MIL5 GI10 PT1
Gene Normalized relative expression
acpks 1.00 1.02 099 0629 061" 091"  0.99
acOTApks 0998 1.02 101 0.761" 077 0.8177 1.01
acOTAnrps  1.01 0993 0.992 0.79° 0.881" 0.881" 0.992
laeA 1.01  1.01 1.03 109 101 1.01 1.03

veA 0998 098 09 0.886 1.00 093 0.9

Statistical analysis was made using the STATGRAPHICS Centurion XV1I (version 16.1.11 for windows, 2010,
StatPoint Technologies Inc. Warrenton, VA, USA). Data with (*) = significant difference (p < 0.01).

The OTA biosynthesis genes (acpks, acOTApks, acOTAnrps) as well as the regulatory genes (lzeA
and veA) in A. carbonarius were affected by the presence of the different tested strains. The strains MS1,
G10 and MLS5 had the greater impact on the repression of the three biosynthesis genes acpks (37.1, 9.0
and 39.0% respectively for each strain), acOTApks (23.9, 18.3 and 23.0% respectively) and acOTAnrps
(21% for MS1 and 11.9% for both G10 and ML5). These gene repressions were in correlation with OTA
reductions described in Table 4. Other strains such as AT10, AT8, SN7 and PT1 had no significant effect
on the expression those genes. As for the regulatory genes, the expression of lzeA was not regulated by
any of the strains. On the other hand, it was slightly down-regulated by SN7 and PT1 (3% equally for
both strains), and MS1 (increased by 9%), while the 4 other strains (AT10, AT8, G10 and ML5) had no
significant effect on laeA. The expression of the second regulatory gene veA was down-regulated by
ATS, SN7, MS1, PT1 and G10 by 2.0, 10.0, 11.4, 10.0 and 7% respectively for each strain. Both AT10 and
MLS5 did not affect the expression of this gene. These results showed that the down-regulation in the
expression of the biosynthesis genes, caused by MS1, ML5 and G10 strains, induced a reduction in the
OTA production. As for the strains that did not significantly affect the expression of the studied genes,
their presence in the culture medium did not alter the production of OTA by A. carbonarius.

3. Discussion

The preventive OTA techniques should in some cases be performed with detoxification
approaches, in order to fully reduce the levels of this toxin from food and feed. This study was intended
to this purpose, by testing different strains of actinobacteria on their ability to bind, degrade and
prevent OTA production, in in vitro conditions. Lactic bacteria and yeasts are known for their ability to
bind diverse molecules such as killer toxins and metal ions to their cell wall surfaces [12-14]. In the first
part of this study, we investigated the capacity of seven actinobacteria strains to bind OTA to their
surfaces. Results showed that each of the seven strains was capable of binding OTA but with different
levels. Indeed the strain SN7 recorded the highest binding capacity (33.93%) after 60 min of contact.
AT10 and PT1 were equally effective in reducing OTA by 25.62 and 24.85%, respectively. Similarly,
AT8 and G10 decreased OTA concentration from 45.12 ng/ml to 37.92 and 37.82 ng/ml respectively. The
others, MS1 and ML5, had only a slight impact on binding OTA to their walls. This type of
detoxification was observed with heat and acid treated Lacobacillus rhamnosus strains and oenological
Saccharomyces strains that were more effective at removing OTA than viable cells in PBS [11,20].
Piotrowska and Zakowska [24] found that 1 mg of OTA was decreased by 70 and 87% with respectively
L. acidophulis and L. rhamnosus after 5 days at 37 °C. The binding mechanism of OTA and other
mycotoxins by bacterial strains was explained by several authors. Pereyra, et al. [25] tested two yeast
wall cells (YCW1 and YCW2) on their ability to bind OTA, both containing mannans and (3-glucans but
with different percentages (21 and 5.9% of mannans and 23 and 17.4% of B-glucans for YCW1 and
YCW?2 respectively). These authors noticed that these differences in polysaccharide did not affect the
ability of those components to bind OTA. Similar results were obtained by Yiannikouris, et al. [26] who
studied the ability of four cell walls, having different compositions on binding OTA, and reported that
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there were no changes in the amount of OTA adsorbed. The mechanism of OTA elimination by binding
with microorganisms is a rapid process. Indeed, it was found that a period of half an hour of contact
between LAB cells and OTA was enough to remove more than 80% of the total OTA removed
throughout the experiment that lasted 24h and no major changes were observed until the end of the
experiment [27]. These observations were similar to those obtained by El-Nezami, et al. [28] who found
that even at 0 min, 80% of the AFB1 was removed by two strains of L. rhamnosus. The binding
mechanism of OTA with actinobacteria strains has not been yet elucidated. Nevertheless, it was
thoroughly explained for Gram-positive bacteria, a group of which actinobacteria are a part of. In fact,
Piotrowska [27] found that cells which had their cell wall partially removed, bound the OTA less than
the non modified cells, which proves the implication of the cell walls in this type of detoxification.
Moreover, Escherichia coli, Gram-negative bacteria, was found not able to bind toxins, that was
attributed to its moderately hydrophilic surface (rich in lipopolysaccharides). While LAB bacteria have
a similar wall composition, they have hydrophobic pockets on their wall surfaces that confers the
bacteria the ability to bind OTA [29].

