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INTRODUCTION

Les civilisations anciennes connaissaient d&ja le pouvoir maléfique
des champignons. Des renseignements fragmentaires nous sont parvenus sur les intoxi-—
cations fongiques dans 1'Antiquité gréco~romaine (1). Des chroniques reli-—
gieuses du Moyen-Age font &tat d'épidémies portant le nom évocateur de feu
de Saint Antoine ou mal des ardents ; ceux qui en &taient victimes présen—
taient : hallucinations et troubles pouvant entrafner la mort. A 1'époque,
on suspectait déjd une relation entre cette maladie et la consommation de fa-
rines moisies, contaminées par 1'ergot, forme résistante d'un champignon mi-
croscopique Claviceps purpurea (2). A partir de la fin du XIXe siécle, les
anecdotes concernant des intoxications animales par des moisissures sont plus
courantes et précises. C'est le cas, par exemple, de certaines maladies ner-
veuses constat@es chez les chevaux consommant du grain moisi aux Etats-~Unis,
de 1896 & 1934 (1). Mais il a fallu attendre les années 1960 pourbvoir le
mystére de ces intoxications par les moisissures se dévoiler et, ceci grice
8 la découverte d'une substance toxique appelée aflatoxine, sécrét@e par cer-
taines souches d'une moisissurevcommune, Aspergilius flavus. A partir de cet-
te époque, de nombreuses toxines produites par les moisissures dans les ali-
ments (mycotoxines), et les troubles qu'elles engendrent (mycotoxicoses) ont

été largement &tudiés.

En 1960, en Angleterre, des élevages de dindonneaux étaient atteints
d'une grave intoxication appelée maladie X des dindons, maladie qui en fit
périr des dizaines de milliers. Cette maladie &tait caractéris@e par une dé-
gradation rapide de 1l'&tat de santé, des hémorragies sous—cutanées et la mort
des volatiles (3). On s'apergut alors que cette intoxication &tait provoquée
par 1'ingestion de tourteaux d'arachides provenant du Brésil. On découvrit
que ces tourteaux étaient contaminés par une moisissure, AspergiZllus flavus,
et, en 1961, des chercheurs anglais du Tropical Products Institute ont montré
que 4. flavus produisait une substance toxique qu'ils baptisérent aflatoxine.
Par la suite, les recherches ont prouvé qu'il y avait en fait quatre toxines :

les aflatoxines B,, B,, G et G2 (4). Ces quatre aflatoxines sont les princi-

1> 722 1



pales d'un lot de 17 composés isolés, tous dénommés aflatoxines.

Au cours d'une enquéte sur la toxicité de moisissures isolées de
c@réales et de légumes d'Afrique du Sud, des souches d'dspergillus ochraceus
ont été obtenues, souches qui ont causé& la mort de canetons,.de rats et de
souris par administration de ces céréales. L'ochratoxine A, la principale to-
xine, et les métabolites apparentés ont ultérieurement &té isolés & partir
d'une des souches d'dspergillus ochraceus (5).

L

Au Danemark, des chercheurs ont mis en évidence la responsabilité
de l'ochratoxine A dans la néphropathie mycotoxique rencontrée chez les porcs
et les volailles qui avaient ingéré des aliments contaminés par cette toxine

(6). A l'heure actuelle, les 3 ochratoxines comnues sont la A, la B et 1'a.

En 1928, Mc Nutt et ses collaborateurs ont &té les premiers a asso-
cier une maladie oestrogénique chez les truies au Wiscontin (qu'ils ont appe-
18 "yulvovaginite', se caractérisant paf un prolapsus vaginal avec hypertrophie
considérable de la vulve) suite 3 la consommation de mais moisi et sont par-
venus 4 reproduire ce syndrdme oestrogénique (7). De semblables affections
ont été constatées quelques années plus dard dans d'autres régions des Etats—
Unis et d'autres pays (1). Plusieurs moisissures du genre Fusarium ont été
mises en &vidence & partir d'aliments moisis ayant des effets ocestrogéniques.
En 1955, Christensen et al. ont isolé d'un Fugarium sp. un composé qu'ils ont
appelé& F-2 ou zéaralénone. Plusieurs substances chimiquement proches ont été

caractérisées (F-3, F~4, F-5) mais F-2 a la plus forte activité& ocestrogénique.

En dehors de ces mycotoxines, d'autres ont &té depuis lors découver-—
tes et identifiées. Ce sont, en particulier, les trichothécénes dont les pre—
miers ont 8té découverts lors d'une recherche d'antibiotiques en 1946 (8) et
la patuline isol&e pour la premi&re fois sous forme cristalline en 1942 & par-

- ---- - -- - -tir d'unme souche-de -Pentcillium claviforme (9).

Ces derni&res décennies ont vu 1l'identification et 1'isolement de
mycoloxines

substances toxiques appelées 'mycotoxiceses' sécrétées par diverses espéces de
Micromycétes, responsables de éggigt; chez les animaux mais aussi suspectées
dans certaines affections humaines. Les mycotoxines les plus importantes
sont les aflatoxines, les ochratoxines, la zéaralénone et les trichothé&cénes
| (3). Ce travail bibliographique regroupe les principaux résultats obtenus
lors de recherches concernant les sources et la présence dans 1'environnement
de ces mycotoxines, leur biosynthé&se, leur métabolisme chez l'animal, leurs

effets toxiques chez 1'animal et chez 1'homme et les principales méthodes




d'analyses et de dosages de ces toxines fongiques dans les denrées contaminées.

I1 servira de base a4 un travail de recherche sur 1'identification et
le dosage des aflatoxines, ainsi que sur les facteurs physiologiques influen-—

gant la production fongique d'aflatoxines.
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CHAPITRE I
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SOURCES ET PRESENCE DES MYCOTOXINES DANS L'ENVIRONNEMENT

INTRODUCTION

La liste des moisissures aptes & produire des toxines responsa-
bles des mycotoxicoses est impressionnante et ne cesse de s'allonger. De nom-
breux facteurs, tels que les facteurs écologiques, influencent considéra-
blement la synthése des mycotoxines (ces facteurs seront étudiés au chapi-
tre II). De plus certaines moisissures élaborent des toxines seulement
dans des conditions artificielles. L'exemple typique est la PR toxine pro-—
duite en milieu synthétique par la moisissure Pewnicillium roqueforti, moi-
sissure utilisée normalement pour la préparation des fromages bleus & pite
persillée (i10). En ce qui conecerne les aflatoxines, quelques données biblio-
graphiques signalent que certains Aspergillus (4. wenti, A. niger, A.
ochraceus), des Pentcillium (P. puberulum, P. frequentans) et des Hhizopus
produiraient in viiro une ou plusieurs de ces'mycotoxines (11). De ce fait,
nous nous limiterons & 1'étude des principales moisissures susceptibles

d'élaborer des toxines dans des conditions naturelles.

I - LES AFLATOXINES

1.1. — Sources

Les aflatoxines sont produites par certaines souches d'Aspergil-

lus flavus et d'Aspergillus parasiticus (3, 12).

1.2. — Présence dans 1'environnement

Depuis leur découverte en 1961, les aflatoxines ont été abondam-
ment recherchées dans de nombreuses denrées alimentaires (3). Nous allons nous
limiter & leur présence naturelle dans les aliments. En effet, des résidus

d'aflatoxines ont 8té détectés dans des tissus animaux, des oceufs et de la



volaille aprés alimentation expérimentale des animaux avec des produits
contaminés d'aflatoxines. Toutefois, jusqu'd présent, aucune aflatoxine n'a
encore &té trouvée dans de tels produits commercialisés (13). Des quatre

principales aflatoxines (Bl’ B2, G G2), 1'aflatoxine B. est celle dont
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la teneur est généralement la plus élevée (3).

1.2,1. - Végétaux et produits d'origine végétale
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Des aflatoxines ont &té décelées dans toute une variété de den-
X rées alimentaires, mais la contamination la plus importante a &té observée
’ dans des cacahuétes et autre graines oléagineuses, y compris les graines
L de cotonnier et de mais. Les noix ou amandes les plus fréquemment contami-

nées sont les noix du Brésil et les pistaches (3).

1.2.1.1. = Arachides et denrées a base d'arachide

| Arachides et denrées

i 4 base d'arachide Pays Nb. échant. Cone. en aflatoxines (pg/kg) RE.
Stock de cacahu@tes Etats-Unis 78 0 - 91 14 '
2 échant. > 50
Cacahuétes torréfiées Etats-Unis 361 {5 % positifs , traces - 50 15
Beurre de cacahuéte Etats-Unis 141 4 échant. > 20 16
‘ 25 % échant. < 1
‘ Graines d'arachide Etats-Unis 220 20 échant. > 20 16
10 % échant. < |
% Gateaux d'arachide Nigéria 895 36 % échant., < 50 17
(1962 a 50 < 50 7 échant. < 250
1967) 250 < 14 % échant. < 1000
I échant. » 1000
Arachides Soudan 173 41 % échant. positifs 18
(1969 a 17 % échant. < 50
1970) 50 < 7 % échant, < 250
250 < 9 Z échant. < 1000
8 7 échant. > 1000
Arachides vendues Ouganda 15 Z échant. > 1000 19
i pour la consommation 2,5 % &chant. > 10 000
i humaine
|
Arachides Thallande 216 49 7 échant. contaminés 20
Conc. moyenne en aflatoxine
B / 216 &chant. = 426
Conc. moyenme des 4 aflatoxi-
nes (By, By, Gy, Gy) / 216
&chant. = 750
Conc. moyenne en aflatoxine
By des échant. contaminés =
1530
Conc. maximale des 4 aflato-
xineg = 12 256
Gateau d'arachide Inde 330 ~ 996 21
(1970 a
1973)




1.2.1,2. = Céréales et denrées 3 base de céréales
(sér[";’;t“"d:tcé‘{_”;ﬁi‘:“ Paya Co“ﬁ;:?p:;t:;“i— % dchant, pusitifa/Nb toral RE.
Mais Ecat-Unis (Ca- Maximum 3622ppb 78,6 2 positifs dont 58,4 % 22
roline du Nord) > 20 pph
Mals blanc Btats~Unis 6 - 141 36,3 % positifs 23
Mais jaune Etata-Unisg 4 - 308 34,6 X positifs 23
Hais Etate~Unia 6~ 25 2,4 X positifs 4
Mals Ecats-Unig 80 ~ 8 733 Echant. asaociée avec la move 25
de porce
Mais Etats~Unis 80 - 8 733 Echent. associés avec une aflato~ 26
xicose chey dus poules pondeuses
Male Etats-inia 83 000-101 000 Echant. associés avec une afla~ 27
toxicose chez des poulets
Mais Prance 0,25 - 187 26 % positcifs 28
HMals blanc Nigéria 100 ~ 1 000 100 % positife 29
Mals juune Nigéria 100 - 1 000 100 % positifs 29
Mais Sénégal 80 - 400 14,3 % pooitifa 0
Mals Mozamh ique < 1 000 3,8 Z positifs 31
Hais Duganda 100 -~ | 000 44,9 % positife 32
Mais lude 6 250 ~ 15 600 Echant. pria dans un sectenr od 33
un nb large de personnes sont
décédgen
Maie Australie 320 000 Fchant. assoclés avec une afla- M4
toxicose chee les cochona
Blé Prance Q2,25 ~ 180 47 % positifs 28
Parine de blé Prance 0,25 ~ 150 28 % ponitifs 28
Spaghecti Canada 13 Echant. isalé 35
Sorgho Etats-Unis i~ 19 1,2 X (non confirmé) 16
Sorgha Etate-Unis 1-35 37
Sorgho Etats-Unis 20 38
Borgho Ouganda 1 -1 000 37,7 % positils 32
Sorgha Bthiopie 78 (rotal dea Echant. isolé 39
aflatoxines)
Sorgho Australie 8 000 34
Sorgho France 0,25 - 100 25 1 poaitife 28
Avoine Etats-Unis [ < 1 % poakitifs (non confimmé) 36
Avoine France 0,25 - 10Q 42 % poaitifs 28
Avoine République 5 39 gchaat. 40
d'Irlande
Orge Japon 10 1 échant. peositif 4%
Orge France 0,25 ~ 10 7 % positife 28
Millec Thailande 248 20
Millet Ouganda 1 - 160 16,4 % 32
Farine de seigle Allemagne < 100 42
Seigle France 0,25 - 100 19 % positifs 28
ﬂr‘ugkfaat 4 base de Etats-Unis < 20 n’ 8 échant. (aussi 50 pg/kg Gl) 43
clréales
Riz Philippines 16 [
Riz Vietnam du Sud  Nop déterminé 45
Riz Thailande 98 (total des 20
aflatoxines)
Riz Mozanbique < 1 000 n
Riz Hénégal 4,03 ~ 2 000 53 % positifs 30
Giteau de riz Japon 10 41
Riz abiné Brésil 400 21
Son de riz Philippines 50 Hoyenne de 8 &chant. 21




1.2.1.3. - Graines oléagineuses et denrées & base de ces graines

Graines oléagineuses et den- Conc, en aflatoxi~

. P Echant. % &échant. positifs/Nb total RE.
rées 2 bases de ces graines ays Nb Echan nes (ug/kg) P /
Graines de cotounnier Etats-Unis 2780 15 Z positifs 46
Graines de cotonnier Amérique 90 30 ~ 60 (afl. BI) 4 echant. positifs (4,4 7) 47
Centrale
Graines de cotonnier Etats-Unis Plus de 3000 6,5 - 8,8 % 15
Farine de graines de Etats-Unig Plus de 3000 12,8 - 21,5 7% 15
cotonnier
Graines de soja Maryland 26 4 ~ 81 46 7 48
Géteau de soja France 51 15 échant. contaminés dont 28
10 -~ 100 8
> 100 7
Coprah et farine de 72 Traces - 30 88 7% 15
coprah

La présence d'aflatoxines a &té aussi décelée dans des giteaux 3
base de Sésame, de la farine de Carthame provenant d'Inde, de la farine
de tournesol provenant d'Australie et de la farine de graines de palmier
importée en Europe (21). De méme, des productions de coprah et de noix de
coco ont &té trouvées contaminées par des aflatoxines dans différentes ré—

gions du monde (21, 28, 49, 50).

1.2.1.4. ~ Graines comestibles (autres que les arachides)

Graines comestibles Pays Nb &chant. % échant. positifs/Nb total RE.
Noix du Brésgil Norvége 66 7 contaminées par l'afla~ 51
toxine EI
Noix du Brésil envoie d'ex~ 23 lots 100 2 52
portationpour
la Suéde
Amandes Californie 74 10 &chant. contaminés (13,5 Z) 53

dont 9 & un taux < 20 ug/kg

Des aflatoxines ont €té trouvées, aussi, dans des noisettes (54),
des pistaches (55) (dans la plupart des cas, les taux en aflatoxines &tant

relativement bas), des noix communes, des pécans et des avelines (3).
1.2.1.5, = Produits divers

Des aflatoxines ont &té aussi détectées dans des haricots en

Thailande (56), en Afrique (32) et aussi dans des épices et condiments



(poivre de Cayenne et poudre de piment indien) (57), mais & des taux rela-—

tivement bas.

1.2,1.6. = Aliments pour animaux

Aliments Nb échant. Résultats RE.
Aliments pour anim Pologne 3006 12,7 2 d'échant. contaminés : 58
maux (i bage de taux > 100 ug/kg dans 4,2 7 des cas
farines d'arachides) taux > 1000 pg/kg dans 2,6 % des
cas
Aliments pour porcs Pologne 11,4 7 d'échant, contaminés dont 58
6 échant. (5,7 %) ont un taux >
250 ug/kg en aflatoxines
Aliments pour ani- R,F.A, 1/60 8chant. & un taux > 20 ug/kg 59
ma ux 45/105 échant. a un taux 7 -~ 60
300 ug/kg
Royaume Uni 95 échant. contaminés par 1'afla- 3

Aliments pour

bovins

toxine B; A des taux de 1 a 350 ug/
kg et oli 92,4 % d'entre eux n'en
contenaient pas plus de 30 ug/kg

1.2.2.

Produits d'origine animale
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1.2.2.1. - Lait liquide, lait en poudre et produits laitiers

Des enquétes menées dans plusieurs pays ont montré que 1l'aflato-

xine Ml

contaminer le lait liquide ou en poudre et les produits laitiers. Les ré-

sultats de quelques enquétes ont &té mis sous forme de tableau (3).

(toxine provenant de la métabolisation de 1'aflatoxine Bl) peut

Résultats de quelques enquétes sur la teneur en aflatoxine M] du
lait de wvache.
Echant. de lait Rays Nb total d'&chant. Nb d'échant, contemant Intervalle des conc. RE.
analysés de 1'aflatpxine M] relevées (ug/l ou kg)
Liquide R.F.A. 61 28 0,01 « 0,25 6
R.F.A. 419 79 Traces ~ 0,54 62
R.F.A. 260 118a 0,05 -~ 0,33 63
Belgique 68 42 0,02 -~ 0,2 64
Inde 2] 3 0 - 13,3 65
Pays—Bas 95 74 0,09 ~ 0,5 66
R.D.A. 36 ha 1,7 - 6,5 ¢ 67
Royaume Uni 278 854 0,03 - 0,52 68
En poudre Afrique de Sud 56 0 - 69
R.F.A. 18 0f - 67
R.F.A, 166 8 0,67 - 2,0 70
R.F.A. 52 35 Traces = 4,0 71
R.F.A. 120 7a 0,05 - 0,13 72
Etats-Unis 320 24 0,1 - 0,4 73
Etats~Unis 302 192 Traces ~ 3,9 e 73




a - Effet saisonnier, c'est-d~dire concentrations &videmment subordonnées
au taux de contamination de la nourriture.

b =~ Echantillons prélevés chez les détaillants dans 4 &tats du Sud-Est des
Etats~Unis ; on a estimé que dans ces régions la teneur en aflatoxines
des 2/3 environ des ré&coltes &tait > 20 ug/kg par suite d'une sécheres~
se exceptionnelle, d'une atteinte par des insectes et des températures
élevées de 1977.

Valeurs correspondant & 4 échantillons recueillis en hiver ; les 31

(¢
I

autres échantillons hivernaux étaient exempts d'aflatoxine, ainsi que
12 &chantillons de lait estivaux (seuil de détection : 0,1 ug/kg).

d - La teneur en aflatoxine Ml de 92,5 % des échantillons &tait < 0,1 ug/
litre.

e - Taux 0,1 - 0,4 ug/kg dans 158 échantillons ; > 0,5 ug/kg dans 19 &chan-—
tillons.

f -~ Contamination par 1l'aflatoxine B1 déceléde dans 1'échantillon.

Des taux faibles en aflatoxine M, ont &té& décelés dans certains fromages

1
(74, 75).
1.2.2.2. - Tissus animaux, oeufs, volaille

Rodricks et Stoloff (13) ont détecté des résidus d'aflatoxines
dans des tissus animaux, des oeufs et de la volaille aprés alimentation ex-—
périmentale des animaux avec des produits contaminés d'aflatoxines ; cepen-
dant, jusqu'ad présent, aucune aflatoxine n'a encore &té trouvée dans de

tels produits commercialisés.

IT - LES OCHRATOXINES

2.1. = Sources

Les ochratoxines sont produites par plusieurs esp8ces de champi~

gnons des genres Aspergilius et Pentcillium (76). Ce sont :

Aspergillus Penicillium
A. ochraceus P. viridicatum
A. sulphureus P. palitans
A. melleus P. commune
A. sclerotiorum P. variable
A. alliaceus P. purpurescens
A. ostianus P. cyclopilum
A. petrakii P. verrucosum

P. chrysogenum
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2.2.1. = Produits végétaux
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Le tableau suivant (3) résume les ré&sultats de multiples enquétes

sur les produits végétaux men&s dans diverses parties du monde.

Produits Pays Nb d'&chant. Proportion d'échant. Intervalle du degré RE.
analysés contaminés (%) de contamination
(ng/kg)
Blé, avoine, seigle, Canada 32 56,3 30 - 27000 ¢ 77

orge (pour 1'alimen-
tation des animaux)

Orge, avoine Danemark 33 57,6 28 - 27500 b,c 78
Orge & malt Danemark 50 6,0 9 - 189 79
Mais France 463 2,6 15 - 200 80
Orge, blé, avoine, Pologne 150 5,3 50 ~ 200 81

seigle, mais (pour
les animaux)

Mélange alimentaire Pologne 203 4,9 10 ~ 50 82
pour les animaux

Orge, avoine (pour Suéde 84 8,3 16 ~ 409 83
les animaux)

Mais, bl&, orge Yougoslavie 47 12,8 5~ 90 84
Orge Etate-Unis 127 14,2 10 - 40 85
Grains de café Etats~Unis 267 7,1 20 - 360 86
Mais Etats-Unis 283 0,4 1o -~ 150 87
Mais Ltats~Unis 293 1,0 83 - 166 a 24
Blé ("red winter") Etats~Unis - 291 1,0 5 =115 88
B1lé ("red spring") Etats-Unis 286 2,8 5~ 115 88

a ~ Deux de ces échantillons contenaient aussi de 1'ochratoxine B.
b - Deux autres &échantillons d'orge contenaient en outre de 1'ochratoxine B.

c — La plupart des échantillons trés contaminés avaient &té& "surchauffés",

2.2,2, - Tissus animaux

LR A

Des résidus d'ochratoxine A furent décelés dans des tissus de
porcs dont certains &taient atteints par la néphropathie porcine. Cette pré-
sence d'ochratoxine A &taient due & 1'ingestion d'aliments contaminés par

cette mycotoxine.