In this study we found that the supernatant of each of the tested strains had a slight but significant
effect on OTA reduction in ISP2 liquid medium after 5 days of incubation. Reduction levels were even
higher when the strains were cultured in ISP2 liquid medium contaminated with 95.45 ng/mL of OTA.
Indeed, AT8 supernatant was capable of degrading 22.42% of the OTA, while the strain itself reduced
42.13% of the added OTA. Some authors assumed that biodegradation of OTA is also involved in the
food detoxification process. Viable L. acidophilus cells were able to reduce OTA (95% after 4h) more
efficiently than non viable cells [30]. Similarly, S. cerevisiae was able to degrade 38% of this toxin after
24h, without any descriptions on the type of the resulting metabolites [10]. Schatzmayr, et al. [31]
explained this process when he noticed that Trichosporum, Rhodotorula and Cryptococcus strains
biodegraded OTA through the hydrolysis of the amide bond, resulting in OTa and L-g-phenylalanine
accumulation. This type of degradation mechanism can be adopted in detoxification techniques, since
both of the resulting metabolites are virtually non-toxic. Other studies suggested that biodegradation
can be achieved via the cleavage of the lactone ring, resulting in the formation of an opened lactone
form of OTA that exhibited similar toxicity of OTA in rats [9].

In the third part of this study, results showed that MS1, G10 and MLS5 strains had a significant
impact on the expression of acpks, acOTApks and acOTAnrps in A. carbonarius 5402, that eventually
resulted in the reduction of OTA production by 23.91, 13.50 and 11.69 respectively for each strain,
whereas the coculture of A. carbonarius S402 with the other 4 strains (AT10, AT8, PT1 and SN7) did not
affect the expression of these genes. This type of mode of action was studied by Verheecke, et al. [32]
on A. flavus and A. parasiticus and found that some actinobacteria strains (527 and S17) did not
significantly affect the expression of AFB biosynthetic genes, while others (506, S13 and S35) had a great
impact on several genes (S06 down-regulated aflS expression by 100%).

This study showed that the application of different actinobacteria strains might reduce the OTA
contamination, since each strain acted differently when it was put in contact with this toxin. OTA
detoxification (binding and biodegradation) with actinobacteria strains might be more effective than
preventing the production of this toxin. Further studies are required on this topic, in order to evaluate
the effect of the studied bacteria on the integrity of the decontaminated food.

4. Materials and methods

4.1. Actinobacteria and A. carbonarius strains

Several actinobacteria strains, previously isolated from Algerian soils were chosen for our study.
In order to revive these strains (AT10, AT8, SN7, MS1, ML5, G10 and PT1), they were first sub-cultured
for 4 days at 28°C, on an ISP2 (International Streptomyces Project 2) agar medium (4.0g yeast extract,
10.0g malt extract, 4.0g dextrose, 20.0g agar, 1L tap water, pH adjusted to 7.2). In parallel, A. carbonarius
spores solution was prepared in the same manner described in our previous work [8]. The spores count
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was evaluated with a Neubauer haemocytometer (Superior, Marienfield, Lauda-Konigshofen,
Germany); the concentration was adjusted to 10¢ spores/ml and kept at 4 °C before use.

4.2. Preparation of Ochratoxin A contaminated PBS

The OTA standard (Supelco, 595 North Harrison Road, Bellefonte, PA) was suspended in
acetonitrile (Sigma-Aldrich, 3050 Spruce Street, St. Louis, USA) in order to prepare a stock solution of
3.0 ug/mL. Afterwards, a working solution of 95.45 ng/mL was prepared by diluting the stock solution
with PBS. In order to evaporate the non aqueous phase, an evaporation step at 45 °C with nitrogen is
essential at this point in order to dissolve the OTA droplets in PBS. This solution was later used for
binding and detoxification essays.

4.2. Binding Essay

4.2.1. Preparation of actinobacteria suspension

Each strain of actinobacteria was cultured in 20 mL of liquid ISP2 medium for 5 days at 28 °Cin a
shaker/incubator (Model SI-45, serial number AS-SI45-1038E). The bacterial solution was prepared by
filtering the cultures through Sartorius 150 mm filters (grade 290, particles retention size 80g/m?,
Sartorius filter discs, AG-37070 Goettingen, Germany) (the filtrated ISP2 medium was kept for further
use). The filters were then placed in sterile pots containing each 10 mL of sterile water. The pots were
vigorously shaken to separate the actinobacteria from the filters. The bacterial solution was directly
used for the binding tests.

4.2.2. OTA Binding Kinetics

In 2 mL tubes, 1 mL of the OTA contaminated PBS was added to 1 mL of bacterial suspension
(OTA final concentration of 45.12 ng/mL). At 0, 30 and 60 minutes, tubes were centrifuged and 1 mL of
the supernatant was purified with Ochraprep Immunoaffinity columns and quantified with HPLC. As
for the pellets, they were washed with methanol acidified with acetic acid (98:2 v/v), purified with
Ochraprep Immunoaffinity columns (R-Biopharm, Glasgow, Scotland) and quantified with HPLC.

4.3. Detoxification activity of the actinobacteria

The spores of the actinobacteria strains were scrapped from the pre-culture surfaces and added each
to 20 mL of liquid ISP2 medium, artificially contaminated with OTA solution. The total concentration
of OTA was adjusted in order to have 95.45 ng/mL of OTA for each condition. The cultures were held
in a shaker/incubator (Model SI-45, serial number AS-5145-1038E) at 28 °C for 5 days with a constant
shaking speed of 250 rpm. After the incubation period, the culture tubes were shaken and then
centrifuged at 13000 r.p.m. A volume of 1 mL of the supernatant was removed and purified with
Ochraprep Immunoaffinity columns (R-Biopharm, Glasgow, Scotland) following the manufacturer
protocol, and analyzed by HPLC.

In order to evaluate the strains capacity on OTA detoxification, we proceeded to follow the
previously described protocol. However, the OTA contaminated ISP2 medium was inoculated with the
supernatants of the studied actinobacteria instead of the bacterial solutions.

4.4. Coculture of A. carbonarius and actinobacteria study

Each of the studied actinobacteria strains was co-cultured with A. carbonarius in Potato Dextrose
Agar medium (PDA) (Biolife, Italiana S.R.L, viale Monza, Milano, Italy) by placing two parallel lines,
each at 2 cm away from the center of the Petri dishes (Figure 1). The center of the medium was
inoculated with 106 spores of A. carbonarius S402. The cultures were then held at 28°C for 5 days.
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OTA zone extraction

Actinobacteria

A. carbonarius S402

Figure 1. Schematic representation of actinobacteria and A. carbonarius S402 cocultures on Potato Dextrose
Agar (PDA) for 5 days at 28 °C.

4.4.1. Effect on Growth of A. carbonarius

In order to evaluate the dry fungal weight, a sterilized transparent cellophane film was placed on
the surface of PDA medium, prior its inoculation with A. carbonarius and the actinobacteria strains.
After the coculture period, the antifungal activities of each actinobacteria strain was evaluated by
measuring the radial growth (cm) and the dry weight (g) of A. carbonarius 5402, both after 5 days of
culture. A. carbonarius S402 dry weight was evaluated by cutting the cellophane film around the fungus
and weighing the mycelium after its desiccation (placing the transparent film carrying the culture at
100 °C for 24h). As for the radial growth, diameters measurements of A. carbonarius cultures were taken
after 5 days of incubation at 28 °C.

All essays were carried out in triplicate for each coculture condition.

4.4.2. Total RNA extraction, cDNA synthesis and qRT-PCR for gene expression analysis

Coculture conditions of A. carbonarius S402 and actinobacteria were the same as described
previously. After the culture period, the mycelium was cut carefully from the rest of the cellophane
film and ground into fine powder with liquid nitrogen. The total RNA was then extracted from the
powder using RNeasy kit (Qiagen, Diisseldorf, Germany) following the manufacturer protocol. The
RNA was then treated with DNase I Amplification Grade (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Before
performing cDNA synthesis, the quantity and integrity of the extracted RNA were evaluated using
Experion RNA analysis kit and software (version 3.20, 2015, BioRad, Marnes-la-Coquette, France). The
synthesis of the single strand cDNA was performed starting with 1 ug of total RNA using Advantage
RT-for-PCR kit with both oligo (dT) and random hexamer following the manufacturer protocol
(Clontech, Mountain View, CA, USA).

As for the qRT-PCR analysis, the expression of the targeted genes (acpks, acOTApks, acOTAnrps,
laeA and veA) was evaluated with CFX96 Touch Real Time PCR detection system BioRad (version 3.0,
2012), using SsoAdvanced Universal Sybr Green Supermix (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France),
starting with 100 ng/uL of the synthesized cDNA and following the manufacturer protocol for the mix
preparation and amplification cycles. The Tm (melting temperature) was optimized and used at 58 °C.
The reference gene, p-tubulin, was chosen based on our previous study [8]. The efficiencies of the
primers (Table 5) were determined by a series of cDNA dilutions, and were calculated from the slopes
of the obtained curves.
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Table 5: List of primers used in this study

Primer name Primer sequence (5° 3’) References Efficiency
acpks-F GAGTCTGACCATCGACACGG [33] 95.0%
acpks-R GGCGACTGTGACACATCCAT '

acOTApks-F CGTGTCCGATACTGTCTGTGA 34] 98.59%
acOTApks-R GCATGGAGTCCTCAAGAACC '

acOTAnrps-F ATCCCCGGAATATTGGCACC 35] 102.1%

acOTAnrps-R CCTTCGATCAAGAGCTCCCC '
laeA-F CACCTATACAACCTCCGAACC [36] 100.7%
laeA-R GGTTCGGCCAACCGACGACGC )

veA-F TCCCGGTTCTCACAGGCGTA [36] 99,39

veA-R GCTGTCCTTGGTCTCCTCGTA )
B-tubulin-F CGCATGAACGTCTACTTCAACG 37] 101.1%
B-tubulin-R AGTTGTTACCAGCACCGGA ]

4.5. OTA extraction

The OTA concentration was performed by extracting 3 agar plugs from the PDA medium, with
0.5 cm diameter each. OTA was extracted by adding 1 mL of methanol and shaken for 1 hour. After the
incubation period, the mix was centrifuged at 13000 rpm (round per minute) for 20 minutes. The
supernatant containing the OTA was then purified with Ochraprep immunoaffinity columns (R-
Biopharm, Glasgow, Scotland) following the manufacturer protocol.