En 1971 (89), suite & des prélévements & 1'abattoir, de tissus
sur des porcs ayant consommé des aliments contaminés, des résidus d'ochrato-

sine A furent trouvés dans :

18/19 reins 3 des taux n'excédant pas 67 ug/kg
7/8 foies

i

= tous les échantillons adipeux.
Au Danemark, une enquéte sur les reins de porcs touchés par la néphropathie

porcine, a montré que 35 % des reins malades contenaient des résidus d'ochra-



sus musculairesde poules et de poulets prélevés dans un abatoir. Il s'a-

i - gissait de volailles condamnées par néphropathie (92). Par contre, aucun

IIT - LA ZEARALENONE ET LES TRICHOTHECENES

3.1.1. = Sources

“r v a0

résidu d'ochratoxine n'a été décelé dans les oeufs (3).

toxine A 3 des taux de 2 d 68 ug/kg (90). En Sudde, une enquéte analogue
révélait que 25 7 des reins atteints contenaient de 1'ochratoxine A i des

taux de 2 a 104 pg/kg (91). De plus, des concentrations d'ochratoxine A

11.

atteignant parfois 29 ug/kg ont &€té trouvées dans des échantillons de tis—

La zEaralénone est produite par des souches de Fusarium graminea-—

rum, F. tricinctum, F. oxysporum, F. moniliforme, F. roseum, F. sporotri-

chotdes, F. culmorum, F. avenaceum, F. nivale et F. sambucinum (93).

3.1.2. - Présence dans l'environnement
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La zéaralénone a &té trouvée & l'état de contaminant naturel, en

particulier dans le mais et occasionnellement dans d'autres céréales (orge)

et dans des aliments pour animaux (3). Le tableau suivant résume les re-

cherches faites a ce sujet.

Produits Pays Nb d'échant. Conc. en zBaralé- % échant. positifs/ RE.
none Nb total
5 Mais Etats~Unis 576 450 ~ BOO ug/kg } & (6 &chant. positifs) 24
! Mais Etats-Unis 223 0,1 4 5,0 mg/kg a 17 % (38 &chant. posgi- 94
: tifs)
; Mais, orge France 15
i Mélanges ali~  Angleterre 15
: mentaires pour Finlande
| * animaux Yougoslavie
i Farine de mais Ekats-Unis i1 12 - 69 ug/kg 82 7 (9 échant.positifs) 95
Flocors de mais 13 pg/kg Echant. isolé 98
; Bigre de mals Zambhie 0,01 - 4,6 mg/1 96
Boissons suries, 55 8 ~ 53 mg/kg b 1! Z (6 échant. posi- 97
porridges ai-  Swaziland tifs)
gres, hiéres
Biére Lesotho 140 0,3 - 2 mg/kg b 12 4 (17 échant. posi- 97
tifs)
Noix du com-~ France 60 50 ug/kg 5 % (3 échant. positifs) 99
merce 105 ug/kg

450 ug/kg
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a ~ Les conditions étaient favorables 3 la rouille des &pis par Fusarium.
b - De tels taux en z8aralénone n'ont &té signalés nulle part ailleurs.
Par contre, aucune présence de z8aralénone n'a &té décelée dans des tissus

d'animaux.

3.2. = Les Trichothécénes
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3.2.1. = Sources

AR B

Un ou plusieurs des trichothécénes ont &té isolées de souches
des espéces de Fusarium suivantes : F. episphae, F. lateritium, F. nivale,
F. oxysporum, F. rigidisculum, F. solani, F. roseum et F. tricinctum. En
outre, des espéces de Cephalosporium, Myrothecium, Trichoderma et Stachy-

botrys se sont révélées productrices de trichothécénes (3).

. 1
3.2.2, = Présence dansg 1'environnement
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Plus de 30 dérivés trichoth&céniques ont été isolés dans des cul-
tures fongiques mais, jusqu'd présent, seuls 4 d'entre eux ont &€té identi-
fiés 4 1l'état de contaminants naturels dans des denrées alimentaires et de
plus occasionnellement. Ces quatre.dérivés sont : la toxine T-2, le niva-
1énol, le désoxynivalé&nol (vomitoxine) et le diac&toxyscirpénol. Le tableau
suivant donne les différentes denres dans lesquelles furent décelées ces

4 toxines (3).

Compos és Cone. (ug/mg) Denrées RE.
Toxine T-2 2 Mais 100
Toxine T-2 25 Orge 101
Toxine T-2 0,076 Mélange alimentaire pour 102

animaux
Nivalénol Non indiquée Orge 103
Désoxynivalénol 7,3 Orge 103
Désoxynivalénol non mesurée Mais 104
Désoxynivalénol 0,1 - 1,0 - 1,8 Mais (3 échant.) , 102
Désoxynivalénol 1,0 - 1,0 - 0,06 Mélange alimentaire pour 102
animaux (3 &chant.)
Diacétoxyscir- 0,38 - 0,5 Mélange alimentaire pour 102
pénol animaux (2 &chant.)

Aucune de ces toxines n'a &té trouvée dans des denrées d'origine animale.
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CONCLUSTION

Les mycotoxines, &laborées par diverses souches fongiques ont &té
détecté@es en tant que contaminants naturels, dans diverses denrées alimen~—
taires d'origine végétale, et méme d'origine animale en ce qui concerne les
aflatoxines et les ochratoxines. On est en droit de se demander quelle est ’
la cause de la synthése de ces mycotoxines par certaines souches fongiques ?

Et aussi quels sont les facteurs dominants agissant sur cette biosynthése ?



CHAPITRE II

BIOSYNTHESE DES MYCOTOXINES

INTRODUCTION

Le développement de techniques précises de 1'analyse (molécules
marquées au 14C et au 13C) ainsi que 1'utilisation de mutants .bloqués d'es-
péces fongiques et de systémes de cellules libres, ont permis de faire avan-
cer la compréhension de la biosynthé&se des mycotoxines par les espéces fon-
giques concernées., Les grandes étapeé de 1a biosynthése des aflatoxines,
ochratoxines, zéaralénone et tfichothécénes ont &té élucidées. Les conditions
naturelles favorables & la production des mycotoxines ont &té &tablies et
les recherches se poursuivent en laboratoire sur divers facteurs pouvant in-—

fluencer cette production.

I - LES AFLATOXINES
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1.1.1. - Conditions naturelles
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De vastes études menées dans des conditions strictement contrdlées
ont &tabli que, pour la croissance d'Aspergilius flavus et la production
d'aflatoxines, la limite inférieure de 1'humidité du substrat est celle de
1'8quilibre avec une humidité relative de 85 7 (c'est—3-dire une activité
aqueuse (aw) de 0,85) (105, 106). Les températures minimale, optimale et ma-
ximale pour la production d'aflatoxines sont réspectivement de 12°, 27° et

40-42°C (106).

Ayant 8tudié l'influence de l'activité aqueuse et de la températu-—
re sur la croissance de A. flavus et de A. parasiticus et sur leur production
d'aflatoxines, Northolt et al. (107, 108) ont conclu qu'au~deésous d'une ac~
tivité aqueuse de 0,83 et d'une température de 10°C, il ne se formait pas

d'aflatoxines B, en quantité décelable.
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La figure | montre les conditions maximales et minimales de a et
de tempé&rature pour la croissance de 4. flavus et de A. parasiticus et la
production d'aflatoxines. D'apré@s ces résultats, l'aflatoxine B] peut Etre
produite & des conditions de a_ et de température qui sont proches du mini-

mum de a et de température pour la croissance fongique.

Fig. 1 : L'influence de 1'activité aqueuse (aw) et de la température sur la
croissance et la formation d'aflatoxines pour 4. flavus et 4. parasiticus

(107).

Espéces fongiques

1. Aspergillus flavus Croissance Production

fongique

d'aflatoxines

2. Aspergillus parasiticus

| |
0 10 20 30 0 10 20 30

! i 0.80

_ Température (°C)
1.1.2. - Conditions de laboratoire
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De nombreux travaux ont &té entrepris sur 1'influence de divers
facteurs (par exemple, le milieu, la température,les oligo-&léments, les in-
secticides) sur la croissance fongique et la production d'aflatoxines. Ces
travaux sont trés importants, car ils permettent de connaltre les conditions
favorables ou non & la production des aflatoxines, dans un but pratique qui
est de limiter au maximum les risques de contamination fongique et de pro-—

duction d'aflatoxines dans certaines denrées alimentaires.

1.1.2.1, — Influence du milieu, de la tempé&rature, de la lu-
miére, de 1l'oxygéne, des oligo—&léments sur la croissance fongique et la pro-

duction d'aflatoxines.

Les résultats des expériences faisant intervenir ces divers fac-

teurs sur la production d'aflatoxines sont donnés dans le tableau suivant :

Croissance , . .
Facteurs fongique Production d'aflatoxines RE.
Sources de carbone : Ribose, Xylo- Induction de la production 109
se, Glucose, Fructose, Sorbose,
Mannose, Galactose, Maltose, Su-~
crose, Raffinose, Glycérol
Milieu Czapeck : addition de sac- Effet favorable sur la produc~ 110

charose, glucose, galactose tion
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En milieu de base contenant du sul-
fate d'ammonium comme source d'a-
zote, pl optimum = 4,5 ; source de
carbone : fructose, maltose

La production d'aflatoxines 111
est plus élevée pour le malto-
se que pour la fructose

Milieu Czapeck : additions de cer- Effet favorable sur la produc~ 110
taing acides aminés (méthionine - tion

glutamine) ou d'acides organiques

(acide malique - acide glutamique)

Lactose, acide lactique, pyruvate Pas d'induction de la produc- 109

de sodium, acide oléique, acide
citrique, acétate de sodium, a-
méthyl-D-glucoside, 3-0-méthyl-
D~glucoside, cAMP, cGMP

tion d'aflatoxines

Milieu Czapeck : addition d'huiles
(arachide, ricin, olive, lin)
addition d'acides lauriques, myris-
tique, palmitique, arachidique,
béhénique, lignocérique

Pas d'induction de la produc~ 110
tion

Milieu : poudre de riz (5 % p/v) +
"corn steep" (4 % p/v).pH initial
=-4. Température = 25°C. Incuba-
tion de 6 jours.

Production maximale d'aflatoxi- 112
nea obtenue par A. flavus
(2575 pg/ml)

pH = 3 ou pH = 1], température Inhibition Iphibition de la production 712
d'incubation < 20°C ou » 40°C

Souches d'A. flavus et d'4. pa- Pas de production 113
rastticus : température < 7,5°C .

ou » 40°C

Souches d'A. flavus et d'A. pa- Croissance Production d'aflatoxines 13
rasiticus : température : 22°C

A. flavus en culture stationnai- Taux maximum d'aflatoxine B 111

re dans 1l'obscurité a 30°C

apré@s le 8éme jour d'incuba%ion

Aspergillus flavus pH = 5 Production maximale (pH opti.) 115
pil = 7 Praduction relativement élevée
pH = 9 Diminution significative
£t°C = 20°C Productionmaximale (¢°Coptim.)
t°C = 30°C Production relativement &levie
£°C = 40°C Production tr&s basse :
30 %Zd'bhumidité relative, pH =5, Production la plus élevée
t°C = 20°C (5,093 ppm)
63 7 d'humidité relative, p =9, Production la plus faible
£°C = 40°C (2,197 ppm)
Aspergillus parasiticus sur du pain Aucune production 116
complet
Aspergillug parasiticus : 30°C + Aucune production 117
lumiére continue
Aspergillus parasiticus : 118

15°C + lumiére continue Aucune
15°C + obscurit@ Faible
35 ou 40°C + lumi&re continue Bonne
35 ou 40°C + obscurité Bonne
20 ou 25°C + lumiére continue Moyenne
20 ou 25°C + obscurité Moyenne
30°C + lumiére continue Bonne
30°C + obscurité Bonne

Aucune production

Aucune production

Aucune production

Aucune production

Production+ élevéequ'a 1'obsc.
Production d'aflatoxines
Production élevée (522 ug/50 ml)
Production optimale observée
(625 ug/50 ml)




Trés basse tension d'oxygéne Croissance
Traces d'air + vitamines B

Traces d'air + extraits de levures
Milieusans vitamine B + flux d'azote

Pas de courant gazeux dans le milieu

Acide formique neutralisé avec de Croissance

Production d'aflatoxines 119
Augmentation de la production
Augmentation plus rapide par
rapport & celle avec vitamine B
Productionbasse mais encore
considérable

Pas de production

Augmentation de la production
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1’ ammoniacgue

Acide formique non neutralisé Croissance Faible formation d'aflatoxines
trés lente

Milieu sans flux gazeux + enrichis- Pas de production

sement en €0y + Vitamines B

Milieu sans flux gazeux + enrichis-

sement en COyp + Vitamine B + Acide

formique

Méme milieu que précédemment +

arrivée d'un flux gazeux

Production de petites quantités
d'aflatoxines

Augmentation de la preduction

Aspergillue flavus : milieu sucro- 120
ge-nitrate ~ gels )

Addition de zinc (5 ng/ g), fer (2 ug/
g) et magnésium (100 ug/ g)

Si on ajoute du magnésium (1 pg/ g)

Production normale

Interférence faible sur la pro~
duction

Exigence du zinc pour une pro— 121
duction maximale

Milieu + zinc

Milieu + zinc + fer Pas d'augmentation constatée 121
8l

Milieu synthétique ; glucose, ammonia— 122,123
que, sels

Suppression de zinc (2 pg/g) du milieu Réduction de la production

A. flavus + milieu de germes de mais :

5 & 10 yg de manganése, de cuivre, de
cadmium ou de chrome/g de germes.
Addition de plomb ou de zinc (50 &

250 ng/g)

Addition de 25 pg de cadmium ou de 500 g
de cuivre/g de germes

Augmentation de la production 124
Augmentation de-la—production

Diminution de la production.

Baryum (! ppm) Pas d'effet Inhibition compléte de la 125
sur la crois~ production
sance

D'apré&s tous les résultats &noncés dans ce tableau, plusieurs con-
clusions peuvent &tre établies :
~— Influence de la composition du milieu ol se développe la moisissure sur
la production d'aflatoxines : certains sucres sont plus favorables que d'au-
tres (glucose, saccharose, maltose) ainsi que certains acides aminés ou or-
ganiques. Par contre, aucune toxinogénése n'a &té trouvée avec différentes
huiles et des acides gras saturés. Les vitamines B augmentent la production
d'aflatoxines, méme dans des conditions dé&favorables (basse tension d'oxygé-
ne). Des extraits de levure ou de pomme de terre contenant des vitamines B
augmentent plus rapidement la production d'aflatoxines que les soluﬁions pu~
res de vitamines B.
D'aprés les résultats obtenus (119), 1'acide formique est un facteur trés
important. En effet, 1l'acide formique neutralisé par 1'ammoniaque (s'il ne
1'est

pas, le pH du milieu tombe & I, ce qui est défavorable & la produc-
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tion d'aflatoxines) augmente la croissance fongique et la production de to-
xines. De plus, il a &té observé la production de faibles quantités d'afla-
toxines lorsqu'il est introduit dans un milieu non compatible avec la produc-—
tion de toxines (milieu & atmosphére enrichi en C02 avec absence de flux ga-
zeux). Ceci laisse donc supposer un rdole primordial de 1'acide formique au
niveau de la production d'aflatoxines. L'influence des oligo&léments sur la
production des aflatoxines est importante et 1'exigence du zinc pour une
production maximale de toxines est bien &tablie.
— Influence du pH du substrat : & ce sujet, les rapports se rejoignent, don-
nant un pH optimum pour la production d'aflatoxines voisin de 4 - 5.
— Influence de la température et de 1'humidité relative : il semble que la
température optimale soit comprise entre 20 et 30°C pour les souches d'A.
flavus et d'A. parasiticus utilisées. Une humidité& relative voisine de 30 7
favorise grandement la production d'aflatoxines mais le manque de rapports
a4 ce sujet ne permet pas de confirmer ce résultat.

Il est 3 noter deux rapports de travaux sur 1l'influence de cycles

de température sur la production d'aflatoxines B] et G] par Aspergillus para-

stticus (126, 127). Shroeder et Hein (126) rapportérent que la température
variant de 20 & 40-50°C diminuait la production d'aflatoxines mais augmen-—

tait la production d'aflatoxine B, par rapport a& G,. Par contre, la tempéra-—

1 1
ture variant de 26,6°C a 10~20°C n'affectait pas la production d'aflatoxines,

~

la production d'aflatoxine B, par rapport 3 G, restant la méme. Récemment,

1 1
Lin et al. (127) ont repris ces travaux et les résultats sont les suivants :

- les cultures soumises A une température variant de 33 i 25°C augmentent

leur production d'aflatoxine B, en comparalson avec les cultures mises & une

1
température constante de 25°C, et augmentent aussi leur production d'aflato-

~

xine G, en comparaison avec les cultures mises & une température constante
de 33°C.
- le cycle de température allant de 33 & 15°C favorise 1l'accumulation d'afla-

toxine Bl;
~ le cycle de température allant de 25 & 15°C, de méme qu'une période i la

température constante de 25°C, favorisent la production d'aflatoxine G Il

1

a été observé que la production d'aflatoxine G, &tait proportionnelle 3 la

1
période d'incubation a 25°C.

Lin et al. supposent que le syst@me enzymatique responsable de la conversion
de 1'aflatoxine B, en G est plus efficace 4 25°C qu'a 33°C.

— Influence de la lumidre : le facteur lumidre associé a la température a

&té 8tudié, et ce facteur influence d'une manidre non négligeable la produc-
>
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tion d'aflatoxines qui a &té trouvée maximale dans les conditions d'obscu~—
rité et a 30°C.
-~ Influence de la composition de 1'air : Il a &€té observé que la croissan-
ce fongique avait lieu ainsi que la production d'aflatoxines dans des con—
ditions de tré&s basse tension d'oxygéne, et méme en milieu anagrobie avec
flux d'azote. Vollbrecht et El Nawawy (128) consid&rent que le développement
fongique et la sécrétion de toxines par la fermentation est le moyen utilisé
par les microorganismes pour ré&pondre aux limitations de l'approvisionnement
en oxygéne.

Par contre, on n'a pas observé de production d'aflatoxines dans
un milieu favorable (contenant des vitamines B) ol ne passe aucun flux ga—

zeux (ni oxygéne, ni azote) mais oli l'atmosphére s'enrichit en CO Ceci mon-
s P

90
tre bien la primordialité d'un flux gazeux pour la production d'aflatoxines

et 1'influence négative d'une atmosphire riche en CO, sur cette production.

2
Il convient de souligner la difficulté de tirer des conclusions
fiables, 4 partir de toutes ces expériences du fait de la diversit@ des sou-
ches d'A. flavus et d'A. parasiticus utilisées, ne réagissant pas de la méme
fagon sous les mémes conditions de culture. De plus, du fait du nombre impor-—
tant des facteurs influengant la croissance fongique et la production de mé-
tabolites toxinogénes, il est difficile de pouvoir les fixer dans les condi~

tions d'expérience, afin de voir l'influence d'un seul de ces facteurs.

Tout ceci améne parfois & des résultats contradictoires. Ce sont
les cas de 1'influence du fer (120, 121), de 1'influence de la lumiére (116,

117, 118) sur la production d'aflatoxines.
1.1.2.2, - Influence d'un milieu compétitif

Quelques travaux se sont portés sur 1'influence de certains micro-
organismes, placés dans le méme milieu de culture avec Aspergillus flavus ou
Aspergillus parasiticus, sur leur croissance fongique et leur production
d'aflatoxines. Une inhibition de la croissance fongique et de la production
de toxines a &té observée avec certains microorganismes (par exemple : Rhizo-—
pus nigricans, Saccharomyces cerevisiae). A 1l'inverse, une stimulation fut

observée avec Acetobacter aceti.

Ces résultats montrent la grande variabilité de la production d'a-
flatoxines par 4. flavus et A. parasiticus dans un environnement compétitif,
méme lorsque le substrat est favorable & la croissance fongique et & la pro-
duction d'aflatoxines. Le tableau suivant résume les diverses &tudes expéri-

mentales faites 3 ce sujet.
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Influence de certains microorganismes sur la croissance d'4d. fla-

vus et A. parasiticus et sur leur production d'aflatoxines.

Facteurs 6;01ssance Production d'aflatoxines REf.
ongique
Aspergillus parasiticus
Substrat favorable 129
- Rhizopus nigricans Inhibition Inhibition de la production
- Saccharomyces cerevisiae Inhibition Inhibirion de la production
~ Brevibacterium linens Faible inhi~ Faible inhibition de la produc-
bition tion
- Acetobacter aceti Stimulation Stimulation de la production
Aspergillus flavus + Diminution de 27 % de la produe- 115
Bacillus subtilis tion d'aflatoxines par rapport
t°C = 20°C, HR = 30 % & celle avec 4. flavus seul

1.1.2.3. =~ Influence des insecticides et autres molécules

Divers insecticides et herbicides ainsi que d'autres molécules
(dérivés de 1'acide benzoique) ont été expérimentés pour déceler une influ-
ence possible sur la croissance fongique d'4. flavus et A. parasiticus et
leur production d'aflatoxines. La plupart des insecticides examinés, & une
certaine concentration, inhibent la production d'aflatoxines (Naled, Landrin,
Sevin), parfois d'une mani&re compléte (Dichlorvos). L'aflatoxine B] a été
trouvée la plus résistante aux insecticides, suivie par la Gl’ G2 et B,, res-
pectivement (130); Toutefois, certains insecticides (Dursban, Nellite) et
herbicides (type Pyridazinone) ont un effet stimulateur sur la production
d'aflatoxines. A ce sujet, Draughon (131) souligne que certains insecticides
actuellement appliqués sur les récoltes, pouvaient stimuler la croissance
fongique et la production d'aflatoxines par Aspergillus spp. En 1979, des
chercheurs en Caroline du Sud trouvérent que le mais, sur lequel de la Lasso
Atrazine et du Sutan avaient &té pulvéris@s, avait une incidence de contami~
nation par les aflatoxines de 75 % tandis que le mals qui n'avait pas recu de

pulvérisation avait une incidence de 30 Z (132).

Du fait de leur inhibition importante sur la croissance fongique
et sur la production de toxines, certaines molécules, dérivés de 1'acide ben-
zoique, telles que le méthylbenzoate, 1'éthylbenzoate, pourraient €tre utili-
sées en tant que fongicides, spécialement contre la croissance de souches
aflatoxinogénes d'Aspergillus, sous réserve de 1'absence de toxicité des ré-

sidus aromatiques (133).