4.6. HPLC analysis

The concentration of the purified OTA was evaluated with Water Alliance HPLC system using an
Utisphere ODB column, C18 (150 x 4.6 mm, 5 pum, 120 A) (Interchim, Montlucon, France) at 30 °C. The
isocratic flow (flow rate of 1 mL/min) was composed of 49% acidified water (0.2% of acetic acid) and
51% acetonitrile for 30 min of run. The volume of the injected extract was set at 100 pL and OTA was
detected after 8 minutes of run, by a fluorescent detector at 333/440 nm excitation/emission
wavelengths.

4.7. Statistical analysis

All the data in this study were analyzed through One-Way Analysis Of Variance (ANOVA) and
paired t-test using STATGRAPHICS Centurion XVI (version 16.1.11 for windows, 2010, StatPoint
Technologies Inc. Warrenton, VA, USA).

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.
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HPLC: High Performance Liquid Chromatography

rpm: Round per minute

124



Chapitre 3

References

1. Park, JW, Chung, S.-H. Kim, Y.-B. Ochratoxin a in korean food commodities: Occurrence and safety
evaluation. Journal of Agricultural and Food Chemistry 2005, 53, 4637-4642.

2. Overy, D.P,; Seifert, K.A.; Savard, M.E.; Frisvad, ].C. Spoilage fungi and their mycotoxins in commercially
marketed chestnuts. International journal of food microbiology 2003, 88, 69-77.

3. Juodeikiene, G.; Bartkiene, E.; Basinskiene, L.; Matusevicius, P. Mycotoxin decontamination aspects in food,
feed and renewables using fermentation processes. INTECH Open Access Publisher: 2012.

4. ElKhoury, A,; Rizk, T.; Lteif, R.; Azouri, H.; Delia, M.-L.; Lebrihi, A. Occurrence of ochratoxin a- and aflatoxin
bl-producing fungi in lebanese grapes and ochratoxin a content in musts and finished wines during 2004.
Journal of Agricultural and Food Chemistry 2006, 54, 8977-8982.

5. TARC. Some naturally occuring substances: Food items and constituents, heterocyclic aromatic amines and
mycotoxins. JARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans; World Health
Organization: Lyon, Fance 1993, 56, 489-521.

6.  Wu, F; Bui-Klimke, T.; Naumoff Shields, K. Potential economic and health impacts of ochratoxin a regulatory
standards. World Mycotoxin Journal 2014, 7, 387-398.

7. Hua, H; Xing, F,; Selvaraj, ].N.; Wang, Y.; Zhao, Y.; Zhou, L.; Liu, X,; Liu, Y. Inhibitory effect of essential oils
on aspergillus ochraceus growth and ochratoxin a production. PloS one 2014, 9, e108285.

8. Murthy, P.S; Borse, B.B.; Khanum, H.; Srinivas, P. Inhibitory effects of ajowan (trachyspermum ammi)
ethanolic extract on a. Ochraceus growth and ochratoxin production. Turkish Journal of Biology 2009, 33, 211-
217.

9.  ElKhoury, R.; Atoui, A.; Verheecke, C.; Maroun, R.; El Khoury, A.; Mathieu, F. Essential oils modulate gene
expression and ochratoxin a production in aspergillus carbonarius. Toxins 2016, 8.

10. Abrunhosa, L.; Paterson, R.R; Venancio, A. Biodegradation of ochratoxin a for food and feed
decontamination. Toxins 2010, 2, 1078-1099.

11. Bohm, J.; Grajewski, J.; Asperger, H.; Cecon, B.; Rabus, B.; Razzazi, E. Study on biodegradation of some a-and
b-trichothecenes and ochratoxin a by use of probiotic microorganisms. Mycotoxin research 2000, 16, 70-74.

12.  Bejaoui, H.; Mathieu, F.; Taillandier, P.; Lebrihi, A. Ochratoxin a removal in synthetic and natural grape juices
by selected oenological saccharomyeces strains. ] Appl Microbiol 2004, 97, 1038-1044.

13. Brady, D,; Stoll, A,; Starke, L.; Duncan, J. Chemical and enzymatic extraction of heavy metal binding polymers
from isolated cell walls of saccharomyces cerevisiae. Biotechnology and bioengineering 1994, 44, 297-302.

14. Bolognani, F.; Rumney, C.; Rowland, I. Influence of carcinogen binding by lactic acid-producing bacteria on
tissue distribution and in vivo mutagenicity of dietary carcinogens. Food and Chemical Toxicology 1997, 35,
535-545.

15. Santos, A.; Marquina, D.; Leal, ]J.; Peinado, J. (1 = 6)-p-d-glucan as cell wall receptor for pichia
membranifaciens killer toxin. Applied and environmental microbiology 2000, 66, 1809-1813.

16. Bata, A.; Lasztity, R. Detoxification of mycotoxin-contaminated food and feed by microorganisms. Trends in
Food Science & Technology 1999, 10, 223-228.

17. Patharajan, S.; Reddy, K; Karthikeyan, V.; Spadaro, D.; Lore, A.; Gullino, M.; Garibaldi, A. Potential of yeast
antagonists on invitro biodegradation of ochratoxin a. Food Control 2011, 22, 290-296.

18. Styriak, I; Conkova, E. Microbial binding and biodegradation of mycotoxins. Veterinary and human
toxicology 2002, 44, 358-361.

19. Varga, ].; Péteri, Z.; Tabori, K.; Téren, J.; Vagvolgyi, C. Degradation of ochratoxin a and other mycotoxins by
rhizopus isolates. International journal of food microbiology 2005, 99, 321-328.

20. Bielecki, S.; Tramper, ].; Polak, J. The biodegradation of ochratoxin a in food products by lactic acid bacteria
and baker's yeast. Food Biotechnology 2000, 17, 307.

21. Turbic, A.; Ahokas, J.; Haskard, C. Selective in vitro binding of dietary mutagens, individually or in
combination, by lactic acid bacteria. Food additives & contaminants 2002, 19, 144-152.

22. Ningthoujam, S.; Sanasam, S.; Tamreihao, K.; Nimaich, S. Antagonistic activities of local actinomycete isolates
against rice fungal pathogens. African journal of microbiology research 2009, 3, 737-742.

23. Hogan, C.M. Bacteria. Encyclopedia of Earth. Washington DC: National Council for Science and the

Environment 2010.

125



Chapitre 3

24. Verheecke, C; Liboz, T.; Darriet, M.; Sabaou, N.; Mathieu, F. In vitro interaction of actinomycetes isolates
with aspergillus flavus: Impact on aflatoxins b1 and b2 production. Lett Appl Microbiol 2014, 58, 597-603.

25. Piotrowska, M.; Zakowska, Z. The elimination of ochratoxin a by lactic acid bacteria strains. Polish Journal of
Microbiology 2005, 54, 279-286.

26. Pereyra, CM.; Cavaglieri, L.R; Keller, KM.; Maris, S.; Chiacchiera, C.A.d.RR.; Dalcero, AM. In vitro
ochratoxin a adsorption by commercial yeast cell walls. Revista Brasileira de Medicina Veterindria 2015,
7(1):25-28.

27. Yiannikouris, A.; André, G.; Poughon, L.; Francois, J.; Dussap, C.-G.; Jeminet, G.; Bertin, G.; Jouany, J.-P.
Chemical and conformational study of the interactions involved in mycotoxin complexation with (-d-
glucans. Biomacromolecules 2006, 7, 1147-1155.

28. Piotrowska, M. The adsorption of ochratoxin a by lactobacillus species. Toxins 2014, 6, 2826-2839.

29. El-Nezami, H.; Kankaanpaa, P.; Salminen, S.; Ahokas, ]. Ability of dairy strains of lactic acid bacteria to bind
a common food carcinogen, aflatoxin b 1. Food and Chemical Toxicology 1998, 36, 321-326.

30. Haskard, C.A.; El-Nezami, H.S.; Kankaanpaa, P.E.; Salminen, S.; Ahokas, ].T. Surface binding of aflatoxin b1l
by lactic acid bacteria. Applied and environmental microbiology 2001, 67, 3086-3091.

31. Fuchs, S,; Sontag, G.; Stidl, R.; Ehrlich, V.; Kundi, M.; Knasmiiller, S. Detoxification of patulin and ochratoxin
a, two abundant mycotoxins, by lactic acid bacteria. Food and Chemical Toxicology 2008, 46, 1398-1407.

32.  Schatzmayr, G.; Heidler, D.; Fuchs, E.; Nitsch, S.; Mohnl, M.; Taubel, M.; Loibner, A.; Braun, R.; Binder, E.
Investigation of different yeast strains for the detoxification of ochratoxin a. Mycotoxin research 2003, 19, 124-
128.

33. Verheecke, C; Liboz, T.; Anson, P.; Diaz, R.; Mathieu, F. Reduction of aflatoxin production by aspergillus
flavus and aspergillus parasiticus in interaction with streptomyces. Microbiology 2015, 161, 967-972.

34. Gallo, A, Perrone, G.; Solfrizzo, M.; Epifani, F.; Abbas, A.; Dobson, A.D.; Mule, G. Characterisation of a pks
gene which is expressed during ochratoxin a production by aspergillus carbonarius. International journal of
food microbiology 2009, 129, 8-15.

35. Gallo, A.; Knox, B.P.; Bruno, K.S.; Solfrizzo, M.; Baker, S.E.; Perrone, G. Identification and characterization of
the polyketide synthase involved in ochratoxin a biosynthesis in aspergillus carbonarius. International
journal of food microbiology 2014, 179, 10-17.