La caféine et la théophylline sont des inhibiteurs effectifs de
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la production d'aflatoxines, expliquant 1'absence d'accumulation de ces to-

xines sur les féves de cacao aux cours de conditions naturelles (134). Du

fait que le groupe des méthylxanthines inhibe 1'activité de la phosphodiég-

térase, enzyme qui catalyse 1'hydrolyse de 1'AMP cyclique, cela laisse sup-

poser que la biosynthé&se des aflatoxines est influencée par la concentration

de 1'AMP cyclique a 1'intérieur de la cellule fongique (135). Le tableau

suivant rassemble les résultats de divers insecticides, herbicides et autres

molécules sur la croissance fongique et la production d'aflatoxines.

Facteurs

Croissance
fongique

Production d'aflatoxines RE.

Adspergillus flavus

Dichlorvos & 10 ug/ml dans un milieu
Dichlorvos & 20 pg/ml sur du riz, mais,

blé et cacahuétes

136
Inhibition compléte
Inhibition importante

Aspergillus parasiticus en milieu 130
liquide :
Insecticides : Naled-Dichlorvos- Inhibition significante, & plus
Landrin-Sevin-Pyrethrum-Malathion~ de 95 Z pour le Naled et le
Diazinon & 100 ppm (100 pg/ml) Dichlorvos :
Naled-Dichlorvos~Sevin-Landrin- Inhibition significante, & plus 130
Pyrethrum & 10 ppm (10 ug/ml) de 95 % pour le Naled et le
Dichlorvos
Aspergilius flavus : 131
Ingecticides : Dursban Augmentation en milieu liquide
Nellite Augmentation en milieu liquide
Dicrotophos Augmentationde Aucune influence
43 7
Tolnaftate : 10~100 pmoles Forte inhibition 137
A, flavus et A. parasiticus : Production plus &levée pour
A. parasiticus
Herbicides type Pyridazinone Aucun effet Production plus basse pour 132
A. flavus
A. flavus et A. parasiticus 133
Dérivés de 1'acide benzoique : Réduction Réduction de la production
méthylbenzoate, &thylbenzoate,
trans—-cinnamaldéhyde, acide sali-
cylique, acide trans—cinnamique
Acide anthranilique Stimulation 133
A. parasiticus :
Acide parsaminobenzoique ¢ | mM Aucun effet 138
Acide paraaminobenzoique : 10 mM Inhibition de 74 Z de la produc-
tion d'afl, B et G
Acide paranitrosalieylique : 1 mM Stimulation de la production
d'afl. B (26 7) et de G (8 %)
Acide paranitrosalicylique : 10 mM Inhibition de 88 Z de la produc-
tion d'afl. B et G
Acide paranitrobenzoique : | mM Stimulation de la productionde 207
Acide paranitrobenzoique : 10 mM Inhibition compléte
Acide anthranilique ; 10 mM Inhibition de 85 7%
Acide salicylique : 1 mM Inhibition de 38 %

A. parasiticus et A. flavus en
milieu liquide :

Acide propionique : 4 ou 8 ug/ml
Violet de cristal : 4 pg/ml
8 ug/ml

Propionate de calcium : 5 ug/ml

10 ug/ml

Propionate de sodium : 5 pg/ml
10 ug/ml

Inhibitiona 1007
Faible inhibition
(7 %)

Forte inhibition
(83 %)
Stimulation (8 %)
Faible inhibition
3 %)
Stimulation (5 %)

Aucun effet

139

Inhibition 4 100 %
Faible inhibition (12 %)

Torte inhibition (71 %)

Faible inhibition (17 2)
Faible inhibition (11 %)

Stimulation (4 %)
Faible inhibition (2,5 %)
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Cuivre (sulfate de cuivre) : 139
50 ug/ml Faible inhibition Inhibition (48 %)
(7 %)
100 pg/ml Faible stimulation TInhibition (54 %)
(2,5 %)
A, parvasiticus : 135
caféine 3 0,5 mg/ml Inhibition (18 %) Iphibition & 86 7
1,0 mg/ml Inbhiibition (84 Z) Inhibition & 96 %
2,0 mg/ml Inhibition (83 Z) Inhibition & 100 %
théophylline : 2,0 mg/ml Inhibition (14 Z) Aucun effet
4,0 mg/ml Inhibition (13 %) Aucun effet
8,0 mg/ml Inhibition (20 %) Inhibition & 54 %

L'utilisation de mutants bloqués d'dspergillus flavus et parasiti-
cug, d'inhibiteurs métaboliques (en particulier 1'insecticide organophospha-
te Dichlorvos (140)), de précurseurs marqués au 140 et au 13C et de systémes
de cellules libres sont les approches expérimentales majeures pour 1'identi-
fication des intermédiaires dans la biosynthése des aflatoxines (143,144).
L'hypothése d'une voie polycétide comme voie de biosynthése de certains mé-
tabolites fongiques fut proposée pour la premiére fois par Birch et Donavan
(141) et reprise plus tard par Birch (142) pour expliquer la biosynthése des

aflatoxines , ces molécules &tant des monacé&tides.

Actuellement, les étapes générales de la biosynthé&se des aflatoxi-
nes ont été bien &tablies et sont données dans la figure 2. La voie de bio~—

synth&se de l'aflatoxine B, comprend les séquences suivantes :

1
acétate - intermédiaire polycétide hypothétique -+ acide norsolorinique -
averantine + averufine - acétate versiconal hémiacétal -+ versicolorine A -+

stérigmatocystine - aflatoxine B, (143, 144).

1

Fig. 2 : Biosynthése de 1'aflatoxine B.l par la voie des polycétides.

ACETATE w—————emeonmmiom INTERMEDIATRE POLYCETIDE HYPOTHETIQUE
OoH O OoH O OH OH

oH O
— U — 0
HO OH HO OH
: O 0

ACIDE NORSOLORINIQUE AVERANTINE

OH O OH 0O OH
I T 2 i
St s O )J\
HO (0] CH:3 HO 0] OH O
O O

AVERUFINE ACETATE VERSICONAL HEMTACETAL
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o
3HCO o

STERIGMATOCYSTINE

3HCO O

AFLATOXINE Bl

En ce qui concerne 1'aflatoxine B2, des travaux de marquage réa-
lisés par Heathcote et al. (145) indiquent une interconversion entre 1l'afla-

toxine Bl et B2. Toutefois, certains rapports scientifiques notent que cer-

taines souches d'Aspergillus flavus accumulent 1'aflatoxine By, & 1'exclu~

sion de l'aflatoxine B1 (146), débouchent sur 1'é&vidence que la voie de bio-

synthése de ces deux toxines peut diverger. Elsworthy et al. (147) montrent
1'incorporation de 140 du groupement O-méthyl de la dihydrosterigmatoxystine

dans 1'aflatoxine B, mais pas dans la B, d'dspergillus parasiticus. Pour ex—

1
pliquer ce fait, Maggon et al. (148) ont proposé une voie pour l'aflatoxine
B2 par le versiconal, la versicolorine C et le 5-hydroxydihidrosterigmato-

cystine., Actuellement, les travaux sur l'aflatoxine G, concluent que cette

1
toxine dérive de 1l'aflatoxine Bl par oxydation (143).

Il est & souligner que beaucoup de détails manquent dans la bio-
synthése des aflatoxines. Mais il est & espérer que les travaux ultérieurs
faits dans ce domaine permettent une meilleure compréhension des diverses

étapes de cette biosynthése.A

IT ~ LES OCHRATOXINES

i et e e st Bt oAb i e i i S ot S . 2 St Tt ot e S, i i, T, S 1 ek M i e i O P B

Les deux facteurs primordiaux influengant la production des ochra-
toxines par certaines souches d'Aspergillus et de Penicillium sont la tempé-
rature et l'activité aqueuse (aw). Au cours d'études sur la production d'o~
chratoxine A par Aspergillus ochraceus, la température optimale a &té trou—

vée comprise entre 20° et 30°C (149). La production maximale a é&té observée
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a 30°C, 1'activité aqueuse (aw) gtant de 0,953 (soit 39 7 d'humidité relati-

ve). A température moindre, par exemple & 15°C, 1'humidité doit &tre supé-

rieure (aw = 0,997, soit 52 7% d'humidité relative).

Le genre Penicillium comprend des espé&ces psychrophiles ; en &tu—
diant 1'influence de faibles tempé@ratures d'incubation, on s'est apergu que
les souches de Penicillium viridicatum sont capables de produire de 1'ochra-
toxine A entre 5° et 10°C (150). Cela explique les fortes contaminations par
les ochratoxines observées sous les climats froids, principalement dues &

des souches de Penicillium.

Northolt et Van Egmond (107) ont examiné r&cemment la croissance
et la production d'ochratoxine A par certaines espéces fongiques (Aspergil-
lus et Penictillium) sous les conditions maximales et minimales d'activité
aqueuse (aw) et de température pour lesquelles la croissance fongique a lieu
avec possibilité de production d'ochratoxine A. Les tableaux suivants résu-

ment ces travaux (fig. 3).

Production
d'ochratoxine Al

Croissancef
fongique

Espéces fongiques

1. 4. ochraceus

2. P. verrucosum
var. cyclopium

3. P. verrucosum

var. Verrucosun

1
0 10 20 - 30 0 10 20 30

Temperature (°C}

Fig. 3 : L'influence de 1'activité aqueuse (aw) et de la température sur la

croissance et la formation d'ochratoxine A par quelques espéces fongiques (107).

“L'ochratoxine A est produite dans une gamme plus petite d'activité aqueuse

et de température, par rapport & celle de la croissance des espéces fongi-

ques.

2.2. - Biosynthése des ochratoxines

La synthése des ochratoxines passe par la voie des polycétoaci~
des comme les aflatoxines et la zéaralénone (Fig. 4). Bri&vement, le schéma
comprend la formation d'un pentacétide 3 partir d'acétylCoA et de malonylCoA,
sa cyclisation et son aromatisation en une isocoumarine (la melleine), puis

méthylation et oxydation en d&rivé carboxylé qui est chloré (on obtient



Fig. 4 :
(1) Synthése de la phospho ochratoxine o par ta voie aes polycétoacides
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Biosynthése des ochratoxines.
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4
1'ochratoxine a) avant de subir une acylactivation pour la réaction avec

1'ester &thyl de la phénylalanine, la phénylalanine provenant de la voie de
1'acide shikimique. L'ochratoxine A est considérée comme le produit final de
la biosynthése. Pratiquement aucune &tape n'a &té demontrée d'une maniére

satisfaisante malgré 1'assurance avec laquelle elles sont décrites.

I1 est a noté que le schéma pfésenté n'inclue pas la 4-hydroxy-
melleine ou la 4-hydroxyochratoxine A qui ont été isolées de souches ochrato-
xinogénes. Toutefois, le schéma est suffisamment flexible pour incorporer
une réaction d'addition du groupement hydroxy durant ou aprés la cyclisation
en melleine, qui resterait intact durant la ré@action de synth&se de 1'ochra-

toxine A (151).
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IIT ~ LA ZEARALENONE

Le genre Fusarium nécessite pour son développement une activité
aqueuse supérieure a 95 7% (99). Une période de basse température ou alternée,
temp@rature modérée~ température basse, est nécessaire pour la production
de toxine. Schroeder et Hein (152) rapportent que leur isolat de Fusarium
roseum produit plus de zéaralénone 4 25°C pendant 6 jours, suivis par 13

jours a 10°C.

Les souches fongiques produisent naturellement des concentrations
maximales de z&aralénone lorsqu'elles croissent i des températures basses,
par exemple 10~14°C. Toutefois, il j a quelques souches qui produisent d'a—
bondantes concentrations de zéaralénone 3 une tempé&rature normale. De plus,
la plupart des souches fongiques produisent seulement des concentrations ma-
ximales de cette toxine lorsqu'elles croissent sur un milieu solide, par

exemple le riz et le mais, mais pas dans un milieu liquide défini (153).

3.2. - Biosynthése de la zéaralénone

Des travaux de dégradation avec des atomes de carbone marqué au
]4C, 1'utilisation du,IBC—RMN, ainsi que du spectromé@tre de masse, ont per-
mis d'@lucider la biosynthé&se de la z@aralénone par les espéces fongiques
concernées. 11 apparait clairement que la molécule entiére de la zéaralénone
est dérivée de 9 unités d'acétate par une réaction de condensation téte

contre queue ("head to tail') (fig. 5).

Schéma de la biosynthése de la zéaralénone.

Squelette formé de 9 Zéaralénone
unités d'acétate

L . . , P
Lieberman (154) trouve que le ]‘COZ est rapidement fixeé et incorpore (en 3

: s - 13
minutes) dans la molécule de zéaralénone. D'autres expériences ou le CO2

est utilisé, montrent que 1'un des produits de fixation du CO2 est 1l'acide
13
malique. Les analyses par spectrométrie de masse montrent que 17 Z du CO2

est incorporé dans la molécule de malate par le carbone 4 de 1'acide malique.
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Fusayium culmorum est capable de fixer le C0, par les enzymes,
phosphoénol pyruvate carboxykinase et pyruvate carboxylase, comme cela a &té
démontré par Larmour et Marchant (155). La fixation du 002 par les espéces
fongiques est un phénoméne courant et la concentration de 002 fixé est ap-
préciable. Fusarium roseum, comme Fusarium ciulmorum, fixent aussi le CO2
probablement grice aux mémes systémes enzymatiques. Ces deux enzymes fixent
directement le CO2 sur 1'acide oxaloacétique. Aprés fixation sur l'acide
oxaloacétique, Mirocha et Pathre (156) pensent que la mol&cule est rapide-
ment convertie en acide malique, d'une manid@re réversible, par 1'enzyme ma-
late deshydrogénase. L'acide malique peut €tre décarboxylé en CO2 et acétate

par 1l'enzyme malicase, et ensuite, trouve sa place dans la molécule de zéa-

ralénone par la voie des polycétoacides.

IV -~ LES TRICHOTHECENES

En général, la synth&se de divers trichoth&cénes par le genre Fu~—
sarium a lieu aprés production d'une masse suffisante de mycélium, obtenue
ad température ambiante qui est favorable & la croissance fongique, suivie
par une incubation & basse temp@rature ou par des conditions de stress. Les
températures variant de 0°C & 15°C semblent donner la plus grande concentra-—
tion pouvant aller jusqu'a 10 000 ppm de toxine (concentration basée sur le

poids sec du substrat).

De plus, le milieu de culture intervient dans la production des
trichothécénes, le milieu solide, riz ou mais étant favorable. Ces toxines
sont aussi produites & température normale dans un milieu liquide mais les

concentrations sont faibles (157).

Le groupe des trichothé&cénes comprenant une quarantaine de molécu~
les différentes mais ayant le méme noyau, ]2,I3mépoxy—A9—trichothécéne, la
biosynthése de ce noyau sera traité par 1l'exemple de la trichothécine, qui
est la premigre toxine du groupe des trichothécénes a avoir &té isolée

(Fig. 6) (158).
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En résumé&, la biosynthése de la trichothécine comprend les séquen-
ces suilvantes :
3 acides mévaloniques - farn&sylpyrophosphate -+ trichodiéne » 12,13-&poxy-
trichoth&c~9~éne » trichodermol - 12,13-&poxy-4B,8a~dihydroxytrichothéc-9-
éne » trichothécolone -+ trichothécine.
I1 a bien &té &tabli que le squelette trichothécéne est formé de 3 molécules
d'acide mévalonique par la voie usuelle de la biosynthése des lipides in-
cluant isopentényl, géranyl et farnééyl pyrophosphate. La chafne ouverte du
i squelette farnésyl se cyclise pour former la molécule parente des séries des
trichothécénes, le trichodiéne. La structure du trichodiéne a &té démontrée

par Nozoe et Machida (159).

En ce qui concerne la formation du trichodiol i partir du tricho-
diéne, le mécanisme n'a pas &té prouvé bien qu'il soit tentant de suggérer

la formation d'hydropéroxyde en C11 comme intermédiaire fugace.
CONCLUSTION

Bien que les &tapes générales de la biosynthése des diverses myco-
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toxines soient maintenant &tablies, certaines restent encore hypothétiques

et demandent 3 &tre confirmées au cours d'études ultérieures.

La signification ou 1l'avantage de la biosynth&se des mycotoxines
vis 4 vis de la physiologie et de la reproduction des espéces fongiques to~
xinogénes restent obscurs : pourquoi ces souches produisent-elles ces toxi-
nes ? On s'est beaucoup interrogé sur le rdle exact que pouvailent avoir les
mycotoxines dans la vie du champignon. Synth&tis&es au cours de 1‘idiophase;
les toxines sont des métabolites secondaires non indispensables & la vie de
la cellule. Elles n'ont pas une fonction de matériel de réserve pour le mi-
croorganisme puisqu'elles sont rarement métabolis&es et ne sont pas des pro-
duits de déchets du métabolisme cellulaire puisqu'elles n'apparaissent pas
au cours de la trophophase. L'hypothése la plus vraisemblable est qu'elles
jouent le rdle de "valve shunt" (produits de débordement). Cela suppose,
évidemment, qu'en dépit des mécanismes de contrdle et de régulation, les cel-
lules fongiques en fin de trophophase se trouvent exposées 4 la mort en fonc-
tion d'une accumulation importante de précurseurs de base (ac&tate, malonate,
pyruvate et acides aminés) non utilisés en raison de l'arrét de croissance ;
la cellule parviendrait 3 dévier son métabolisme et & synthétiser des méta-

bolites secondaires, sorte de voie de détoxification pour la moisissure (2).

Les étudesportant sur les facteurs favorables & la production des
mycotoxines ont permis de connaltre les conditions nécessaires i cette pro-
duction. En jouant sur ces facteurs, les risques de contamination de certai-
nes denrées alimentaires peuvent 8tre minimisd@s. Lorsque ces toxines sont ac-—
cidentellement absorbées par 1'animal ou 1'homme, elles subissent une métabo-—
lisation et provoquent un certain nombre d'effets : c'est ce qui fait 1'ob-

jet du chapitre suivant.
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CHAPTTRE IIT

METABOLISME DES MYCOTOXINES

INTRODUCTION

L'étude de 1'absorption, de la distribution tissulaire, de la mé-
tabolisation et de 1l'excrétion des mycotoxines chez diverses espéces anima-
les a permis de comprendre les effets toxiques provoqués par ces métabolites

fongiques au niveau de certains organes.

Ces études du métabolisme se basent sur des observations faites
lors d'intoxications naturelles chez 1'animal et parfois chez 1'homme, mais
surtout sur des observations faites lors d'intoxications expérimentales chez

1'animal pour ensuite extrapoler ces résultats a 1'homme.

I - LES AFLATOXINES

D'aprés toutes les observations concernant ce sujet, la voie d'ab-
sorption majeure des aflatoxines chez les animaux et chez 1'homme, est celle
du tractus gastro—intestinal par ingestion de denrées alimentaires contami-

nées.

Il a été signalé des cas d'exposition respiratoire aux aflatoxines

(3), mais des renseignements plus précis manquent i ce sujet.

1.2, = Distribution tissulaire
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1.2.1. = Etude chez 1'animal
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Chez 1'animal, la distribution tissulaire a &té &tudiée avec de
1'aflatoxine Bl a4 noyau marqué par 14C. Wogan et son équipe (160) ont injec-
t& une dose intrapéritondale de 0,07 mg/kg p.c. 4 un rat. 24 heures aprés
cette injection, le rat avait retenu environ 20 7 de la radioactivité admi-

nistrée. La concentration maximale a &té relevée dans le foie, ol était ras-
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semblée une radioactivité &quivalente # celle de tout le reste de la carcas—

gse (= 5~8 Z du ]40 total récupéré).

Toutes les autres expériences faites dans ce domaine soulignent la
prédominance de la fixation de la radicactivité au miveau du foie. Des rési—
dus radioactifs ont &té aussi détectés au niveau des reins, des tissus mus—

culaires et adipeux (161, 162).

1.2.2. - Etude chez 1'homme
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Des taux &levés d'aflatoxines ont &té décelés chez des sujets at~—

teints de cancer du foie ou d'affections hépatiques diverses (3).

1.3. - Transformation et activation métaboliques

A une exception prés, toutes les biotransformations primaires de
1'aflatoxine B1 impliquent sa conmversion en métabolites hydroxylés dont un

seul, l'aflatoxine M,, est appréciablement toxique par voie orale. 3 points

1 >
importants régissent la transformation et 1'activation mé&tabolique des afla-
toxines :

a) Ces molécules sont des dérivés de la coumarine et donc possédent une
fonction lactone qui peut &tre hydroxylée en milieu alcalin, leur faisant
perdre leur toxicité.

b) Certaines aflatoxines possédent, a 1'extrémité des groupes furanni-
ques, une double liaison qui peut étré oxydée conduisant i des métabolites
toxiques donnant lieu & la formation d'un &poxy trés réactif.

c) Ces molécules possédent un double cycle furannique permettant :

-~ des interactions spécifiques des aflatoxines avec des constituants cellu-—
laires (ADN, ARN),

~ une diminution de la toxicité des aflatoxines par rupture d'un de ces

cycles,

Ainsi, l'aflatoxine B, va subir des biotransformations, certaines

1
ayant pour but de diminuer son taux dans 1'organisme. En général, la détoxi-
fication de telles molécules résulte de la formation de dérivés plus pdlai-
res qui peuvent ou non, ultérieurement se conjuguer avec des aminoacides,
1'acide glucuronique, un groupement sulfate ou des acides biliaires aidant
ainsi leur excrétion. Le schéma suivant résume les diverses réactions de bio-

dégradation de l'aflatoxine B, (163).

1
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Biodégradation de l'aflatoxine B,
(a) Attaque par des molécules d'hydrogéne et d'eau sur la double liaison 2-3.
(b) Ouverture du double cycle furannique.
(c) 0-déméthylation.
(d) Coupure de la liaison C8--O7 du cycle coumarinique.
(e) Réduction du cyclopenténone.

(£) Hydroxylation.

Dans le métabolisme hépatique de l'aflatoxine B, (Fig. 7) on trou-

1

ve ~ des biotransformations majeures (m) que catalysent des enzymes

wicrosomiales du foie, en particulier les monooxygénases & cytochrome P 450.
- des biotransformations exceptionnelles (¢) du fait qu'elles exi-

gent l'intervention d'une déshydrogénase cytoplasmique NADH dépendante.