36. Gallo, A.; Bruno, K.S.; Solfrizzo, M.; Perrone, G.; Mule, G.; Visconti, A.; Baker, S.E. New insight into the
ochratoxin a biosynthetic pathway through deletion of a nonribosomal peptide synthetase gene in aspergillus
carbonarius. Appl Environ Microbiol 2012, 78, 8208-8218.

37. Crespo-Sempere, A.; Marin, S.; Sanchis, V.; Ramos, A.J. Vea and laea transcriptional factors regulate
ochratoxin a biosynthesis in aspergillus carbonarius. International journal of food microbiology 2013, 166,
479-486.

38. Cabares, FJ.; Bragulat, M.R.; Castella, G. Characterization of nonochratoxigenic strains of aspergillus
carbonarius from grapes. Food Microbiology 2013, 36, 135-141.

@ © 2017 by the authors. Submitted for possible open access publication under the
k@_ﬂ terms and conditions of the Creative Commons Attribution (CC BY) license

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

II1. Conclusion

En conclusion, la réduction de 'OTA peut étre achevée soit en employant des
agents antioxydants, soit en réduisant sa disponibilit¢é par des méthodes

enzymatiques ou d’adhésion. Notre étude a montré que l'emploi des souches
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d’actinomycetes, pourra effectivement conduire a la réduction des taux d’"OTA selon

la nature de la souche.

En effet, les souches MS1, ML5 et G10 ont pu réprimer l'expression des genes de
biosynthese (acpks, acOTApks et acOTAnrps) induisant ainsi a une inhibition de la
production de I'OTA par A. carbonarius S402. La souche ML5 était la plus efficace,
puisqu’elle a inhibé I'expression du gene acpks de 39%, le fait qui a entrainer une baisse

de 13.70% de la production de ' OTA.

Pourtant cette souche n’était pas parmi les souches les plus puissantes qui ont pu

adhérer 'OTA a leur surface.

La souche SN7 avait l'effet la plus remarquable. En effet, elle a inhibé jusqu’a
33.93% de 'OTA présent dans la solution PBS. En plus, cette méme souche a pu
dégrader significativement I'OTA apres 5 jours d’incubation dans le milieu PDA,

réduisant ainsi 52.68% de I'OTA préalablement ajoutée au milieu de culture.
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Les composés phénoliques et les huiles essentielles extraits des feuilles, des tiges,
des racines ainsi que des grains des plantes possedent un large spectre d’activité
biologique et peuvent fournir des alternatives potentielles aux fongicides toxiques
actuellement utilisés pour contrdler la croissance des champignons avant et apres la

récolte.

Effectivement la premiere partie de notre étude a montré que I'emploi de ces deux
types d’extraits a contribué d’une part a la réduction de la croissance fongique,
observée uniquement avec I'emploi des huiles essentielles (huiles essentielles du
thym, cannelle, taramira et origan) et d’autre part a I'inhibition de la production de
I'OTA, sans forcément touché a la croissance fongique. Ce type de réduction a été
obtenu en utilisant les composés phénoliques et les huiles essentielles des plantes
suivantes : fenouil, céleri, cardamome, camomille, anis, romarin, feuille de laurier,
cumin, fenugrec, mélisse, menthe et sauge. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus
par d’autres auteurs, qui ont évalué I'effet de divers extraits végétaux sur la croissance
des champignons mycotoxinogenes et leur capacité a produire les mycotoxines propre
a chaque espece étudiée (Basilico and Basilico, 1999, Boutigny et al., 2009, Cakir et al.,
2005, da Cruz Cabral et al., 2013, Ferreira et al., 2013, Fuchs et al., 2008).

Des études approfondies ont expliqué le mode d’action des huiles essentielles sur
les champignons et bien d’autres microorganismes. En effet, les propriétés
antifongiques de ces huiles dépendent principalement des caractéristiques
quantitatives et qualitatives de leurs composants actifs (Ibrahim et al., 2015). Des
groupes fonctionnels tels que 1’alcool, les phénols, les terpénes et les cétones ainsi que
I’existence d'une certaine corrélation synergique entre les composants totaux. En plus,
leur amphipathie leur amene a interagir avec la biomembrane et montrer une activité
microbienne (Veldhuizen et al., 2006, Tripathi et al., 2009). Le mécanisme est attribué
au noyau benzénique hydrophobe et aux chaines latérales aliphatiques enfouies dans
la partie hydrophobe interne de la membrane, ainsi que la partie hydrophile de la

molécule qui interagit avec la partie polaire de la membrane. Une autre explication est
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basée sur I'implication du groupe hydroxyle dans la formation des liaisons hydrogene

et I'acidité de ces composés phénoliques (Cristani et al., 2007).

D’autres auteurs ont mis une hypothese qui atteste que les effets antifongiques des
huiles essentielles reviennent a leur toxicité sur la fonctionnalité et la structure de la
membrane cellulaire, en inhibant la respiration et la perméabilité de la membrane du
champignon (Sikkema et al., 1995). A des doses plus élevées, ces huiles provoquent
des dommages cellulaires irréversibles a cette membrane conduisant ainsi a la perte
de 'homéostasie et la mort cellulaire (Carson et al., 2002). Conner and Beuchat (1984)
ont attribué l'effet antifongique des huiles essentielles aux interactions de ces
dernieres avec les enzymes cellulaires impliquées dans la production d’énergie et la

synthese des composants structurels des cellules microbiennes.