D'autres biotransformations vont conduire 3 des dérivés directement
toxiques., Ce sont les dérivés hydroxy=-2 et dihydro-2,3 des aflatoxines B] et
G dénommés aflatoxines B et G Ces deux métabolites se fixent fortement

1? 2a 2a’
aux protéines. Jusqu'd présent, seuls ont &té observés des signes indirects

de la formation des époxydes des aflatoxines B, et G], mais il s'agit proba-

1
blement 13 de la forme la plus importante d'activation métabolique. Par in—
cubation de 1'une ou de l'autre des toxines méres avec les microsomes hépa-
tiques de nombreuses espéces animales et de 1'homme, il se forme un métaboli-
te dont 1'existence parait éphémére, qui est fortement réactif. Ce métabolite
s'associe & 1'ADN par covalence et induit une mutation bactérienne dans un
second systéme d'épreuve im vitro (3).I1 n'a pas été isolé, mais son dérivé
dihydrodiol=2,3 a été caractérisé i la suite de 1'hydrolyse acide ménagée
d'un adduct formé au moment de la constitution du métabolite microsomal en

présence d'ADN ou d'ARN ajouté.
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Fig. 7 : Métabolisme hépatique de 1'aflatoxine B; (3)

3



D'aprés ces expériences, 1l est donc admis que c'est 1'époxyde de
1'aflatoxine B1 qui est 1'agent mutag@ne et cancérogéne chez 1'homme et 1'a-

nimal.

1.4. ~ Excrétion

1.4.1. - Etudes chez 1'animal

R A A N I T R A S N )

Wogan et son &quipe ont traité ce sujet en travaillant sur des rats
(160), en se servant d'aflatoxine Bl 4 noyau ou i groupement méthoxy marqué au
4C qu'ils injectaient en dose unique par voie intrapéritonéale. Les résul-
tats sont les suivants :
- en 24 heures, le rat excréte de 70 & 80 Z de.la dose injectée.
~ l'excrétion de l'aflatoxine B1 & noyau marqué se fait principalement par
la voie biliaire dans les matidres fécales (60 %) dans 1'urinme (20 %) et par

14

1'air exhalé sous forme de COZ’ a 1'état de traces.

Par contre, environ 25 % de la radioactivité du matériel & groupe-
p - P , 14 . .
ment méthoxy marqué ont &té retrouvés sous forme de C02 dans 1'air exhalé,

la proportion d'excrétion dans les féc&s étant simultanément réduite, ce qui
montre 1'importance de la O~déméthylation en tant que voie métabolique de

1'aflatoxine B1 chez le rat.

Des recherches relatent l'excrétion de 1'aflatoxine 'M1 dans le
lait d'animaux fermiers (gros bétail, brebis, chévres) nourris de produits

contaminés par l'aflatoxine B, (Chap. I, Sect. 1.2.2,1.). Patterson (163) a

1

trouvé une relation linéaire entre la quantité d'aflatoxine B. ingérée quo-

]

tidiennement et le taux d'aflatoxine M, retrouvé dams le lait (Fig. 8) mon-

1
trant qu'environ 1,5 % de 1'aflatoxine B] est excrétée sous forme de métabo—
lite M, lvdans le lait est approximativement

300 fois plus faible que dans la ration alimentaire quotidienne. Des quanti-

et que le taux d'aflatoxine B

tés moindres d'aflatoxine B1 non métabolisée, ont té retrouvées dans le lait

de vache et de brebis (3).
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Fig.B, Relation entre |'apport quotidien d'aftatoxine B, ot fe taux résultant d'afiatoxing M, dans le lait
de vache, d'aprés fes données expsrimentales publiéss. En traits disconinus les limites de contiance
4 98% de probabilité pour ia pente de la droite calculée (1 63)



35.

1.4.2. - Etudes chez 1'homme

CR R e B R A S S N A )

Les renseignements concernant l'excrétion des aflatoxines chez
1'homme sont rares. Aux Philippines, de 1'aflatoxine M, a 8té retrouvée
(mais non dosée) dans 1l'urine de personnes connues pour avoir ingéré du beur-
re de cacahuétes contaminé par des aflatoxines (164).

3

IT - LES OCHRATOXINES

Galtier (165), lors d'une étude menée sur des rats exposés par ga-
vage 4 une dose unique d'ochratoxine A de 10 mg/kg p.c., a trouvé que la con—
centration d'ochratoxine A inaltérée &tait maximale dans la paroi gastrique
pendant les 4 premiéres heures suivant 1'administration. Cette absorption
gastrique prépondérante s'explique par la nature acide de 1'ochratoxine A
(dont le pKa est de l'ordre de 7,05) et les pH respectifs si8geant dans 1'es—
tomac et le plasma, en se référant 4 la formule de Jacobs définissant le par-
tage d'un acide faible entre 2 milieux (A et B) de pH différents (pHA et pHB).

Concentration A . 1 + 10 (PHA - PKa)
Concentration B |+ 10 (pHB - pr)

(80)

A part la concentration maximale dans la paroi gastrique, 1'intes—
tin gréle, le gros intestin et le coecum contenaient de faibles quantités
d'ochratoxine A, De petites quantités (1-3 7% de la dose totale) d'ochratoxi-
ne o ont &té décelées dans le coecum et le gros intestin. En effet, la trans-
formation de 1'ochratoxine A en ochratoxine o, métabolite peu .toxique <um Vi~
vo, selon la r&action :

HZO

Ochratoxine A ﬁ\‘h g Ochratoxine o + L-Phénylalanine

sidge esgsentiellement au niveau du ceoecum et du gros intestin, la flore mi-

crobienne intestinale devant &tre respomnsable de cette hydrolyse (80).

En ce qui concerne 1'ochratoxine B, elle est absorb&e au niveau
gastrique comme 1'ochratoxine A, mais beaucoup moins rapidement. Par contre,
elle est plus facilement hydrolysée au niveau du gros intestin que 1l'ochra-
toxine A. Au sujet des taux d'absorption des ochratoxines A, B et o au ni-

veau du tractus gastro-intestinal, on manque de renseignements.

2.2, - Distribution tissulaire et conversion métabolique

o o Mt e i i i . g S A i i o e e it e A S Pt o D

Les résultats de la distribution tissulaire des ochratoxines A et
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o chez le rat aprés administration, d'aprés les travaux de Galtier (80),

sont les suivants :

i heure 24 heures 96 heures

OA Oa 0A Oa 0A Ou,

Estomac 48,1 ND 24,6 ND 1,1 ND

Petit intestin 4,7 ND 1,8 ND 0,8 ND
Coecum ND ND T, 1,5 0,2 1,0
Gros intestin ND ND 1,0 I,1 0,2 0,9

Reins 0,1 ND 0,3 ND 0,3 ND

Foie 0,5 ND 1,4 NI 0,9 ND

Muscle 1,1 ND 1,7 ND 0,6 ND

Distribution tissulaire des ochratoxines A et a. chez le rat (en p.
100 de la dose totale administrée) 1, 24 et 96 heures aprés 1'administration
de toxine.
OA : ochratoxine A = Oo : ochratoxine o - ND : présence non détectée.
L'ochratoxine A est également présente a 1'@tat de traces dans le cerveau,

le thymus, le poumon, le pancréas, la rate et les testicules.

Patterson a observé, lorsqu'il. administrait un mélange contenant
de 1'ochratoxine A et B & des porcs, que l'ochratoxine A, mais pas 1'ochrato-
xine B, s'accumulait dans les reins, le foie et les muscles par ordre décrois-

sant (166) confirmant les résultats de Krogh (83).

En travaillant sur des rats recevant 10 mg/kg d'ochratoxine A par
tubage oesophagien (80), Galtier remarqua que, parmi les liquides biologiques,
le plasma était le plus riche en toxine. Les recherches se sont poursuivies
sur l'intéraction protéines sériques — ochratoxine. Et un essai &lectropho-
rétique permit de déterminer la protéine responsable du transport de 1'ochra-
toxine A dans le sang. Ainsi, l'albumine parait &tre le transporteur princi-
pal de cette toxine dans 1'organisme, ée qui confirme les essais In vitro
réalisés par Chu (167) sur l'interaction ochratoxine A - albumine sé&rique

bovine.

La liaison aux protéines plasmatiques entraine des cons@quences sur
laréception dutoxique dans 1'organisme et sur sa toxicité. Eneffet, la présence
d'une importante forme liée de toxine dans le compartiment intravasculaire
entrainera des condentrations intracellulaires et extracellulaires toujours
inférieures aux concentrations plasmatiques, & moins qu'il n'existe une fi-

xation plus importante encore du toxique sur certaines protéines intracellu-
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laires. D'autre part, l'ochratoxine :A, fixée sur 1'albumine, peut constituer
un antigéne capable d'engendrer une sensibilisation de 1'organisme ou encor
re, par la brusque séparation du complexe sous 1l'effet de compétiteurs de la
toxine au niveau du site de fixation, peut entrafner une libé&ration massive

et léthale du toxique dans l'organisme (80).

- . . ~ 14
Des &tudes menées au moyen d'ochratoxine A, marquée au C, ont
montré que dans 1'organisme se forment &galement d'autres métabolites, mais

ceux—ci n'ont pas encore &té identifiés (3).

Au cours d'études exp@rimentales, Patterson et son &quipe consta—
tent qu'un taux faible d'ochratoxine o &tait absorbé& au niveau intestinal et
se retrouvait ultérieurement dans les urines (166). La question se pose ac-—
tuellement : 1l'ochratoxine A représente~t—-elle réellement le principe actif
ou bien existe~t~il dans l'organisme animal une transformation en un métabo~

lite particulié&rement cytotoxique ?

2.3. ~ Excrétion

Des &tudes faites sur le rat, & l'aide d'ochratoxine A marqué au
14C, ont permis de constater que cette toxine est principalement excré&tée
dans 1'urine et, dans des proportions plus faibles, dans les fécé&s (80). La
présence de l'ochratoxine o dans les fécds s'explique par 1'action préalable
de la flore microbienne intestinale sur 1l'ochratoxine A (cf. Chap. 3, Sect.
2.1.) par contre, un mécanisme rénal de concentration urinaire doit €tre res—

ponsable de sa présence dans 1'urine (80).

IIT - LA ZEARALENONE

uepevipuinapuny Wiptotmeuiyet

D'aprés toutes les &tudes et observations scientifiques, la voie
d'absorption principale est celle du tractus gastro-intestinal. Mais, on man-—

que de précision & ce sujet (3).

3.2. - Distribution tissulaire et activation métabolique

Ueno et son équipe ont &tudié la distribution tissulaire de la
zéaralénone en administrant par voie orale 2 mg/kg de 3H—zéara1énone a des
rates (168). La présence la plus importante de radioactivité se trouvait
dans l'utérus et les ovaires. Les autres organes oli se trouvait de la zéaralé-
none radioactive sont : le foie, le tissu adipeux, les muscles, les reins,

le cerveau, les intestins, le sang (surtout le sérum).
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De plus, un métabolite hydroxylé, dénommé métabolite (M.I) était
détecté et semblait provenir de la biotransformation de la z&aralénone par
des enzymes hépatiques. Cevn'ést que plus tard qu' Ueno identifie la métabo-~
lite (M.I) qui est un mélange d'd“zéaralénol et de B-zéaralénol, la B~ z&ara~-

o

18nol étant en faible quantité (169). Expérimentalement, 1'activité oestro-

génique de 1l'o-zéaralénol a &té trouvée 3 fois plus &levée que celle de la

zéaralénone.

Donc, il semble que les enzymes hépatiques transforment la z&ara-
lénone en une molécule toxiquement plus active, 1'o-z8aralénol, ce qui cor-
respond & une activation métabolique de la z&aralénone.en a-zéaralénol. Les
enzymes hépatiques probablement responsables de cette transformation sont :

- la réductase NADH/NADPH-dépendante, localisée dans les microsomes hé-
patiques catalysant l'hydroxylation de la zéaralénone en o-zéaralénol.

- la réductase NADPH-dépendante, se trouvant dans le cytosol, intervenant
dans la formation de 1'd~zéaralénol et de la B-zéaralénol.
Le premier systéme enzymatique a un pH optimum d'activité de 4,5, le deuxis~
me systéme enzymatique de 7,4. Il semble que d'autres systémes enzymatiques,
requiérant des cofacteurs, intervienment dans l{hydroxylation de la zéaralé-

none (169).

La figure 9 dounne la structure de la zéaralénone et de ses dérivés

(169).

OH O CH3
(o)
HO = “OH
a-ZBaralénol a~Zéaralanol

Zéaralénone

HO OH

B-Zéaralénol RB~Zéaralanol

Fig. 9 : Structure de la z&aralénone et de ses dérivés.
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3.3. - Exerétion

Dans son travail sur le métabolisme de la zéaralénome chez le rat
et la souris (169), Ueno démontre, en administrant & ces animaux de la =z&a-
ralénone par voie orale, que cette toxine est principalement excrétée par
1es fécés sous forme libre et sous forme d'd*zéaralénol et de B-zéaralénol.
Seulement 10 % de la dose initiale de zéaralénone se retrouve dans les uri-
nes sous forme de glucuronides. D'apr&s la structure de la z&aralénone, qui
comporte 2 groupements hydroxylés en position 2 et 4, il est tré&s probable
que 1'un des glucuronides soit le 2 (ou 4)-glucuronide, et 1'autre, le 2,4~

bis-glucuronide.

IV - LES TRICHOTHECENES

Des études réalisées sur des souris ont montré&, en administrant de
la fusarénone X par voie orale, que 1'absorption se faisait rapidement au ni-

veau intestinal (140, 141).

4.2. - Distribution tissulaire et conversion métabolique

La distribution tissulaire de la fusarénone X a &té étudiée en ad~
ministrant de la fusarénone X marquée & 1'3H 4 des souris : 30 minutes aprés
1'administration, la radioactivité a été décelée dans le foie, les reins, les
intestins, 1'estomac, la rate, la bile et le plasma, mais aucune présence
dans le coeur, le cerveau et les testicules. La plus forte concentration se
trouvait dans le foie (3 % de la dose administrée) (140). Les trichothéceénes
sont directement cytotoxiques, une fois absorbés par 1'organisme, leur toxi-
cit@ étant due principalement au noyau 12,13-époxytrichothécéne (si ce noyau
est coupé, il v a perte de toxicité) mais d'autres caractéristiques structu—

rales interviennent dans la toxicité (141).

Lors d'études sur le métabolisme de la toxine T-2 et de la fusaré-
none X chez la souris, il a &té& montré que ces deux toxines subissent une dé-
acétylation microsomale au niveau hépatique conduisant & leurs dérivés res-
pectifs, la toxine HT-2 et le nivalénol, qui seront ensuite excrétés dans les
urines. L'enzyme catalysant cette conversion est 1'ac&tylcholine estérase

(Fig. 10).

Il apparait que les groupements esters du noyau trichothécéne sont

rapidement hydrolysés au niveau hépatique en leurs alcools respectifs et pro-
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H H
3H% = [——F-OH
HC c—0 ! - “4OH
3”0/\ I CHn, H
o OAc 3

Toxine HT-2

H H
gHC~ =~ F-OH
o PN dqOH
oHCToCcH, H
OH
Fusarénone X Nivalénol

Fig. 10 : Déacétylation microsomale de la toxine T-2 et de la fusarénone X.

bablement excrétés dans les urines, mais cette hypothé&se n'a pas &té, pour

1'instant, confirmée (3).

4.3. - Excrétion

Les trichothécénes sont rapidement &liminés de 1l'organisme, une
fois absorbés, et principalement par les urines (aprés déacétylation pour
certains, ou hydrolyse des groupements esters). Ils sont aussi excrétés par

les fécés (3, 8).

CONCLUSTON

Les E&tudes entreprises sur le métabolisme des principales mycoto-

xines ont permis de comprendre comment ces toxines parvenaient jusqu'd cer-—

tains organes pour ensuite manifester leurs effets toxiques. Etant donné que
la plupart des intoxications rencontrées chez les animaux et parfois chez
1'homme, se font par 1'ingestion d'aliments contaminés, les recherches se
sont tournées vers 1'absorption par voie orale, les principales mycotoxines
étant absorbées a différents niveaux du tractus gastro-intestinal. L'é&tude
de la distribution tissulaire a permis de montrer que de nombreux organes,
en particulier certains organes vitaux (comme le foie, les reins), renfer-
maient ces mycotoxines d différents taux de concentration. Vue la richesse

du foie en divers systémes enzymatiques, cet organe est le centre de 1'acti-
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vation métabolique de certaines mycotoxines (aflatoxines, z8aralénone) et

aussi le centre du métabolisme de toutes les autres.

Les voies d'excrétion de ces mycotoxines et de leurs dérivés méta-—
boliques sont principalement la voie urinaire et aussi la voie fécale. Les
progrés réalisés dans le domaine de l'analyse et du dosage permettent actuel-—
lement de détecter une mycotoxine dans une denrée alimentaire, de 1'analyser
et, enfin, de la doser, et ceci a des concentrations faibles, de 1'ordre du
ppb. Nous allons donc &tudier les pfincipales méthodes -de dosage et aussi
les méthodes de détection ou '"screening" permettant non seulement de savoir
s1 un aliment est contaminé, mais aussi de détecter rapidement si une souche

fongique est toxinogéne ou non.
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CHAPTITRE IV

TECHNIQUES DE DOSAGE DES MYCOTOXINES

INTRODUCTION

Depuis la prise de conscience de 1'importance desmycotoxines au
niveau de la santé& de 1'homme et des animaux, les efforts de recherche se
sont concentré&s sur le développement de méthodes analytiques hautement sen-
sibles pour la détermination de ces toxines dans divers aliments, dans des
tissus animaux, dans le sang, dans les urines et dans le lait. Ces métho-
des analytiques se basent principalement sur les propriétés physiques et
chimiques de ces diverses mycotoxines. De plus, des méthodes de screening
ont &té établies afin de déceler, dans un délai relativement court, les
échantillons contaminés et d'avoir un ordre de grandeur de la contamina-

tion.

I - PROPRIETES PHYSIQUES ET CHIMIQUES DES MYCOTOXINES

Propriétés physiques et chimiques de quelques aflatoxines et mé-

tabolites aflatoxiniques.

Absorbtion dans 1'UV (g)c

Aflatoxines Formule moléculaire Maiiia?glé— Point sg fusion 52:22i?2 ﬁi;§~ RE.
relative 265 nm 360-362 mm

B, a Cl7H1206 312 268 - 269 12400 21800 425 bleu-viclet 170
B2 a C|7H1406 314 286 - 289 12100 24000 425 bleu~violet 171
Gl E C17H1207 328 244 - 246 9600 17700 450 jaune-vert 170
62 a C”HMO7 330 237 -~ 240 d 8200 17100 450 jaune-vert 172
M, CI7H1207 328 299 14150 21250(357 om) 425 bleu-violet 173
M2 C”HMO7 330 293 12100(264 tun) 22900(357 nm) =~ bleu-violet 173
P} b C]6H1006 298 > 320 11200(267 rm) 15400(362 nm) ~ jaune-vert 174
14900(342 om) 175

Ql C]7H1207 328 - e 11450(267 nm) 17500(366 nm) ~ jaune-vert 176-177
Aflatoxicol C17H1406 314 230 - 234 10800(261 nm) 14100(325 om) 425 178
BZu C”HMO7 330 240 20400 - 179
qu C]7H1408 346 190 18000 - 179
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a - Coefficient d'absorption molaire des aflatoxines B], Bz, G1 et G2, d'a-

prds Rodricks et al. (180) et de M1 et M2 d'aprés Stubblefield et al.
(173).
b ~ P représente les produits phénoliques de la O-déméthylation de l'afla— .

toxine B].

Composés dissous dans le méthanol, sauf Pl qui 1'a été dans 1'é&thanol.

Les données sur les coefficients d'absorption molaire correspondant aux

[¢]
I

autres pics et sur les caracté@ristiques du spectre d'absorption U.V.
des aflatoxines dans d'autres solvants se trouvent dans les publica-
tions originales.
d - D'aprés Butler (181).
e - Non disponible.
Les aflatoxines sont tré&s solubles dans les solvants mod&rément polaires
(chloroforme et méthanol, par exemple) et surtout dans le diméthyl-sulfoxy-
de (solvant généralement utilisé comme vecteur pour administwer des afla-

toxines aux animaux d'expérience).

1.2. - Les _ochratoxines

Propriétés chimiques et physiques de quelques ochratoxines.

. . Formule molé- Masse mol&cu-~ Point de fusion Ma:(imﬁn d'absorption (nm) PP,
4] . . . . .
chratoxine culaire laire relative °C (Coeff, d'absorption) Solubilité RE
A CZOHIBC1N06 403 169 (xyléne) 213 (36800) ; 322 (6400) Solubilité dans les sol- 182
89-95 (benzéne) vants organiques polaires,
‘ faiblement soluble dans
1'eau et soluble dans une
solution aqueuse de bicar-
, bonate de sodium
B CZOH]QNOG 369 221 218 (37200) ; 318 (6900) 183
a €, | HC10; 256 229 212 (30000) ; 338 (5600) 183
1.3, - La_zéaralénone
Propriétés chimiques et physiques de la z€aralénone.
Formule Masse Point de fu- Absorptiondans 1'UV (g) Emission fluo~
mecléculaire mil(iil;lﬁ::e sion °C 236 mn 274 om 316 mm Solubilité rescente (mm) RE.
CISHZZOS 318 164 ~ 165 29700 13909 6020 Insoluble dans 1'eau, le disulfurede 360 bleu-vert 184

carbone, le tétrachlorométhane. Solu~ 260 vert franc 185
ble dans 1'eaualcaline, étherbenzéne,

chloroforme, dichlorométhane, acétate

d'éthyle, acéto~nitrile et alcools.

Faiblement soluble dans 1*éther de pé~

trole.
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1.4. - Les trichothécénes

Propriétés chimiques et physiques des 5 principaux trichothé&cénes.