D’un autre point de vue, Omidbeygi et al. (2007) ont suggéré que les composants
des huiles essentielles pénetrent dans la membrane cellulaire et interagissent avec les
protéines de la membrane, conduisant a un flux de protons vers l'extérieur de la
cellule, le fait qui provoque la mort cellulaire. D"une autre part, il a été indiqué par
Lucini et al. (2006) que les monoterpenes présents dans les huiles essentielles
provoquent I'inhibition de la croissance du mycélium en augmentant la concentration
des peroxydes lipidiques tels que les radicaux hydroxyles, alkoxyle et alkoperoxyle,

activant ainsi la voie de 'apoptose cellulaire.

Un autre mode d’action des huiles essentielles a été récemment mis en évidence
pour les huiles n"ayant pas un effet sur la croissance du champignon producteur de
mycotoxine mais plutot sur la production des ces toxines. Plusieurs auteurs ont
remarqué que I'emploi des huiles essentielles ou de leurs composants actifs, a inhibé
la production de I'OTA et que cette réduction n’était pas en corrélation avec la
réduction de la masse fongique (Murthy et al., 2009, Hua et al., 2014, Ferrara et al.,
2015). Cette diminution de la production a été attribuée a la répression de I'expression

des genes impliqués dans la biosynthese de cette toxine. Ces observations sont

132



Discussion générale

similaires a celles obtenues et élaborées dans le deuxieme chapitre de cette étude.
Effectivement, les huiles essentielles du fenouil, cardamome, camomille, romarin, anis
et céleri ont réduit la production de I'OTA en réduisant I'expression des genes acpks,

acOTApks, acOTAnrps ainsi que les genes de régulation veA et laeA.

La détoxification des mycotoxines est achevée par I'élimination, I'inactivation ou
la dégradation des mycotoxines présentes dans les commodités contaminées (Kabak
et al., 2006). Ces dernieres années ont témoignées l'intérét croissant pour détoxifier
I’OTA par des microorganismes, tels que les bactéries, les levures et les champignons.
Effectivement, la dégradation de I'OTA par divers microorganismes a été élaborée par
plusieurs auteurs au cours des années. Ozpinar et al. (1999) ont découvert que les
microorganismes présents dans le rumen, surtout les protozoaires, hydrolysent 'OTA
en OT«, un métabolite dont sa toxicité est inférieure a celle de I’OTA. D’autres études
ont montré la capacité de différents microorganismes a dégrader 'OTA, tels que
Phenylobacterium immobile (Wegst and Lingens, 1983), Acinobacter calcoaticus (Hwanga
and Draughon, 1994), Trichosporon mycotoxinivorans (Schatzmayr et al., 2006),
brevibacterium spp. (Rodriguez et al., 2011), Pediococcus parvulus (Abrunhosa et al.,
2014), Aspergillus spp. (Varga et al., 2000) ainsi que les bactéries lactiques. L’étude de
la dégradation de I'OTA a été poursuivie sur des bactéries lactiques appartenant
généralement au genre Lactobacillus vue leurs effets bénéfiques et leurs propriétés
probiotiques (Naidu et al., 1999). Effectivement, L. acidophilus, L. helveticus, L.
sanfranciscensis et L. rhamnosus sont les bactéries lactiques les plus efficaces contre la
décontamination de 'OTA par dégradation enzymatique apres 40h de contact (70.5,
67.1, 52.0 et 87.5% respectivement pour ces souches) (Piotrowska and Zakowska,

2005).

Nos résultats sont similaires a ceux trouvés dans la littérature, puisque les tests ont
montré qu'en présence des surnageant des sept souches d’actinomycetes, les taux
d’OTA ont diminué significativement, tout en dépendant de la souche utilisée. C’est

ainsi que le surnageant de la souche SN7 a réduit 22.46% 1'OTA (taux de réduction le
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plus élevé), le fait qui signifie que la bactérie a produit naturellement des enzymes
capables de cliver 'OTA et diminuer par la suite sa disponibilité. Cependant, la
culture de la souche SN7 en présence de I'OTA a diminué d’avantage ce taux, arrivant
a 52.68% pour cette souche. L’activité enzymatiques des bactéries issues du sol contre
I'OTA a été évalué par De Bellis et al. (2015) qui ont trouvé que 1 Acinetobacter
calcoaceticus 396.1 et Acinetobacter sp. negl (isolées du sol des vignobles) ont pu
transformer I'OTA en OTa apres 5 jours de culture sur le milieu de culture BHI (Brain
Heart Infusion broth). Egalement, d’autres rapports ont montré que les bactéries
isolées des sols agricoles représentent une source intéressante de microorganismes
ayant la capacité de dégrader les mycotoxines (Islam et al., 2012, Sato et al., 2012). En
effet, les bactéries du sol, telles que Pseudomonas spp. et Acinetobacter spp. sont
capables de convertir un important nombre de composés aromatiques, jouant ainsi un
role primordiale dans la biodégradation des molécules toxiques présentes dans les
sols contaminés (Cao et al., 2009). Les souches d’actinomycetes décrites dans cette
étude peuvent avoir la méme voie de dégradation reconnue chez d’autres
microorganismes (Abrunhosa et al., 2010), en dégradant 'OTA par I'hydrolyse de la
liaison amide, provoquant ainsi la libération de I'OT«, considéré comme non toxique
(Xiao et al., 1995, Bittner et al., 2015). Plusieurs peptidases sont impliquées dans cette
catalyse, telle que I'enzyme carboxypeptidase A isolée du pancréas bovin (Doster and
Sinnhuber, 1972), une enzyme du type lipase disponible dans le commerce (Stander et
al., 2001), une enzyme protéique isolée d’A. niger (Abrunhosa et al., 2006) ainsi que la