Masse . . P saqs
Trichothécéne F?rmulg moléculaire P°1?t df fu- Détection sur §EI de 51}1ce STLC) Solubilité RE.
moléculaire . gion C H,80, concentré p. Anisaldéhyde
relative 2774
Toxine T-2 c,,H,,0 466 150 - 151 Gris Marron Solubles dans 1'acé&tone, acé- 157
24 3479 tate d'éthyle, chloroforme
P4 - N - o 3 b
Fusarénone ~ X CISHIZOB 320 91 92 Pourpre -+ Marron Pourpre acéto-nitrile, 8thanol, métha-
Nivalénol CISH2007 312 222 - 223 Pourpre + Marron Pourpre nol. Insolubles dans 1'eau, pé-
. . . _ . trole, éther. Lasolubilité
Désoxynivalénol ClSHZOOG 296 131 135 Jaune Jaune canari dans le benzéne, toludne et dié-
Diacétoxyscirpénol C19H2607 366 162 ~ 164 Pourpre Violet intense thyl &ther varieselon les toxi~

nes.

IT —~ METHODES DE SCREENING DES MYCOTOXINES

Le screening a pour but de détecter la production ou non de toxi-
nes par des souches fongiques, ainsi que la présence ou non de ces toxines
dans certaines denrdes alimentaires. Cette m8thode doit &tre simple, rapi-

de, économique.

2.1. - Screening des souches’ toxinogénes

En général, les mé&thodes de screening sont bas@es sur la produc—
tion de toxines sur des substrats liquides ou solides, l'extraction de la
toxine par des solvants dépendant des propriétés des toxines, peult &tre
suivie par un processus de purification et finalement la solution contenant

la toxine est concentrée et la toxine est détectée par TLC.

2.1.1. - Les aflatoxines

L A R R R A

Filtenborg et Frisvald ont proposé, récemment, une méthode de
screening simple et rapide, excluant 1'extraction de la toxiné du substrat,
et basée sur le dépSt direct sur plaque TLC d'un échantillon du substrat
solide contenant la toxine (186). De plus, cette méthode s'applique i 1'o-

chratoxine A, la toxine T~2 et la zéaralénone.

Méthodes de screening de souches productrices d'aflatoxines.

Aflatoxines Méthode Temps requis Limites de détection Rf.
B,, BZ’ Gl’ G2 Dépdt direct sur TLC d'un échant. de 6 jours Af1. Bl ¢ 0,1 ppm 186
substrat golide contenant lés- toxines Afl. Gl : 0,1 ppm
B], BZ’ Gl’ G2 Extraction des toxines du substrat 4 jours AL1, Bl : 0,0025 pg 187
et dépdt sur TLC Afl. B2 : 0,0030 pg
Af1l. Gl : 0,0025 ug
Afl, G2 : 0,0030 ug
Bl’ B2 Extraction des toxines du substrat 72 heures Afl. Bl : 0,0022 pg 188
et dépdt sur TLC Afl. B2 : 0,0025 pg
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B,, B,, G, G Extraction des toxines du substrat N.D. N.D. 189
1 2 1 2 PP .
et dépdt sur TLC
Aflatoxines Réduction de la germination de | semaine N.D. 190

graines de lentilles mesurée pan
la valeur moyenne de l'indice de
chlorose.

2.1.2. - Les ochratoxines

B a6 e s s e w e e

Méthodes de screening de souches productrices d'ochratoxine A.

Limites de

Ochre i Et i .
chratoxine Méthode Temps requis dérection RE
A Dépst direct sur TLC d'un Echant. de subs-— 6 jours 0,2 ppm 186
trat solide contenant la toxine
A Extraction de la toxine du substrat et 4 jours 0,01 pug 187
dépdt sur TLC
A Extraction de la toxine du substrat et 72 heures 0,0082 ug 188
dépdt sur TLC
A Extraction de la toxine du substrat et N.D. N.D. 189
dép8t sur TLC
2.1.3. - La zéaralénone

R R SR B Y

Méthodes de screening de souches productrices de zéaraléncne.

Limi

tes de

Méthode Temps requis détection RE.
Dépdt direct sur TLC d'un échantillon de 6 jours N.D. 186
substrat solide contenant la toxine
Extraction de la toxine du substrat et 4 jours 0,01 pg 187
dépdt sur TLC
Extraction de la toxine du substrat et N.D. N.D. 189
dépdt sur TLC
lohibition des larves de Temnebrio molitor 4 gemaines N.D. 191

2,

1.4. - Les trichothécénes

L R N N A )

Méthodes de screening de souches productrices de trichothécénes.

Limites de

Trichothécénes Méthode Temps requis dérection RE.
Toxine T-2 Dépdt direct sur TLC d'un 6 jours N.D. 186
échant. de substrat solide
contenant la toxine
Toxine T-2 Extraction des toxines et dé- N.D. < 0,2 ug 189
Nivalénol pbt sur TLC 0,2 ug
Diacétoxyscir- 0,2 ug
pénol
Trichothécénes Inhibition des larves de Tene- 4 semaines N.D. 191

brio molitor

(N

D : Non détermingé).
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2.2. - Screening de substrats contaminés

2.2.1. - Substrats végétaux contaminés par des aflatoxines

L R I I I S I T I I I I I R T R I L

Méthodes de screening de substrats végétaux contaminés par des

aflatoxines.

Limites de

Aflatoxines Denrées contaminées Méthode Remarques ag . RE.
etection

Aflat. totaux Mais blanc Extraction, pu~ Méthode ayant été 10 ug/kg 192

(Bl’B2’G1’G2) Mais jaune rification, Sé- adoptée comme pre- -

__Farine de cacahudtes parationet iden- mi&re méthode offi- -
Farine de graines de tification sur cielle pour la dé- -

coton mini colonne ty- tection d'aflatoxi~

Cacahuétes pe Velasco nes dans les denrées -
Beurre de cacahultes alimentaires citées -
Pistaches B

Aliments mélangés -

Aflat, Bl Farine de graines Extraction, pu- Méthode simple 5 ug/kg 193
de coton rification, iden—
tification sur
TLC
Aflatoxines Dégénérescence MEthode proposée 0,02 ug/ml 194
de cellules de comme screening des
poisson chat, aflatoxines
in vitro
Aflatoxines Action léthale Méthode biologique 0,1 ppb 195

des aflatoxines proposée comme Sscree~
sur des daphnies ning des aflatoxines,
test rapide (24 heu-

res)
Aflatoxines Inhibition de Méthode biologique Quantité 196
la croissance utilisée en tant que d'é&chant.
de Bacillus me- screening. test ra- requis :
gaterium pide (15 heures) 1 ug
Aflatoxines Action léthale Méthode biolbgique Quantité 197
des aflatoxines wutilis@e en tant que d'échant.
sur Bacillus screening.test rapi~ requis :
subtilis de (12 heures) | umole

2.2.2. - Détermination des aflatoxines dans les tissus animaux

LI A R 2 R T T O I N N R R I R R I O O R )

Plusieurs méthodes de recherche des aflatoxines dans le foie ont
été publides (198 — 199 ~ 200 - 201). Ces méthodes, soit demandent un temps
considérable, soit n'ont pas la limite de détection exigée (< 1 ng/g) ou
donnent des extraits finaux contenant des impuretés fluorescentes qui ren-

dent difficile 1l'identification de faibles concentrations d'aflatoxines.

Stubblefield et Shotwell (202) ont mis au point une méthode de

détermination des aflatoxines BI et M1 (applicable aussi pour les aflatoxi-

9 G] et/ou G2) dans les tissus animaux tels que le fole de boeuf, de

porc, de poule et méme d'humain, ainsi que le rein, la rate, les muscles et

nes B

le sang de boeuf. Cette méthode comprend la dénmaturation de 1'échantillon
avec de 1l'acide citrique qui est ensuite extrait avec du dichlorométhane.

Aprés filtration, 1'extrait est partiellement purifié sur une colonne de



gel de silice et les aflatoxines B
tographie en couche mince bidimentionnelle et par
pération des aflatoxines B
et 80 7 respectivement. Cette méthode est rapide,

traits pour la TLC libres de substances génantes.

1

1 1

tion est g 0,1 ng/g (202).

et M

et M, dans les tissus

1

47.

sont déterminées par une chroma-—
densitométrie. La récu-
et le sang est de 90 %
sensible et donne des ex-—

La limite de détermina—

2.2.3. = Substrats contamin&s par des aflatoxines et autres myco-

L I A R R I L R I I R A N N R T

toxines

LN

Méthodes de screening de substrats contaminés par des aflatoxines

et autres mycotoxines.

Mycotoxines Denrées contaminées Méthode Remarques Limites de détection Rf.
Afl. B|'Bz’Gl'G2 Mais Extraction, purification, La meilleure s&paration Aflat.!5 uglkeg 203
Ochratoxine A Avoine, orge, blé, séparation sur TLC sur TLC fut obtenue avec: Ochrat. A :10 pg/kg
Zéaralénone riz, mais benzéne-acétate d'Ethy- Zéaralén.: 35 ug/kg

le~acide formique (80:
20:0,5)
Aflatoxine B, Mals Extraction, purification, D&termination enlO &20 Aflat. By : 5 ppb 204
Zéaralénone séparation sur TLC minutes par &chant. Zéaralén. : 200 ppb
Récupération de 1'afla~
toxine dans 1'é&chant.
basse (20 %)
Afl1.By,B2,G;,6; Huile de mais Extraction, purification, Purification par TLC 5 ppb d'afl. By 205
Ochratoxines A, Huile d’olive séparation sur 2D~TLC avec benzine-hexane (3+!) dans le mais
BetC Huile d'arachide Second développement sur
Zéaralénone Huile de soja TLC avec toluéne-acétate
Extrait de grains d'éthyle~acide formique
(6+3+1) ou benzéne-acide
acétique (9+1)
Afl. B, Mals Extraction, séparation Méthode assez rapide. Afl. B : 2 ppb 206
Ochratoxine A des 3 toxines puis dépSt Bonne sensibilit&, récu- Ochr. A :40 ppb
Zéaral énone sur TLC pour identifica~ paration satisfaisante  Zé&aralén.: 200 ppb
tion des toxines : afl. B
(71 %), ochr.A (87 2),
zéaralénone (85 )
Mals, orge Extraction, purification, Limites de détection des diverses mycotoxi~ 207

Af1.B},By, Gy,62
Ochratoxines A

et B et leurs
esters d'éthyle
Zearalénone

Avoine, blé

séparation sur TLC

nes (wg/kg)

Mais Bl1& Orge Avoine Riz
Afl. By ou G 20 20 20 20 20
Ochr. A ou B 45 90 90 90 90
Ester d'&thyle
d'ochr. A ou B 50 100 100 100 100
Zéaralénone 200 400 500 500 500

III - METHODES DE CONFIRMATION DES MYCOTOXINES

Les méthodes de confirmation des mycotoxines sont basées généra~

lement sur les propriétés physiques, chimiques et toxicologiques de ces to-

xines.

3.1.

- Les aflatoxines
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3.1.1. - Méthodes de confirmation basées sur les propriétés chi-

LI I I I A R R I O A I I R B R R N N R B A S S I Y

miques des aflatoxines

Résumé des techniques basées sur les propriétés chimiques des

aflatoxines.

Aflatoxines Réactif Produit Méthode de Limites de dé~ RE.
détection tection
B, G HCO,H/S0CL,
HOAc/80CL, "Adduct H,0" TLC ~ FL 0,25 ug B, 208
CFJCOZH
BI’ BZ’ G], G2 2,4~Dinitrophényl- Phénylhydrazones TLC - 209
hydrazine (DNPH)
NHZOH HC1 Oximes TLC
By» G H,80, TLC = FL - 210,211
FeCl3
B], GI HOAc/SOCl2 Acétates TLC - FL - 212
B], Gl HCl/Hzo "Adducts }120" TLC - FL 20 ng BI/GI 211,213
HCl/AcZO Acétates
Bl’BZ’Gl’GZ p-anisaldéhyde P?oduitsde condensa~ TLC -~ FL - 189
tion
BI’BZ’GI’GZ Di-0-anisidine ~Chlo- - TLC - FL 0,03 ug BI’BZ 214
rure de Tétrazolium 0,09 ug G],G2
B] 12 - TLC ~ FL 215
M], M, Ac20, pyridine Acétate TLC 0,04 ppb 216
BI’BZ’GI’GZ 2,4~-DNPH Phénylhydrazones TLC - 217
Ml Acétate/Hémiacétal 1LC -~ FL 30 ng 218
B, 6 CF4CO,H “Adduct H,0" TLC - FL 0,5 ug/kg 211,219
B], B2 NaBHA Praduit de réduction TLC - 220
Ml CF3C02H - TLC - FL 1 ng 221
Bl’ Ml CF3C02H - i - TLC 0,5 ng 222
M, CF4C0,H - 2D - TLC 0,3 nglg 223
Bl, M] CF3C02H/CGHG - 2D - TLC 0,1 ng/g 224
BI 12/H20 - HPLC - FL - 225
MI CF3C02H - HPLC - FL 1 ng 226

3.1.2. - Méthodesde confirmation basdes sur les propriétés physi~

€ % 4 6 6 8 O F S L & e © L WD ® R UK &R T O EE UGS I 6O LS R AE D S L e NS eE e

ques des aflatoxines

Plusieurs techniques basées sur les propriétés physiques des afla-

toxines se sont développdes pour confirmer ces toxines.

La technique la plus usuellement utilisée est basée sur la mesu-
re des caractéristiques de migration de ces toxines sur TLC ou 2D - TLC en
utilisant des systémes de solvants de polarité variable. Les changements de
Rf sont notés. Durackova et al. (227) ont fait une analyse systématique de
37 mycotoxines (dont les aflatoxines BI’ B2’ Gl’ GZ’ M]) par TLC dans huit
systémes de solvants, Les valeurs desRf dans les 8 systémes de solvants, les

réactions colorées aprés détection chimique et la détection sous UV sont no-
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tées. Parfois, on utilise deux moyens de détection différents :

~ une étape de détection par TLC et une étape de confirmation par
HPLC.

- HPLC avec deux détecteurs différents, par exemple, un détecteur U.V.
et un détecteur fluorescent mis en série (228) ou un détecteur U.V. et un
détecteur électrochimique.

Les techniques U.V. et de fluorescence ont &é appliquées aux aflatoxines

isolées des cacahuétes et purifides par TLC (229).

Deux nouvelles techniques fiables se sont développées, bas@es sur

des mesures physico~chimiques. La premiére est la technique de spectrosco-

pie en L.R., par laquelle un spectre satisfaisant d'aflatoxine B1 est obte—
nu avec une quantité d'échantillon aussi faible que 8 upg (230). La deuxié-

me technique comporte 1l'utilisation du spectrométre de masse qui permet

une confirmation simple, plus certaine de l'identité des aflatoxines.

Depuis que certains rapports scientifiques soulignent que les
propriétés chromatographiques de certaines substances d'extraction condui=~
sent § de fausses identifications de l'aflatoxine B1 (facteur "aflatoxine-
like dans le tapioca (215), interférence dans les extraits de beurre de
cacahuéte (211), interférence par 1'é@thoxyquine (231) et mauvaise identifi-
cation de l'aflatoxine Ml (232)), ces techniques de spectroscopie de masse
sont importantes du fait de leur degré de spécificité@ mais sont trés col-
teuses, Au bureau des denrées alimentaires {faisant partie du FDA), une
technique de spectroscopie de masse, basée sur 1'ionisation chimique d'ion
négatif , s'est développée pour confirmer 1'identit& des aflatoxines B, et

1
M1 (233).

3.1.3. - Mé&thodes biologiques® de confirmation des aflatoxines

Depuis le premier test biologique réalisé sur des canetons d'un
jour (234), d'autres essals se sont. développ®s, utilisant divers systémes
incluant des oeufs de poulet, des oeufs de mollusques, des crevettes d'eau
de mer, des cellules HelLa, le Bacillus megaterium, des jeunes feuilles de

mais, des larves de poissons Zebra, le Bacillus subtilis.

I1 est important de ré@aliser qu'aucune de ces méthodes biologiques
ne peut confirmer 1'identité des aflatoxines, mais plutdt la présence d'une

toxine,

Les méthodes biologiques sur canetons (234) et sur embryons de

poulets (235) sont les plus:utilisées, car elles débouchent sur le type de
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biologiques basées sur la mortalité.

Les méthodes biologiques, basées sur l'inhibition de la croissan-—
ce de bactéries, ont l'avantage d'&tre rapides et simples par rapport aux
autres méthodes. Un des microorganismes les plus utilis@s est Bacillus
megaterium (196). Les principales méthodes biologiques sont résumées dans

le tableau suivant.

Principales techniques biologiques pour la confirmation des afla-

toxines.

Quantité d'échant.

Organismes P Temps requis Observations RE.
réquis

Caneton 10 ug 7 jours Prolifération du canal bi- 234
liaire

Oeuf de poule > 0,05 pg 21 jours Mort de 1'embryon 235

Oeufs de mollusque > 0,05 ug 18 heures Inhibition de la division 236
cellulaire

Crevette d'eau de mer 0,5 ug/0,5 ml 24 heures  Mort de la crevette 237

Cellules Hela 5 = 7 ug/ml 30 heutres Inhibition de la croissance 238

Bacillus megaterium 1 ug 15 heures  Iphibition de la croissance 196

Jeunes feuilles de 0,25 ug 19 heures Inhibition de la croissance 239

mals

Larve de poisson 0,4 pg 24-25 heu~ Mort de la larve 240

Zebra res '

Bacillus subtilis 1 ymole 12 heures Mort de la cellule 240

3.2.1. - Les ochratoxines

Usuellement, les mé&thodes de confirmation des ochratoxines sont
les techniques de chromatographie en couche mince sur gel de silice avec
détection visuelle ou par fluorodensitomé&trie, ceci par rapport 3 un témoin
standard d'ochratoxine. A ce sujet, Durackova a fait 1'étude des ochratoxi-
nes A, B et C par TLC dans 8 systémes de solvants différents, avec détec~
tion chimique (FeClB) et déteétion sous U.V. (366 nm) aprés la détection

chimique (227).

Diverses méthodes biologiques pour la confirmation des ochratoxi-

nes A et B ont &té proposées et sont résumées dans le tableau suivant.

Techniques biologiques de confirmation des ochratoxines A et B.

Ochratoxines Organismes Sengibilité RE.

Aet B Baocillus cereus mycoides t,5 ug d’ochratoxine A 241

A Oeufs de poule de 6 jours DLsg < 0,01 pg en utilisant la cellule 242
d'air pour injecter 1l'ochratoxine A

A Larve de crevette de mer Clgp = 10,1 pg/ml 243

A Larve de poisson Zebra CLgg = 1,7 ug/ml 240

A Cellules Hela 10 = 32 ug/ml 244
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3.2.2. - La zéaralénone

Les propriétés physiques et chimiques de la z&aralénone sont uti-
lisées pour la confirmation de cette toxine, en spectroscopie I.R. du fait
que la z8aralénone donne un spectre bien particulier (245), et en chromato-
graphie en couche mince ol elle est détectée chimiquemeht, et aussi par

U.v. (227).

3.2.3. ~ Les trichothé&cénes

PR A I R S RN R

Les analyses chimiques des trichothécénes sont difficiles du fait
gque ces toxines n'ont pas de propriétés fluorescentes, et n'absorbent pas
d'une maniére appréciable en lumiére U.V..La visualisation de ces toxines
aprés séparation par TLC se fait en pulvérisant stO4 ou le mélange H2804*

p.anisaldéhyde (cf. chap. 4, sect. 1.4.).

A ce sujet, Durackova et al. (227) ont analysé sur TLC les toxi-
nes suivantes : toxine T-2, trichothé&cine, Nivalénol, Diacétoxyscirpénol.
La détection se fait par vole chimique en pulvérisant le mélange H2804- p-
anisaldéhyde et aussi sous U.V. apré&s la pulvérisation chimique.

Du fait de leur toxicité dermique, un test bioclogique, "Skin Test", a &té
élaboré. Il consiste en l'application de la toxine extraite dans de 1'acé-
tate d'éthyle sur la peau rasée d'un jeune lapin. On note alors les réac~
tions dermiques (&rythéme, oed@me, nécrose) aprés 24, 48 et 72 heures.

Le degré de la réaction est obtenu par comparaison d une gamme de réponses
obtenue avec la toxine T-2 standard. Cette mé&thode est siire et sensible

jusqu'a 0,01 ug/test ou 50 ppb (246).

IV - METHODES DE DOSAGE DES MYCOTOXINES

Des procédés biologiques et chimiques ont &té &tablis pour la dé-
tection et le dosage des mycotoxines. Les techniques d'é@preuve biologique
actuelles ne cbnviennent pas pour le criblage de routine et n'assurent pas
un seuil de détection assez bas. Quant aux techniques d'épreuve chimique,

elles sont précises et plus rapides, mais ne sont pas toujours spécifiques.

Un des problémes qui se pose pour le dosage concerne 1'échantil~
lonnage, Il est indispensable que 1'é&chantillon soit représentatif du lot
dont il provient. La difficulté de 1'échantillonnage des mycotoxines, sur-
tout les aflatoxines, tient & l'hétérogénéité de leur distribution dans les
denrées contaminées non traitées. Le chapitre 26 des "Official methods of
analysis” de 1'Association of Official Analytical Chemists (AOAC)(247) trai-

te de quelques aspects pratiques de 1'échantillonnage.



52,

4.1. - Méthodes de dosage des aflatoxines

4,.1.1. - Méthodes chimiques

L L R B B A I R R IR

Bien que les modalités de 1l'analyse varient beaucoup, les &tapes
fondamentales en sont immuables : extraction, délipidation, &puration, sé&-

paration et dosage.

Nombre de méthodes analytiques applicables au dosage des aflato-
xines dans les denrées alimentaires.de 1'homme et des animaux ont &té signa-—
lées. Beaucoup d'entre elles n'apportent aux étapes fondamentales que des

~

modifications mineures qui les adaptent & 1'étude de substances particulié-

-~

res ou visent d résoudre des problémes spéciaux.

Deux des méthodes les plus courantes actuellement sont la métho-
de de la "Contamination Branch" (CB) et la méthode dite "Best Foods" (BF),

applicables aux cacahudtes (247).

La méthode C.B. consiste & épuiser 1'échantillon avec de 1'eau
qui est ensuite extraite par le chloroforme ; les lipides et les aflatoxinesQ
sont transférés sur une colonne de gel de silice oG les lipides sont sélec~
tivement &lués & l'hexane, tandis que les pigments et autres substances gé-
nantes le sont & 1'éther sulfurique absolu ; finalement, les aflatoxines
sont éluées de la colomne au moyen d'une solution & 3 7 de méthanol dans le

chloroforme.

La méthode C.B. &étant assez longue et coliteuse, on s'est efforcé
a la simplifier ce qui a donné naissance & la méthode dite '"Best Foods'" ol
1'étape de purification ne se fait plus par passage de l'extrait sur colon-
ne de gel de silice, mais par décantation et ol la centrifugation remplace
1'étape de filtration. Par cette méthode, 1'é&chantillon est d'abord &puisé.
et délipidé en milieu biphasique,méthanol aqueux-hexane. Aprés centrifuga-
tion, les aflatoxines sont extraites de la phase aqueuse par le chloroforme,
cependant que les lipides et les pigments restent dans 1'hexane et le mé-

thanol aqueux.

Bien que la méthode B.F. soit plus rapide et &conomique, elle ne
permet pas une aussi bonne &puration que la méthode C.B. Que ce soit par la
méthode C.B. ou B.F., les aflatoxines sont concentrées par &évaporation du
chloroforme, et finalement séparées par chromatographie en couche mince

(TLC) .

OQutre ces procédures applicables aux cacahuétes, des méthodes

d'analyse ont &té &tablies pour 1'expertise du coprah, des graines de co-
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tonnier, du mais, de diverses noix et amandes et des aliments pour animaux.
Beaucoup de ces méthodes sont des variantes des wméthodes C.B. et B.F. Le
dosage des aflatoxines Ml et M, dans le lait et les produits laitiers de-
mande des méthodes beaucoup plus fines car ces métabolites d'origine ani-
male se trouvent usuellement & des concentrations inférieures & 1 nug/kg.
L'obtention de résultats satisfaisants exige une épuration supplémentaire
pour éliminer les substances et, parfois, 1l'application de techniques TLC

bidimentionnelles (3).
4.1.1.1. - La chromatographie en couche mince (TLC)

La méthode de chromatographie en couche mince est la plus usuelle
elle est de plus peu'coﬁteuse et facile par rapport & d'autres techniques.
Le chapitre 26 des "Official methods of analysis" (AOAC) décrit les métho-—
des officielles de TLC (247).

Dans une publication récentellssaq et Cutchin (248) ont comparé
la gséparation des aflatoxines Bl’ B2, Gl’ Gé, sur six plaques commerciali-
sées de gel de silice dans douze systémes de solvants. Deux des systémes
de solvants, chloroforme : acé&tone : hydroxyde d'ammonium (90:10:0,25) et
chloroforme : acétone : hexane (85:15:20) ré@solvent les quatre aflatoxines

sur toutes les plaques testées.

Le tableau suivant donne pour chaque plaque testée, le systéme

de solvants donnant la meilleure résolution de quatre aflatoxines, B], B2,
G, et G,.
1 2
Plague Systéme de solvants
Gel de gilice 60 (0,25 mm) Chlorofarme : Acétone : Héxane (B5:15:20)
K5F (0,25 mm) Toluéne : Acétate d'éthyle : Acide formique (6:3:1)
ou
Chloroforme : Acétone : Héxane (85:15:20)
HPTLC (0,20 mm) Chloroforme : Acide acétique : Ether (17:1:3)

Gel de silice 25 HR (0,25 mm) Chloroforme : Acétone : Hydroxyde d'ammonium

(90:10:0,25)
Adsorbsil I (0,25 mm) Chloroforme : Tétrahydrafuran (90:10)
Gel de silice IBF (0,20 mm) Chloroforme : Acétone : Héxane (85:15:20)

Les systémes de solvants les plus utilisés pour le développement
des plaques de TLC sont cités dang le tableau suivant (ces systémes ne sont

pas équilibrés sauf ceux qui sont spécifiés) (249).



54.

Systéme de solvants Vol./Vol.
Chloroforme : Acétone 9 :1
Benzéne : Méthanol : Aclde acétique 90 : 5 : 5
Ether : Méthanol : Eau 96 : 3 : 1
Dichlorométhane : Trichloroéthyléne : Alcool N 80 : 15 : 4 : 1 (Equilibré)
amylique : Aclde formique (1'ordre des Rf change :
Bl'Gl,BZ,GQ
Chloroforme : Trichloroéthyléne : Alcool N amyli- BO : 15 : 4 : 1
que : Acide formique
Chloxoforme : Acétone : Eau 88 : 12 : 1,5
Chloroforme : Acétone :lgopropanol ; Eau 88 : 12 : 1,5 : 1
Chloroforme :Isopropanol 99 : 1
Benzéne ; Ethanol : Eau 46 : 35 : 19
Chloroforme : Méthanol 95 : 5 {(Bquilibré)

La fluorescence en U.V. dés aflatoxines aprés séparation par TLC,
permet de les doser par comparaison avec une gamme &talon. Mais le coeffi-
cient de variation de cette technique est assez &levé, de 1l'ordre de 20 %.
L'usage d'un fluorodensimétre permet de 1'abaisser & une valeur comprise

entre 5 et 9 7 (3).

La limite de sensibilité de la méthode C.B. est de 10 pg/kg pour

les aflatoxines B1 et Gl’

tées. La récupération des aflatoxines B, et Gl_d'échantillons a 15 et 10ug/

kg est de 70 %. Pour la méthode B.F., la sensibilité va jusqu'a 3 ug/kg

bien que des valeurs plus basses aient &té rappor-—

d'aflatoxine B . La récupération d'aflatoxirmes dans 1'échantillon se fait a

s, 83 Z pour la B,, 92 7 pour la G, et 84 7 pour la G, (249).

1

1 1
Pour un dosage plus précis et plus sensible, on peut éluer les taches cor-

91 % pour la B

respondant aux aflatoxines de la plaque chromatographique et doser par
spectrofluorimétrie en se basant sur une gamme &talon de 1'aflatoxine 3

doser.

4.1.1.2. - La chromatographie en couche mince bidimention-—

nelle

La TLC bidimentionnelle a &té utilisée avec succts dans les cas
oli un nombre important de substances génantes sont présentes dans 1l'extrait.
L'utilisation de 1'&ther, soit dans une ou dans les deux dimensions a &té
montrée pour déplacer ces substances génantes jusqu'au front du solvant
avant le développement de la plagque TLC par le solvant principal. Les sys-—

témes de solvants utilisés sont les suivants :

-~ (1) Chloroforme : Acétone (9:1) et (2) Tolu@ne : Acétate d'éthyle : Acide
formique & 90 7 (5:4:1)
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- (1) Toludne : Acétate d'éthyle : Acide formique 5'90 % (5:4:1) et
(2) Chloroforme : Acétone (9:1)

- (1) Diéthyléther anhydre et (2) Chloroforme : Trichloro&thyléne : Tert-
butanol : Acide formique (85:10:4:1)

- (1) Diéthyéther : Méthanol : Fau (94:4,5:1,5) et (2) Chloroforme : Acétone
(9:1)

- (1) Diéthyléther : M&thanol : Eau (94:4,5:1,5) et (2) Chloroforme : Acé—
tone : Méthanol (90:10:2)

- (1) Benzéne : Méthanol : Acide acétique (90:5:5) et (2) Chloroforme :
Acétone (9:1),

Le dosage des aflatoxines se fait par spectrofluorimétre par rapport 3 une

gamme &talon (250).

4.1.1.3. - Chromatographie liquide & haute perfromance

(HPLC)

Depuis une dizaine d'années,une nouvelle technique de dosage des
aflatoxines est apparue, nommée chromatographie liquide & haute pression

(HPLC) . Les premiers travaux utilisant cette nouvelle technique furent

"réalisés par Manabe et Matsuura (250). Ils obtinrent une résolution partiel-

le des aflatoxines & partit d'un mélange en utilisant comme phase station-—
naire, une colonne Sephadex G10 (CM) et comme phase mobile de 1'eau pure.

Les aflatoxines furent &luées dans cet ordre : G B G G B

2a> Baa> G20 By» Gy By-
Cette méthode de dosage a &té améliorée au cours d'années de recherche,
et le tableau suivant domne quelques exemples d'utilisation de 1'HPLC pour

le dosage des afldtoxines & partir d'échantillons contaminés,

En comparaison avec la chromatographie en couche mince , la mé-
thode HPLC donne une meilleure résolution des aflatoxines, et de ce fait,

il y a augmentation de la spécificité.

Du fait de l'automatisation d'une large partie de 1'analyse, a
partir de 1'injection de 1'échantillon dans 1'appareil jusqu'au résultat
final, cette méthode a 1l'avantage d'une simplicité opérationnelle. Toute-
fois, la méthode HPLC est fort cofiteuse par rapport & la TLC, ne permettant
pas actuellement qu'elle soit une méthode de routine pour le dosage des
aflatoxines dans les denrées contaminées. De récentes méthodes de dosage,
peu utilisées actuellement, sont &tudiées pour l'analyse des aflatoxines.

performance

Ce sont la chromatographie en couche mince & haute pression (HPTLC) et la

chromatographie en phase gazeuse (GLC).
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Echantillons Appareillage HPLC Détecteur Remarques Limites de détection Rf.
Haricots cuits Phase stationnaire : colonne de gel Spectrofluorimétre Avant passage sur En ng/kg 251
Noix de gilice, Lichrosorb SI 60 (5 um), HPLC, séparation par Afl. By : 2,5
Breakfast & base phase mobile : chloroforme saturé avec TLC {chloroforme : Afl. By : 2,5
de céréales de 1'eau (10 parties) et de 1'acide acétone : acide acéti- Afl, G} : 0,3
Viande acétique glacé () partie) que, 88:12:1) Afl. Gg : 0,4
phase mobile pour 1'aflatoxine M; : Afl. M; : 0,6
chloroforme : acide acétique : méthanol
(50:5:3)
Phage stationnaire : colonne de gel Spectrophotométre Méthode applicable Afl. B} : 10 ng 252
de silice Partisil=5 (6 um) pour le dosage des dans | pg d'dchant.
phase mobile : 0,3 Z v/v méthanol aflatoxines dans la
dans de 1'eau saturée au dichloro- nourriture
méthane
Denrées alimen~ Phase stationnaire : colonne de gel Spectrofluorimétre . Précision quantitati~ Afl. By : & partir 253
taires de silice AB-~5 ve de HPLC supérieure de 10 ppb (0,5 ng)
phase mobile : toluéne : acétate i celle de TLC jusqu'a 4 ppm
d'éthyle ; acide formique : méthanol (200 ng)
(178:15:4:3)
Cacahuétes décor- Phase stationnaire: colonne de gel a) Détecteur de Bonne concordance des La limite de détec~ 254
tiquées non gril-~ de silice y~Bondapack C;g (10 um) fluorescence résultats donnés par tion est meilleure
lées phase mobile : eau: méthanol b) Détecteur U.V. les deux détecteurs avec le détecteur
(60:40) pour les afl. Bj et By, de fluorescence
un peu moins pour les Afl. By : 0,5 ng
afl. Gy et Gy Afl. By : 0,05 ng

Afl. Gy : 0,5 ng
Afl. Gy : 0,05 ng

4.1.2. - Méthodes biologiques

Les techniques d'épreuve biologique actuelles ne conviennent pas
pour le criblage de routine et n'assurent pas un seuil de détection assez
bas (3). De plus, ces méthodes ne sont que semi-quantitatives. Les services
officiels de contrdle recourent couramment & 1'épreuve sur embryon de pou-
let. Une droite dose-réponse est tracée en utilisant de 1l'aflatoxine Bl
standard. Cette méthode consiste & appliquer 0,1 & 0,2 ug d'aflatoxine B]
sur la membrane de l'eau et 3 relever le taux de mortalité durant les 23
jours de couvaison (247). Plusieurs autres procé&dés biologiques ont &té€ mis

au point qui demandent 1'utilisation de jeunes plants de mais, de larves

de poisson Zebra, de crevettes d'eau de mer, de bactéries, etc... (cf.

chap. 4, sect. 3.1.3.).

4,2. ~ Méthodes_de dosage des_ochratoxines

4.,2.1. - Méthodes chimiques

AP M KB e E e ELEE LS EE

4.2.1.1. - La chromatographie en couche mince (TLC)

La chromatographie en couche mince est la méthode de dosage des
ochratoxines la plus usuelle. Nesheim et al. (255) a passé en revue les di-
verses méthodes de dosage des ochratoxines dans les denrées alimentaires.

La méthode la plus souvent utilisée, en particulier pour les céréales, com-
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porte a) une extraction par un mélange de chloroforme et d'acide phospho-
rique dilué, b) une &@puratiom sur une colonne d'hydrogénat carbonate aqueux °
imprégnant de la terre de diatomées, et c¢) un dosage par chromatographie

en couche mince, par spectrofluorimétrie, en comparaison avec une gamme éta-

lon. La sensibilité est de l'ordre de quelques ug/kg (256).

Les plaques de TLC usuellement utilisées sont : SilicAR TLC-7G,
Adsorbisil~1, Silica-gel G-HR (257). Les systdmes de solvants utilisés pour
la séparation de 1'ochratoxine A et B sur TLC sont les suivants :

Benzé&ne : Acide acétique (3 : 1)

Toluéne : Acétate d'éthyle : Acide formique (5 3 4 : 1)

Benz&ne : Méthanol : Acide acétique (24 : 2 : 1 ou 90 : 5 : 5).
Bien que ces systémes de solvants permettent une bonne séparation des
ochratoxines A et B, 1'impré@gnation du gel de silice avec de 1'acide oxa-
lique et le développement de la plaque chromatographique avec un systéme
neutre de solvants, chloroforme : isopropyl acétone (4 : 1) offrent une

excellente séparation de ces deux toxines (258).

4.2.1.2. - Chromatographie liquide 4 haute performance

(HPLC)

Cette méthode est peu utilisée pour le dosage des ochratoxines.
Hunt et al. (251) ont proposé& une méthode de dosage par HPLC des aflatoxi-
nes et de 1l'ochratoxine A ayant contaminés diverses denrées alimentaires,
la phase stationmaire étant une colonne de gel de silice Lichrosorb SI 60
(5 ym) et la phase mobile, du chloroforme saturé avec de 1'eau (10 parties)
et de 1'acide acétique glacé (1 partie). La limite de détection de 1'ochra-

toxine sur 50 grammes d'échantillon est de 12,5 pg/kg.

4.3. - Méthodes de dosage de la zéaralénone

4.3,1. - Méthodes chimiques

LRI A S A I IR R S A A R

Une méthode de détection ﬁultiple des aflatoxines, des ochrato~
xines et de la z8aralénone a €té mise au point et &prouvée collectivement
(3). Le mode opératoire consiste @ extraire les composés au moyen d'un mé-
lange eau-chloroforme et & &luer séquentiellement les mycotoxines dans une

colonne de gel de silice ; la sensibilité est de 1'ordre de 50 & 100 ng/kg.

Mirocha et al. (259) ont décrit un procédé de détection de la
z8aralénone, dont 1'application est tr&s souple, faisant appel & la chroma-

tographie en couche mince (TLC), 3 la chromatographie gaz—~liquide (GLC),
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a la chromatographie gaz-liquide associée & la spectrométrie de masse, ou
a4 une combinaison de toutes ces techniques ; la sensibilité est voisine de

50 ug/kg.
4.3.1.1. - La chromatographie en couche mince (TLC)

Le développement de la plaque TLC pour la détection de la zéara-
lénone se fait avec le systéme de solvants, chloroforme : mé&thanol (97:3).
La tache de z&aralénone sur la plaque est rendue visible par pulvérisation
d'acide sulfurique & 50 7 dans du méthanol suiyie par un chauffage de la
plaque & 120°C pendant 10 & 20 minutes. La zéaral&none apparait en un spot

de couleur jaune & brum.

On peut aussi pulvériser sur la plaque une solution de ferricya-.
nure de potassium~chlorure ferrique (1 : 1) suivie par une pulvérisation
d'acide hydrochlorique, 2N. La =z@aralénone apparait en un spot bleu inten-
se (245). La limite de détection de la zéaralé&none sur plaque TLC est de

0,1 ug et la sensibilité de la méthode est de 50 ppb.
4.3.1.2. - La chromatographie gaz~liquide (GLC)

La z&aralénone est convertie quantitativement en dérivé triméthyl-
silylé (TMS—&ther) qul est un dérivé volatil adéquat pour 1'analyse par GLC.
Une quantité aussi faible que 50 ng de zéaralénone peut &tre détectée par
cette méthode. La sensibilité de la chromatographie gaz-liquide pour la
zéaralénone est de 50 ppb (245). La combinaison chromatographie gaz — spec~—
trométrie de masse (GC-MS) n'est qu'une méthode d'analyse permettant la
détection et la confirmation par le spectre de masse du dérivé TMS-éther

de la zéaralénonea
4.3,1.3. ~ Dosage par ultra—-violet (UV)

Pour le dosage en UV, la zéaralénone doit tout d'abord &tre sépa-
rée par TLC de ses dérivés, F=-5-3 et FP-5-4. Ces dérivés ont des Rf diffé-
rents de celui de la z@aralénone mais ont un spectre UV identique & celui
de la =z8aralénone. La zaralénone est &luée de la plaque TLC avec de 1'acé-
tone. Apré@s évaporation de 1'acétone, le ré&sidu est repris par de 1'&tha-
nol & 95 Z, pour le dosage en UV a 274 mm. Les limites de détection se si-

tuent entre 0,1 et 0,5 ug/ml (245).

4.3.1.4. = La chromatographie liquide & haute performance
(HPLC)
On dispose actuellement de deux méthodes d'analyse par chromatogra-
phie liquide & haute performance qui permettent de déceler la zéaralénone au

taux de 5 pg/kg dans des flacons de mais (95, 98).
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4.4.1. — Méthodes chimiques

Les analyses chimiques des trichothécénes sont difficiles car ce
groupe n'a pas de propriétés fluorescentes et n'absorbe pas d'une maniére

appréciable dans 1'UV.

Les trichothécénes sont généralement extraits de 1'échantillon
avec de 1'acétate d'éthyle ou du chloroforme. Toutefois, des solvants plus
polaires (par exemple, méthanol aqueux i 40 Z) sont requis pour 1'extrac-

tion du nivalénol, de la fusarénone X et du déoxynivalénol.

L'extrait est usuellement associé avec des substances pigmentées
et des lipides qui interférent lors de L'analyse. Aprés purification par
1'utilisation d'un milieu biphasique, ac@tonitrile-éther de pétrole, 1'ex~-

trait des trichoth&c&nes est prét pour l'analyse chromatographique (157).
4.4.1.1. - La chromatographie en couche mince (TLC)

La visualisation des trichothéc&nes aprés séparation sur TLC est
faite par pulvérisation avec HZSO4 ou avec une combinaison de H2804 et de
paraanisaldéhyde (cf. chap. 4, sect. 1.4.) et permet donc la détection et
la quantification des trichothé&cénes par spectrophotométrie, mais souvent cette
analyse est rendue difficile par la présence de pigments et le dosage n'est
pas précis (157). Pour recourir & ce probléme, la séparation des trichothé&~
cénes par TLC suivie par le dosage par chromatographie gaz-liquide (GLC)

est recommandée.
4.4.1.2. - La chromatographie gaz-liquide (GLC)

Tous les trichothécénes, 4 l'exception des verrucarines et des
roridines, peuvent @tre chromatographiés en utilisant leurs dérivés volatils

acétate ou triméthylsilylé &ther.

La sensibilité de 1'analyse par GLC est de loin meilleure que
celle par TLC. Mais 1'analyse par GLC a l'inconvénient d'une mauvaise iden-—
tification du fait de nombreux composés ayant un temps de rétention identi-
que ou similaire & ceux des trichothécénes. Toutefois, la séparation par
TLC suivie par 1l'analyse en GLC résoud ce problé&me : les trichothécénes
suspectés peuvent &tre &lués du gel de silice aprés séparation sur TLC,

pour 1'identification et le dosage par GLC (157).
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CONCLUSION

Le développement de techniques plus précises et plus spécifiques
d'identification, de dosage et de confirmation des mycotoxines ont permis
une meilleure analyse de ces toxines dans les denrées alimentaires conta-
minées. La chromatographie en couche mince (TLC) reste, actuellement, la
méthode la plus usuelle pour 1'identification et le dosage des mycotoxines.
Cependant, il semble que les méthodes de chromatographie liquide & haute
performance soient en voie de devenir prochainement les procédés de choix
pour 1'analyse des mycotoxines en raison tant de leur précision et de leur
sensibilité que de leur applicabilité & 1'étude de nombreuses mycotoxineé,
dont les aflatoxines B], B2, G] et G2. 11 est important de pouvoir doser
correctement ces mycotoxines lorsqu'elles se trouvent & de faibles concen—
trations dans certaines denrées alimentaires, du fait que ces faibles do-
ses de toxines suffisent pour induire chez 1'animal des effets toxiques

aigls mais aussi chroniques.
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EFFETS DES MYCOTOXINES CHEZ L'HOMME ET CHEZ L'ANIMAL

INTRODUCTION

Depuis la découverte des aflatoxines mises en cause dans la mala-
die X des dindons, début 1960, 1eé recherches se sont orient&es, en particu-
lier, sur les effets des mycotoxines chez divers animaux lors d'intoxications
naturelles, mais surtout lors d'expériences au laboratoire. Ces &tudes ont
permis de mieux comprendre les effets des mycotoxines au niveau biochimique,
de connaitre les doses susceptibles de déclencher une intoxication aiglie ou
chronique‘chez telle espéce animale, mais aussi de faire des rapprochements
avec certaines toxicoses humaines oli des mycotoxines, en particulier les

aflatoxines, semblent jouer un rdle &tiologique.

I - LES AFLATOXINES

Les symptdmes d'intoxication par les aflatoxines ont &té étudiés,
soit lors d'intoxications naturelles, soit en laboratoire & la suite de 1'in-

gestion d'aliments contaminés par des aflatoxines.