carboxypeptidase Y isolée de S. cerevisine (Abrunhosa et al., 2010).

Les différences entre les taux de réductions de I'OTA entre les surnageants de
bactéries et les bactéries mémes apres 5 jours de culture dans le milieu ISP2 liquide,
nous a poussés a examiner le pouvoir d’adhésion des sept souches utilisées. La
confirmation de cette hypothese a été exécutée suite a une cinétique entre les souches
de bactéries et 'OTA mises en contact dans une solution non nutritive (PBS). Apres

une heure d’incubation, le taux d’'OTA a diminué d’une maniére significative par
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toutes les souches. La souche SN7 avait le pouvoir d’adhésion le plus fort,
puisqu’apres 60 mins, elle a pu adhérer 33.93% de I'OTA a sa surface. Cette quantité
a été relarguée apres le lavage du culot bactérien par une solution de méthanol
acidifiée (2% acide acétique). En effet, L. acidophilus VM20, L. plantarum, L. brevi and L.
sanfranciscensis ont provoqué une diminution dans les taux d’OTA variant entre 14.8%
(L. sanfranciscensis) et 95% (L. acidophilus VM20) dans la solution non nutritive PBS
(Petchkongkaew et al., 2008, Piotrowska, 2014). Ces résultats sont similaires aux
notres, comme toutes les actinobactéries testées ont pu réduire significativement
I’OTA ajoutée a la solution PBS. En 2014, Piotrowska (2014) ont observé que le temps
d’adhésion de 'OTA a la surface des bactéries lactiques est un processus tres rapide
(85% de I'OTA a été réduite apres 30 minutes de contact). Similairement, les résultats
de notre étude montrent que la souche SN7 a pu adhérer 33.93% de I'OTA apres 60
minutes, sachant que méme apres 5 jours de culture ce taux a atteint 36.60%
(augmentation de 2.67% seulement). Selon la littérature, la liaison des mycotoxines
aux biomasses bactériennes se fait par le biais des composants de la paroi cellulaire,
puisque les bactéries dépourvues de cette paroi perdent leur capacité a adhérer les
mycotoxines. Les composants impliqués dans ce processus sont les peptidoglycanes
et les polysaccharides ainsi que les acides teichoiques et lipoteichoiques (Zhang and
Ohta, 1991, Niderkorn et al., 2009). Le facteur principal responsable de 1I'élimination
des toxines revient probablement a la nature hydrophobe de la paroi cellulaire

bactérienne (Haskard et al., 2001, Haskard et al., 2000).
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Les huiles essentielles sont des extraits complexes, constitués de plusieurs
composés pouvant déclencher une réponse cellulaire et des modifications au niveau
transcriptomique qui peuvent ne pas étre forcément liés a son effet
antiochratoxinogene. La purification d'un ou de plusieurs composants actifs des
huiles possédant ce pouvoir, pourra étre une piste intéressante afin de lutter contre
I'OTA, et d’évaluer leur possibilité d’application aux champs et dans les silos de

stockage ainsi que sur des denrées alimentaires.

Le but de notre projet est de se débarrasser de 'OTA afin de limiter les pertes
économiques ainsi que les dégats sanitaires causés par cette toxine. Afin de respecter
ce but, nous souhaitons étudier l'effet des huiles essentielles, des composés
phénoliques ainsi que les actinobactéries sur la santé de ’homme d’une part et la

qualité organoleptique du produit traité d'une autre part.

La troisieme partie de notre étude qui portait sur la détoxification de 'OTA a été
réalisée en utilisant sept souches d’actinomycetes. Pour compléter cette étude, il sera
bien convenable de continuer de travailler sur d’autres souches d’actinomycetes afin
de trouver une ou plusieurs souches ayant un potentiel réducteur intéressant de

I'OTA.

Il est généralement préférable d’éliminer 'OTA par adhésion que par dégradation
enzymatique, vu l'absence de I’apparition des métabolites de dégradation. Pour cette
raison, une étude approfondie sur l'optimisation de la capacité d’adhésion des
souches d’actinomycetes est souhaitée, en travaillant sur 'augmentation des sites

d’adhésion propre a chaque souche par divers techniques physiques et/ou chimiques.
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