1.1.1. - Intoxications naturelles
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La premi@re observation d'aflatoxicose fut réalisée lors d'une épi-
démie aiglie en Angleterre qui fit périr plus de 100 000 dindonneaux, en 1960,
épidémie ayant pour cause la contamination par des aflatoxines de tourteaux
i base de farine de noix du Brésil (taux d'aflatoxine Bl = 10 mg/kg). La ma—
ladie Etait caractérisée par une dégradation rapide de 1'état de santé, des
hémorragies sous~cutanées et.la mort des volailles. A 1'autopsie, on décou-
vrit un foie pale, graisseux, une nécrose hépatique étendue et une proliféra-

tion de 1'épithélium des canaux biliaires (3).

D'autres observations furent faites lors d'intoxications d'animaux
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(porcs, chiens, veaux, canetons) par ingestion d'aliments contaminés, débou-

chant sur le fait que les lésions hépatiques analogues 3 celles de la mala-

die des dindonneaux, sont la caractéristique majeure des aflatoxicoses (3).

1.1.2. - Etudes expérimentales chez 1'animal
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En ce qui concerne les aflatoxines animales, la mature des phéno-
mé&nes pathologiques dus & 1'ingestion d'aflatoxines varie en fonction de
1'espéce animale, de la dose et de la durée d'administration. On peut ainsi
classer les manifestations pathologiques en deux types d'intoxication, 1'in-
toxication aigie et 1'intoxication chronique, le foie &tant le principal or-—
gane~cible dans les deux types d'intoxication. La relation entre la structu-
re chimique des différentes aflatoxines et leur activité& biologique a été
étudiée expérimentalement et ces &tudes ont conclu que les aflatoxines B, et
G, étaient moins toxiques que B1 et Gl’ B, &tant de loin 1'aflatoxine la

2 1
plus toxique.

1.1.2.1. = L'intoxication aigue

Les différentes espéces animales ne sont pas toutes €galement su-—
jettes & 1'intoxication aigie par l'aflatoxine B, ; pour la voie orale, la DL50
va de 0,3 a 17,9 mg/kg p.c. (0,3 pour le lapin et 17,9 pour la rate) (3). Chez
les mammiféres, les espéces qui présentent le plus facilement des phénoménes

d'intoxication aigue sont le lapin, le chien, le cobaye (260).

L'intoxication aigle se traduit par la mort des animaux dans les
délais variant selon la sensibilité spécifique. Dans chacun des cas, 1'hépa-
totoxicité des aflatoxines se manifeste : on trouve une nécrose hépatique

avec dégénérescence graisseuse et prolifération des cellules biliaires.

Mais le foie n'est pas le seul organe touché lors d'expériencés de
toxicité aigle pratiquées avec de fortes doses d'aflatoxines. L'administra—
tion par gavage a4 des rats des deux sexes, de doses uniques d'aflatoxine Bl’
de 7,2 mg/kg p.c. pour les rats et de 17,9 mg/kg p.c. pour les rates, est
mortelle. On note, au cours des premiers jours qui suivent l'administration,
de fréquentes hémorragies surrénaliennes bilatérales, des pétéchies au ni-
veau de‘nombreux organes, notamment dans les poumons congestionnés et, par—
fois, des nécroses en foyers dans le myocarde, les reins et la rate (3, 261).
De méme, de semblables manifestations pathologiques ont &t& observées chez
des cobayes, 2 & 3 jours aprés une injection intra-péritondale unique d'afla-

toxine B, & la dose de 1,4 mg/kg p.c. (= DLSO) (3).

I
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1.1.2.2, = L'intoxication chronique

Les troubles 1i&s & l'intoxication chronique due 3 1'ingestion de
rations faiblement contaminées pendant plusieurs semaines ou plusieurs mois,
sont d'un tout autre ordre que ceux liés & 1'intoxication aigue. Les pre-:
miers symptdmes visibles consistent en une anorexie et un ralentissement de
la croissance, voire méme une perte de poids ; mais, rapidement, c'est le
foie qui souffre le plus de 1'activité@ toxique. On observe le développement
de carcinomes hépatiques, ou quelquefois de cirrhoses : par exemple, 1'admi-
nistration prolongée (14 mois) d'un aliment faiblement contaming& (0,03 ppm)

provoque chez le canard le développement de carcinomes hépatiques (260).

Le rat est un animal de laboratoire intéressant du fait que cette
espéce permet de mettre facilement en évidence le pouvoir cancérigéne des
aflatoxines. Sur la base de divers résultats expérimentaux, on estime que la
dose d'aflatoxine B, capable d'induire le développement de carcinome hépati-
que chez le rat est de l'ordre de 10 ppm/animal/jour (11). Signalons enfin
que la truite arc-en-ciel est 1'une des espéces les plus sensibles aux effets

hépato—carcinogénes des aflatoxines (11).
1.1.2.2.1. Cancérogénicité

Administrées par voie orale, les aflatoxines, principalement la B,, se sont

1’
montrées hépatocancérogénes chez toutes les espéces animales d'épreuve (y
compris des primates autres que 1'homme) &tudifes jusqu'ici, d 1'exception
de la souris chez laquelle seule l'injection i.p. de B, a des nouveaux-—nés
a eu des effets cancérogénes. Ces travaux ont porté sur 1'expositibn d long
et & court terme aux aflatoxines. Les tableaux suivants résument ces résul-

tats de laboratoire (3).

Hépatocancérogénicité de 1l'aflatoxine B1 chez les rongeurs.

Espéces Taux de dose Durée du régime Périodetg;gbserva— di:ctﬂizﬁis

. hépatiques
Rat, Fisher 1,0 mg/kg alim. 33 semaines 52 semaines 3/6
Rat, Fisher 1,0 mg/kg alim, 41-64 semaines 41-64 semaines 18/21
Rat, Porton 1,0 mg/kg alim, 20 semaines 90 semaines 19/20
Rat, Wistar 1,0 mg/kg alim. 21 semaines 87 semaines 12/14
Souris, Swiss 150 mg/kg alim.* B0 semaines B0 semaines ' 0/60
Souris, C57B1/6NB 1,0 mg/kg alim. 80 semaines 80 semaines 0/30
Souris, C3HEB/HEN 1,0 mg/kg alim. . 80 semaines 80 semaines 0/30
Souriceau, hybride 6,0 pg/g p.c. 3 doses (i.p.) o 80 sémaines 16/16

F] de 4 jours

* Aduministration d'un mélange d'aflatoxines Bl et Gl'
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Espéces

Dose ou

Durée du traite-

pPériode d'obaser—

Incidence tu~
morale au ni-

Taux de dose ment vation veau du foie
Singe, rhésus () 1,655 g total® 5,5 ans 8,0 ans 11
Singe, rhésus (F) 1,655 g total 5,5 ans 10,75 ans 1/1
Singe, rhésus (F) 0,504 g total 6,0 ans 8,0 ans 1/1
Ouistiti 3,0 mg total 50-55 semaines 50~55 semaines 1/3

5,04~5,84mg total® 87-94 semaines 87-94 semaines 2/3
Tupaja (M et F) 24-66 mg total 74-172 semaines 74~172 gsemaines 9/12
Furet 0,3-2,0 ug/ke 28-37 mois 28~37 mois 7/9
Canard 30 ug/kg 14 mois 14 mois 8/11
Truite arc—en-ciel 4 ug/kg alim. 12 mois 12 mois 15 %

8 ug/kg alim. 12 mois 12 mois 40 %
Truite arc~en-ciel 0,5 mg/kg eau 1 heure 296~321 jours 38 2
embryons
Saumon 12 ug/kg alim.d 20 mois 20 mois 50 %
Vairon 6 mg/kg alim. 11 mois 11 jours 7/11

b — Administration d'un mélange d'aflatoxines B, et G,.

1 1
¢ = Infection expérimentale simultanée par le virus de 1'hépatite.
d - Régime additionné entre autre d'acides gras cyclopropénoides & raison de

50 mg/kg alim.

Ayant étudié la relation entre la structure chimique des différen-

tes aflatoxines et leur hépatocancérogénicité chez le rat Fisher mile,

Wogan et al. (262) concluent que 1'aflatoxine B, est plus cancérogéne que la

1
G] et que toutes les deux le sont davantage que la B2.

Le potentiel carcinogéne de 1'aflatoxine M, a &té &tudié chez la

1

truite arc~en-ciel et les expériences ont montré qu'elle a une activité tu-—
cf.

1 (cf

Corrélation entre la mutagénicité des

morale au niveau hépatique 3 fois moindre que celle de 1'aflatoxine B
Chap. 5, Sect., 1.1.2.2.2,, Tableau :
aflatoxines in vitro chez S. typhimurium et leur cancérogénicité in vivo

chez 1'animal).

En dehors des tumeurs hépatiques, il est apparu occasionnellement
des tumeurs chez des animaux de laboratoire & la suite de traitement aux
aflatoxines per os : cancer du ¢B8lon chez des rats, adénocarcinomes gastri-
ques, tumeurs des glandes lacrymales, &pithé&liomas spinocellulaires de la

langue et de l'oesophage (3).
1.1.2.2.2, Mutagénicité

Le potentiel mutagéne des aflatoxines et de leurs dérivés a &té recherché

par Wong et Hsieh (263) d'aprés le test d'Ames (264), systéme de mutations
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réverses de souches de Salmonella typhimurium histidine dépendantes. Ils ont
ainsi pli donner, par ordre décroissant, le potentiel mutagéne des aflatoxi-

nes et de leurs dérivés.

Potentiel mutagéne des diverses aflatoxines par ordre décroissant.

Aflato-

Aflatoxine B] %icol G] M] Hl Q] B2 P] G2 Béa GZa
Potentiel
mﬁtaééne 1,000 0,228 0,033 0,032 0,020 0,012 0,002 0,001 0,001 0,001 0,000

% Les valeurs données sont relatives au potentiel mutagéne de 1'aflatoxine Bl'

Selon le test d'Ames, l'aflatoxine Bl a eté trouvée comme étant la

plus mutagéne des quatres aflatoxines contaminants naturels tandis que 1'afla-

toxine G] est moins mutagéne. Les aflatoxines B, et G, sont estimées non toxi—

2 2

ques. Parmi les métabolites de 1l'aflatoxine B] formés chez 1'animal, 1'aflato-
xicol est celui qui posséde la plus grande activité mutagéne, suivie par les
aflatoxines M,, Hl’ Ql' Les toxines P]-et BZa se sont révélées non mutagénes.
La coﬁparaison de ces résultats avec ceux d'expériences animales sur la car-
cinogénicité des aflatoxines Zn vivo, a montré une remarquable corrélation

(Tableau suivant).

Corrélation entre la mutagénicité des aflatoxinesin vivo chez S.

typhimurium et leur cancérogénicité <m vZvo chez 1'animal.

: Mutagénicité . P
Aflatoxines N 5 Carcinogénicité
relative (%) ; 8
Aflatoxine B] 100 Le plus puissant hépatocarcinogéne chez le rat
Le plus puissant hépatocarcinogéne chez la truite
arc-en-ciel
Aflatoxicol 22,8 A une activité tumorale chez la truite arc~en~ciel

de moitié moindre par rapport & l'aflatoxine Bl

3,3 Moins tumori géne chez le rat que 1l'aflatoxine B
moins hépatocarcinogéne chez la truite arc-en-clel
que 1'aflatoxine Bl

Aflatoxine Gl

Aflatoxine MI 3,2 Posséde une activité tumorale chez la truite are-
en~ciel 3. fois moindre par rapport & l'aflatoxine
B
| P . .
moing tumorigéne chez le rat que l'aflatoxine BI
Aflatoxine Hl 2,0
Aflatoxine QI 1,1 Non tumorigéne chez la truite arc-en—ciel
Aflatoxine BZ 0,2 Trouvée inactive chez le rat
faible sctivité chez le rat & la dose de 150 fois
celle de 1l'aflatoxine B
faible activité chez la truite arc-en-ciel
Aflatoxine PI 0,1
Aflatoxine 62 0,1 Trouvée inactive chez la truite arc-en-ciel
Aflatoxine B2 0,00
a
Aflatoxine G 0,00

2a

% Mutagénicitd relative par rapport 4 1'aflatoxine B .

D'autres &études sur l'effet mutagéne de 1'aflatoxine B1 ont &té

réalisées sur des chromosomes humains. Les cellules traitées ont révélé un
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taux élevé d'aberrations chromosomiques, surtout des cassures et des &chan-
ges. Ces travaux ont abouti sur le fait que la distribution des peints de
cassure sur les chromosomes n'est pas due au hasard. Quelques chromosomes

sont trés sensibles 3 1'effet mutagéne de 1'aflatoxine B, (par exemple, les

1
chromosomes 2, 11, 19 et 20) tandis que d'autres chromosomes sont trés ré-

sistants (par exemple, les chromosomes 22, X et Y) (265).

1.1.2.2.3. Tératogénicité

¢ -

Le tableau suivant résume quelques expériences de tératogénicité faites au
laboratoire sur certaines espéces animales. D'aprés ces expériences, 1'afla-

toxine B1 montre un effet tératogéne, se traduisant par des résorptions et
des malformations foetales.

Effets tératogénes de 1'aflatoxine B, sur certaines espéces anima-

1
les.

Espéces expérimentées Dose d'aflatoxine B, Effets constatés REf.
Embryons de poulet 1/100 ppm Augmentation de la mortalité foetale al- 266
lant de 6,6 8 35 Z pour la dosede 100 ppm.
1/150 ppm Augmentation de la mortalité foetale al-

lant jusqu'd 26 Z pour la dose de 150
ppm. Plusieurs malformations ont &té ob-
servées 1 spina bifida, pattes déformées,
Sviscération. Le groupe ayant regu 1/100
ppm d'aflatoxine B, montre aussi des re-
tards de croissance des ailes, pattes,
maxillaire et mandibule.

Rates gestantes 1/100 ppm durant les Résorptions, malformations et retards 267
. |4 premiers jours de -du développement embryonnaire ont &té
la gestation observés, Chez les rates gestantes, des
lésions hépatiques ont été observées.
Hamsters gestantes 4 ou 6 mg/kg (i:p.) Les ohservations ont &té faites le 118me 268
au jour 8 et 9 de et le 158me jour de la gestation : 1'ef~
la gestation fet principal observé est un retard de

la croissance foetale. Des nécroses hé-
patiques et rénales sont présentes chez
les femelles gestantes.

1.1.3. = Effets biochimiques et mode d'action des aflatoxines
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De toutes les aflatoxines, l'aflatoxine B, est la plus toxique et notre &tu-

i
de se limite aux effets biochimiques de cette toxine et son action cellulai-

re. Il semble bien que l'aflatoxine B, soit métaboliquement activée avant

1
d'exercer = ses effets aigus et chroniques (cf. Chap. 3, Sect. 1.3.). L'inter~

action du dérivé métaboliquement activé de l'aflatoxine B, avec les hépato-

1
cytes conduit & de nombreux effets :

a) Blocage de la synthé&se des ARN par inhibition de 1'ARN polymérase
ADN dépendante

La transcriptionest particulidrement touchée par 1'aflatoxine B, . En effet,
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5 minutes aprés administration de 1 mg/kg d'aflatoxine B. au rat, 1'incorpo-

1
ration d'|]4C~[ acide orotique dans les ARN nucléaires est inhibée de 70
par rapport 3 celle trouvée chez les témoins. Toutes les catégories d'ARN
cellulaires sont touchées par la toxine. Cependant, la transcription de gé-
nes correspondant aux ARN ribosomiens est tout particuliérement affectée par
1'inhibition. Le blocage de synthése se maintient A un niveau de 80 % jusqu'
& 20 heures aprés l'injection pour ensuite diminuer progressivement. 'iphi-
bition observée correspond réellement d une altération du systéme de trans-
cription comme le prouvent les inhibitions de 1'activité des ARN polymérases
des noyaux isolés & partir du foie de rats traités Zm vivo par 1'aflatoxine.
Quelle que soit la force ionique du milieu, on observe toujours une trés for-
te diminution de la capacité& de synthése d'ARN <n vitro, ce qui montre que
les deux systémes enzymatiques de transcription localis@s, 1'un dans le nu-

cléole, 1'autre dans le nucl@oplasme sont touchés par la toxine (269).

Sur le plan du mécanisme moléculaire de 1'inhibition, les métabo-
lites dérivés de 1'aflatoxine B1 bloquent la transcription en agissant au ni-
veau de 1'enzyme elle-méme (L'ARN polymérase ADN dépendante). En ce qui con-—
cerne l'étape de la transcription touch&e, il a &té& montré que c'est au ni-
veau de l'initiation de la chaine polynucléotidique que s'exerce l'action

inhibitrice de 1'aflatoxine (269, 270).

) Inhibition de la synthése de 1'ADN par liaison covalente avec celui-
ci.
Des études récentes ont montré une attaque préférentielle de 1'aflatoxine B]
au niveau de 1'ADN mitochondrial. L'actioh inhibitrice importante de la trans—
cription et de la tramnslation mitochondriale, ainsi que 1'attaque préféren-

tielle de 1'aflatoxine B, sur 1'ADN mitochondrial, laisse supposer que le

1
systéme génétique mitochondrial est une des cibles directes de 1'aflatoxine

B1 au cours de ces expériences (271, 272).

¢) Inhibition de la synth@se des proté&ines par action directe sur la

traduction en emp&chant la terminaison des chaines polypeptidiques (3, 273).

d) Action sur la perméabilit@ cellulaire et sur les systémes transpor—
teurs d'électrons.
L'aflatoxine agit sur la perm@abilité& cellulaire qu'elle augmente en parti-
cqlier au niveau des mitochondries, et le transport des électrons est inter-—
rompu, conduisant & un déclin de la respiration cellulaire (3), le site d'ac-
tion semblerait se localiser entre le cytochrome b et .le cytochrome c ou ¢
(273) . Obidao, Onyechi et al., lors d'un travail récent iZn vitro sur des mi-
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tochondries hépatiques de rat, supposent que 1'action inhibitrice des afla-

toxines B, et G, sur le transfert d'électroms, celle de G, étant plus puis-

] I 1
sante, peut se faire au niveau de 3 sites possibles : succinate deshydrogé~
nase, ATPase et la réaction entre le complexe respiratoire | et 1'intermé-

diaire non phosphorylé hautement énergétique (274).

Les membranes lysosomiales deviennent elles aussi perméables, con-
duisant & une fuite des hydrolases acides non liges. Il se pourrait que l'ac-
tivation des enzymes lysosomiales et leurs effets sur les structures cellu~
laires fassent partie d'un mécanisme d'action toxique des aflatoxines (3,

273).

e) Action toxique au niveau du réticulum endoplasmique de 1'hépatocyte.
L'aflatoxine réagit avec le réticulum endoplasmique, causant une dégranula-
tion précose. Cette dégranulation a lieu dans la région périportale du foie,
zone au niveau de laquelle une nécrose peut &ventuellement apparaitre. De
plus, au niveau du réticulum endoplasmique, une d@sagrégation des profils po-
lyribosomiaux est constatée avec constitution de formes polyribosomiales hé-

licoidales (3, 273).

L'aflatoxine Bl non métabolisée , interfére dans le réticulum au-
prés des sites de liaison ribosomiaux qui sont usuellement occupés par les
hormones stéroides génitales (estradiol chezlles mdles, testostérone chez
les femelles) et il s'en suit une concurrence entre 1'aflatoxine B1 et les
hormones stéroides au niveau de ces sites de liaison (3, 273). Ceci refléte
bien les similarités structurales entre 1'aflatoxine et la structure des hor-

mones stéroides.

f) Autres actions cellulaires de 1'aflatoxine.
L'aflatoxine B] inhibe de nombreuses fonctions métaboliques, y compris la
synthé&se des protéines, 1'induction enzymatique et la synthése des facteurs

II et VII de la coagulation sanguine.

La transformation métabolique du glucose par 1'intermédiaire du
glucose—6-phosphate et la synthé@se des acides gras et des phospholipides sont
ggalement ralenties. De plus, on constate la disparition du contr8le en re-—
tour de la synthése du cholestérol, ce qui est considéré comme caractéris-—
tique de 1'@tat ﬁrécancéreux. Dans le cytoplasme hépatique se produit une
stimulation transitoire suivie d'une dépression de la glycogénolyse et du
métabolisme du glucose par la déviation pentosique (3). L'afldtoxine Bl a des
propriétés immuno-dépressives, probablement apparentéesd son effet inhibiteur

sur la synthése des protéines (3, 275, 276).
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Ainsi, la nécrose hépatocellulaire aigiie semble résulter de 1'in-
teraction des aflatoxines en divers sites intracellulaires alors que la mu-
tagénicité et la cancérogénicité de ces toxines sont probablement subordon-—
nées a4 l'activation métabolique d'un agent alkylant 1'ADN vraisemblablement

1'époxyde~2,3 (cf. Chap. 3, Sect. 1.3.).

En ce qui concerne la cancérogénicité@ et la mutagénicité induites
par les aflatoxines, de nombreuses expériences oli 1'ADN est mis en contact
avec le métabolite actif de 1'aflatoxine, ont &té réalisées. De tels systé-
mes fonctionnent grace 4 1'adjonction de microsomes hépatiques apportant les
enzymes de conversion des drogues ("drogues" &tant le terme pris dans le

sens de "substances &trangéres au métabolisme normal').

~

La fixation de 1'aflatoxine & 1'ADN provoque des altérations de la
capacité de modéle de celui-ci. Ces altérations peuvent entrainer ultérieu-
rement 1'introduction d'erreurs dues d& un mauvais positionnement des bases
dans 1'ADN synthétisé au cours de la replication suivante : il en ré&sulte
des modifications de la séquence des nucléotides de 1'ADN, c'est & dire
1'apparition de mutation. Or, il a &té démontré 1'existence d'une corréla-

tion hautement positive entre le pouvoir cancérogéne et le pouvoir mutagéne.

L'hypoth&se la plus vraisemblable expliquant la mutagénése due a
1'aflatoxine est la suivante : On sait que 1'ADN 1&sé& peut &tre réparé, il
existe différents systémes enzymatiques (les réparases) qui ont pour fonction
d'effécer les anomalies présentes et de redonner & 1'ADN son intégrité struc-
turale initiale. Toutefois, si certains de ces systémes effectuent correcte—
ment la réparation (réparation fidd&le), d'autres introduisent des erreurs
au cours de leur travail (réparation infidéle) ; la mutagénése qui en résul~
te n'est donc pas liée directement & 1'interaction de la substance chimique
avec 1'ADN mais 4 un effet secondaire résultant d'une réparation erronde de
1'ADN.

Ce systéme de réparation infidéle est connu sous le nom de systéme
S80S. Il a &t& montré au cours d'expériences sur des bactéries que les méta-

bolites actifs de 1'aflatoxine B, &taient capables de déclencher le signal

i
de la dérépression du systéme S0S dans la bactérie, donc d'induire la synthé-

se d'enzymes de réparation entrainant une mutagénése au cours de leur travail (277).

Ainsi, si 1'on admet que la cancérisation d'une cellule tient son
origine d'une mutation spécifique qui va s'exprimer dans le clone constitué

par les générations successives de cellules par 1'apparition d'une tumeur
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maligne, on peut considérer que les propri&tés mutagénes de 1'aflatoxine B]

pourraient rendre compte de ses propriétés cancérogénes (277).

1.2.1. ~ Cancérogénése hépatique

P A
Des recherches épidémiologiques ont &ré réalisées, dues a la fré-
quence particuliére des cancers primitifs du foie chez des populations d'Afri-
que, d'Asie ou ' Inde dont l'alimentation est souvent contaminée par As—
pergillus flavus en raison des conditions d'exposition ou de stockage. Ces
etudes ont révélé une corrélation positive entre 1'ingestion de denrées ali-
mentaires contaminées par les aflatoxines et le cancer primitif du foie chexz

1'homme. Le tableau suivant résume ces &tudes menes dans certains pays (278).

Cancer du foie, taux d'incidence et enregistrement des données des

différentes études.

Cancer du foie Durée de 1'étude

Pays (région) Nombre de cas  Incidence annuelle (en années) Population
enregistrés /10 hah.

Kenya (Haute altit.) 4 1,23 7 46 279
Thailande (Songkhla) 2 2,00 1 97 867
Swaziland (Hauteveld) 11 2,18 5 100 719
Kenya (Alt. moyenne) 33 2,51 7 187 514
Swaziland (Veld moyen) 29 3,83 5 151 430
Kenya (Faible alt.) 49 4,01 7 174 525 -
Swaziland (Lebombo) 4 4,27 5 18 747
Thailande (Ratburi) 6 6,00 I 99 537
Swaziland (Veld infér.) 42 9,18 5 9] 471
Mozambique (Inhambane) ? 25,4 3 ?

Le tableau suivant récapitule 1'incidence du cancer primitif du
foie chez 1'homme dans certains pays par rapport au nombre total de maligni-
cités trouvBes & 1'autopsie. Les résultats soulignent bien que les Philippi~
nes est un des pays qui a une forte proportion de cancers primitifs du floie
(276).

La présence d'aflatoxine B1 a été également détectée dans des pré-
lévements de cancers primitifs du foie développds chez des habitants du Zaire
(279) et aussi chez un homme dgé, aux Etats-Unis, ayant un carcinome du rec—

tun, du foie avec nécrose extensive du tissu hépatique (280).
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Incidence & l'autopsie du cancer primitif du foie dans certains

pays.

Pays Nombre d'autopsies % de cancers primitifs du foie par
rapport au nombre total de tumeurs
malignes
Philippines 29 765 22
Afrique :
Bantou ' 8 068 : 50,9
Lagos 2 000 23,2 ,
Chine 3 498 18,9
Danemark 14 881 2,9
Inde 3 528 i1,3
Japon 6 429 ’ 6,9
Mexique 6 558 2,0
Singapour 9 893 17,8
Suade 8 837 3,3
U.8.A. (Los Angeles) 35 293 1,4

1.2.2. -~ Syndrome de Reye

R R L A LN Y

Ce syndrome, décrit pour la premiére fois par Reye, Morgan et Ba—
ral (281), est une encéphalopathie avec dégénérescence graisseuse des viscé-
res, Il commence généralement par des symptOmes respiratoires bénins et des
vomissements imprévus qui surviennent de quelques heures i plusieurs jours
aprés les premiers signes de la maladie. Ces vomissements sont immédiatement
accompagnés par des signes de disfonctionnement cérébral. La mortalité est

de 80 & 85 Z et touche souvent les enfants.

Les altérations morphologiques sont une transformation graisseuse
diffuse et une stéatose des organes parenchymaux, un‘oedéme cérébral et, sou-
vent, une hyperplasie du systéme lymphatique. Le ré&tablissement de 1'encépha-
lopathie, généralement, survient rapidement et les enfants qui se rétablis~—
sent, souvent, semblent tré&s tranquilles 10 jours plus tard. Dans certains
cas, aprés le rétablissement, des dééordres neurclogiques plus ou moins gé-
rieux sont observés et lors de cas sporadiques, une lésion hépatique aigue
conduisant plus tard & une cirrhose.

Des recherches, depuis de nombreuses années, ont &ré entreprises
afin de connaitre 1'étiologie de cette maladie ; la possibilité& que certains
cas du syndrome de Reye soient dus 4 1'ingestion d'aflatoxines a &té suggérée
du fait que des traces d'aflatoxines ont &té décelées dans certains tissus’

de malades ayant succombé a ce syndrome (3, 281). Dvorackova et al. ont exa-
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miné 27 enfants décédés du syndrome de Reye, dgés de 3 jours & 8 ans. De

1'aflatoxine B

ne Ml

1

de 1'aflatoxine B

1

a été décelde dans le foie de tous ces cas et de 1'aflatoxi-
dans 4 cas. Il a été suggéré que la contamination du lait en poudre par

dans les locaux domestiques était responsable de 1'exposi-

tion dans 5 des 27 cas. Par contre, aucune trace d'aflatoxine MI n'a été dé-

tectée dans ce lait (282),

Du fait qu'aucune trace d'aflatoxines n'a &té détectée dans de nom—

breux cas de syndrome de Reye, on ne peut que suggérer que les aflatoxines

joueht un rdle important dans 1'étiologie de ce syndrome, &tiologie probable-

ment variée.

1.2.3. - Autres hépatopathies

Le tableau suivant résume les

D I R A N I B )

cas d'hépatopathies, autre que le

cancer du foie et le syndrome de Reye, observds dans certaines partiesdu mon~

de. Les aflatoxines décel@es dans l'alimentation des malades atteints d'hépa-—

topathie, jouent un r8le important dans 1'@tiologie de ces d'affections, mais

il est difficile d'établir une relation de cause a effet (3).

Rapports d"hépatopathies

du cancer) chez des sujets exposés

(abstraction faite du syndrome de Reye et

aux aflatoxines dans leur alimentation.

Nombre de . Véhicule pré- Concentration d'afla~ N .
[ Groupe - : - Nature et issue de
Pays cas d'hé- d'ice sumé des afla- toxines estimée 1'hépatopathie REf.
patopathie £ toxines (mg/kg) patop
Sénégal 2 4~6 ans Farine de cacahuétes 0,5 ~ 1 Hépatite suivie de fibrose dans 3
un cas
Chine (provin- 26 Tout Age Riz 0,2 Hépatite aigle, mortelle chez 3 3
ce de Taiwan) enfants
Ouganda 1 15 ans Manioc 1,7 Hépatite aigie mortelle
Inde 20 1,5-15 ans Farine de cacahuétes 0,3 Hépatomégalie. Défaillance hépa~ 3
tique : mortelle dans 3 cas. Cir-
rhogse ultérieure dans certains
cas (Cirrhose juvénile)
Inde Plusieurs Nourrissons Mais 0,25 - 15 Hépatite toxique aigie : plus de 3
centaines indemmes 100 morts
Kenya 20 Mals 12 Hépatite, mortelle pour 12 mala- 283

des. 2 familles d'ol provenaient

8 des 12 malades décedés, man-—
geaient du mais contenant jusqu'd
12 mg/kg d'aflatoxine By. Le tissu
hépatique de ces malades contenait
jusqu'ad 89 ppb d'aflatoxine B,

1.2.4. - Autres affections

La présence d'aflatoxine B

L N 2L B I I B

1

a été démontrée dans deux cas de cancer

pulmonaire par TLC et microscopie fluorescente. On a supposé que l'aflatoxine

1

B, avait une implication dans ces deux cas de cancer pulmonaire (284).
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Dvorackova (285) a signalé que deux hommes ayant fait un travail concernant
la stérilisation de farine de noix du Bré&sil contaminge par A. flavus, avaient
succombé & une adénomatose pulmonaire. Des &chantillons pulmonaires prélevés
sur 1'un d'eux ont été analysés et la présence d'aflatoxine B1 a été suggérée.

f

IT -~ LES OCHRATOXINES

2.1.1. - Intoxications naturelles

© 8 a0 u AN e LR e b KEr e e 4o

Depuis la découverte de la néphropathie porcine mycotoxique par
Larsen en 1928, cette maladie fut réguliérement observée dans d'autres pays,
tels que la Norvége, la Suéde 1'Islande (6). De vastes &tudes @tiologiques
ont révélé que l'ochratoxine A joue un rdle dans la néphropathie porcine. Les
reins des porcs touchés par cette maladie, sont particulirement gros et pa-
les. Les altérations morphologiques observées dans les reins provénant de cas
de néphropathie porcine sont caractérisées par une dégénérescence des tubes

contournés proximaux, suivie d'une atrophie de 1'épithélium tubulaire, d'une

fibrose interstitielle dans le cortex rénal et d'une hyalinisation de quel-

ques glomérules (3).

Les observations concernant la néphropathie mycotoxique n'ont pas
été seulement réalisées auprés des porcs mais aussi auprés de volailles (3,
6). Les lésions rénales chez les volailles sont assez commun@ment rencontrées
au cours des inspections 4 1'abattoir des volailles. Dans une &tude (92) des
lésions rénales des volailles observées durant les inspections, il a été dé-
montré que 27 % des cas dorrespondaient en fait A une néphropathie associée
a 1'ochratoxine A. Les modifications de la structure rénale comprennent une
augmentation de volume et un changement de couleur. Sur le plan microscopique,
les lésions sont caractérisées par une dégénérescence de 1'épith&lium du tu-
be rénal qui se manifeste par des tubes dilatés, le gonflement et la desqua—
mation des cellules épithéliales. Ces changements sont accompagnés par la
formation de tissu conjonctif dinterstitiel. Dans les tissus musculaires de
tous les oiseaux souffrant de néphropathie, des Qonéentrations d'ochratoxine
A allant jusqu'd 29 ppb ont été détectées, indiquant une ingestion préalable

d'aliments contaminés par 1'ochratoxine A.

2.1.2, = Etudes expérimentales chez 1'animal

D I I I O O I I O I N A BN B AT Y

Au courg des études expérimentales sur des animaux, les effets ai-

gus et chroniquesdes ochratoxines ont &té examinés. Ces études ont montré que
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1'ochratoxine A est la plus toxique du groupe des ochratoxines, 1'ochratoxi-

ne B 1'étant & un degré moindre.
2.1.2.1. = L'intoxication aigie

La sensibilité animale a 1'intoxication aigue par 1'ochratoxine A
varie selon 1'espéce animale &prouvée, la DL50 &tant comprise entre 3,4 ou
30,3 mg/kg (3,4 pour le poulet et 30,3 pour le rat). La rate est plus sensi-

ble que le mdle & l'ochratoxine administrée per os (3).

Les lésions observées se concentrent principalement au niveau du
rein et sont identiques & celles observées au cours d'intoxications naturel-
les. Chez certains animaux de laboratoire, comme chez le rat aprés adminis-
tration quotidienne d'ochratoxine A pendant 10 jours, des effets hépatotoxi-
ques ont &té décelés : on a constaté au niveau du foie une congestion active

o - . " E -
siégeant dans le secteur artériel porte et dans les sinusoides ; les hépatocy-
tes présentaient des images de dégén€rescence cytoplasmique (vacuolation li-

pidique) et nucléaire (pycnose) (80).

En plus des effets hépatotoxiques,des effets congestifs et hémorra-
giques ont été notés. Fortement congestionné, 1'appareil digestif présente le
plus souvent une gastrite hémorragique et ulcérative. L'observation des autres
segments du tube digestif montre des entérites avec hyperproduction de mucus
et des typhites hémorragiques ; par ailleurs, lesformations lymphoides et le
ganglion mésentérique apparaissent hypertrophiés et congestifs. Un retard de

croissance a été constaté chez ces rats intoxiqués slrement lié 3 1'effet con-

gestif et hémorragique au niveau du tractus gastro~intestinal (80).
2.1.2.2, - L'intoxication chronique

L'intoxication chronique provoquée paryl'ingestion d'ochratoxine A°
d faible dose pendant un temps léng, a débouché sur une néphropathie mycotoxi-
que chez les animaux de laboratoire. Par exemple, la néphropathie aviaire
constatée lors d'intoxications naturelles a &té reproduite au laboratoire sur
des poules et des poulets exposés pendant un an a des taux de 0,3 3 1 mg/kg
alimentaire. Les modifications structurales des reins observées dans la mala-—
die spontanée ont été retrouvées lors de 1{éxpérimentation, d 1'exception de

la formation de tissus comjonctifs interstitiels (3, 6).

2.1.2.2.1. Effets tératogéne et embryotoxique de 1'ochra-

toxine A

Ces effets furent &tudiés sur des embryons de poulets (286) sur des souris

gestantes, des rates gestantes (3, 80, 287). Lors d'expériences sur embryon
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de poulet (286) oli est injecté@ par voie sous-cutanée ou intra-amniotique, de
1'ochratoxine A et de la citrinine (la citrinine &tant produite avec 1'ochra-
toxine A par certaines .souches d'Aspergillus et de Penicillium), la dose mini-
male conduisant 3 des effets embryo~toxiques fut évaluée : 0,0l a 0,05 pg

pour l'ochratoxine A et 1 & 10 ug pour la citrinine.

En plus du retard important du développement des foetus, diverses
malformations foetales furent relevées le 8&me jour d'incubation : exencé—
phalie, malformations faciales, cardiaques, intestinales, malformations des
membres avec réduction. Les auteurs de cette €tude sur embryons de poulet, en
additionnant constamment 4 pg de citrinine & l'ochratoxine A administrée d la
dose comprise entre 0,03 ug et 0,5 ug constatérent une effet strictement ad-
ditif. Il supposérent donc que la citrinine produite avec 1'ochratoxine A
par certaines souches de Penicillium viridicatum Westling ne potentialise pas
1'action embryotoxique de 1l'achrotoxine A. Tous ces effets tératogénés con-
duisant 3 un accroissement de la mortalité prénatale, furent aussi constatés

lors d'études sur rates et souris gestantes (3, 80, 287).

2.1.2.2.2, Mutagénicité et Cancérogénicité de 1'ochrato-
xine A
A 1'heure actuelle, on manque de données sur la mutagénicité des ochratoxines

et leur cancérogénicité, rendant impossible 1'é&valuation de tels risques.

2.1.3. ~ Les effets biochimiques de 1'ochratoxine A

LI R R I R I I I I R R A A N L L R N B A e

Les études expérimentales n'ont pas débouché sur des conclusions
identiques en ce qui concerne 1'action du métabolisme des glucides. Certains
auteurs ont constat@ une accumulation de glycogéne hépatique chez le rat,
d'autres 1'inverse. En tout cas, il est prouvé que 1'ochratoxine A entraine
une perturbation importante du métabolisme des glucides chez le rat (3, 80,

288).

v

En ce qui concerne 1l'accumulation de glycogéne hépatique chez le
rat, il a &té envisagé que 1'ochratoxiﬁe agirait par compé&tition avec 1'AMP
3',5' cyclique qui active laphosphorylase kinase responsable de la transfor-
mation du glycogéne en glucose 1-P (80).

Par contre, 1'hypothése propdsée pour la diminution de la concen-
tration du glycogéne hépatique constat@e au cours d'expériences sur le rat,

sebase sur 1'inhibition de 1'alimentation du foie englucose, 1'interruptionde 1la
synthése du glucogéne 4 partirdu glucose et 1'accélérationde ladécomposition du

glycogéne. Une autre hypoth&se sur 1'action de 1'ochratoxine confirmée par
yp P
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les études faites Zm vitro sur les mitochondries hépatiques du rat, par Meis~
ner et Chan (28%9), soutient que 1l'ochratoxine A comme son métabolite, 1'ochra-
toxine o inhibent la respiration intochondriale en jouant le rdle d'un inhi-
biteur compétitif des protéines transporteuses situées dans la membrane mi-
tochondriale interne. La poursuite d'expériences avec des préparations mito-~
chondriales ont révélé que la fixation de 1'ochratoxine A par les mitochon-
dries &@tait un processus consommateur d'énergie qui conduisait 3 une déplé-
tion en adénosine*triphosphéte (AT?) intra mitochondrial, et que 1'ochratoxi-
ne A inhibait le transport du phosphate intramitochondrial, d'oli résultait

une détérioration de la mitochondrie (3).

En conclusion, sur les effets biochimiques de 1'ochratoxine A, il
semble bien que 1'action de 1'ochratoxine A sidge au moins en partie au ni—
veau des mitochondries dont on comnait 1'importance pour la vie  de la cellu~
le. Une forte perturbation du métabolisme des glucides a été relevée dans les
effets biochimiques de cette toxine, mais, étant donné les observations con-
tradictoires faites & ce sujet, 1l demeure encore a prouver ces hypothéses
par des recherches complémentaires en pharmacologie cellulaire, voire molé-

culaire.

La néphropathie balkanique endémique est une affection rénale qui
n'a été trouvée que parmi les populations rurales vivant d proximité du Da-

nube, en Yougoslavie, en Roumanie et en Bulgarie.

Cette maladie chronique touche le plus souvent les sujets de 30 &
50 ans d'dge et &volue lentement vers la mort. La taille des reins est nota-
blement réduite. Histologiquement, 1l'affection rénale est caractérisée par
une dégénérescence des tubes contournés, une fibrose du tissu interstitiel
et une hyalinisation des glomérules dans la partie la plus superficielle du

cortex (290).

Du fait de similitudes frappantes entre les altérations de la struc—
ture et de la fonction rénale observées, d'une part, dans la néphropathie
endémique balkanique et d'autre part, dans la néphropathie porcine due i
1'ochratoxine A, il semblerait que la néphropathie balkanique ait pour étio-—
logie 1'ingestion d'aliments contaminés par l'ochratoxine A. En effet, des
gtudes faites en Yougoslavie ont montré la présence & un taux €levé d'ochra-—
toxine A dans des denrées alimentaires, dans une région ol la prévalence de

la néphropathie endémique humaine est &levée et, ceci, par rapport 4 des ré-
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gions témoins (84). Toutefois, 1'hypothése selon laquelle cette toxine pour-

rait €tre un agent @tiologique de cette maladie demande confirmation.

Aucune information concernant des maladies humaines, autre que la
néphropathie endémique balkanique, dans lesquelles l'ochratoxine A pourrait

étre impliquée, n'a &té signalée.

IIT - LA ZEARALENONE

3.1.1. - Intoxications naturelles

DI R I I I o A I N I N BN N SN

Les intoxications dues 3 la z@aralénone ont surtout été observées

chez les truies, mais aussi chez les porcs et certaines volailles (1).

La zéaralénone chez les truies, conduit & un syndrome oestrogénique
qui touche principalement le systéme génital. Ce syndrome se manifeste par
une hypertrophie considérable de la vulve, avec prolapsus du vagin, et secon-
dairement du rectum, les jeunes femelles ont une vulve oedémateuse, les glan—
des mammaires sont gonflées. Chez les miles, on a constaté soit un gonflement
plus ou moins prononcé du prépuce, parfois suffisamment sévére pour géner

1'émission d'urine, soit des désordres mammaires (1, 183).

De tels désordres ont &té constatés chez d'autres animaux de ferme,
entrainant souvent avortement et stérilité. Des dindons et mémes des oies ont

également &té intoxiqués (1).

3.1.2. - Etudes exp&rimentales ¢hez 1'animal

L I A I L R I S R R S

Le syndrome oestrogénique a &té reproduit expérimentalement chez
la truie en lui administrant une dose journaliére de 5 mg de z8aralénone pen-
dant 6 semaines. En quelques jours, une hypertrophie vulvaire et mammaire et
un prolapsus vaginal apparaissent. Ces effets sont réversibles par interrup-
tion de 1'exposition (3). Les troubles de la fécondité observés lors d'une

intoxication naturelle‘de bétail ont été confirmés expérimentalement.

Des études expérimentales sur la tératogénése de la zéaralénone
sur des rates gestantes ont &té faites et seule une étude a per-
mis de déceler des anomalies squelettiques foetales (1'incidence des anoma-
lies étant de 12,8 %) aprés administration quotidienne, per os, d'une dose

de 1 mg/kg p.c. pendant toute la durée de gestation des rates (3).

3.1.3. - Les effets biochimiques de la z&aralé&none

L T I I I I A R R A N I S R S N I

Peu de temps aprés 1'administration de z€aralénome, on constate une
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augmentation marquée de la perméabilité cellulaire au glucose et & 1l'uridine,
suivie par une augmentation de la synthése macromoléculaire au niveau du tis-
su utérin. Ces ré&sultats indiquent que la z8aralénone présente une activité
oestrogénique similaire d celle du 17-f-oestradiol, malgré sa structure non
stéroidique. Lors de 1'analyse du mécanisme moléculaire de 1'action de la
zéaralénone, les recherches se sont port@es sur 1l'interaction entra la zéa-
ralénone et la réception ocestrogénique in vitro, et la modification biochi-
mique de la chromatine utérine in vivo. Il a &té trouvé que la zéaralénone

se lie au récepteur utérin du cytosol et que ce récepteur oestrogénique trans-—
met 1l'effet jusqu'au noyau de la cellule utérine, effet suivi par 1'induction
de protéines oestrogéniques spécifiques (IP) et d'ARN polymérases. Il est si-
gnificatif que la double liaison C~1'=C~2' et le résidu hydroxy au carbone C-6'
(cf. Chap. 3, Sect. 3.2.) augmentent 1l'affinité des dérivés de la z&aralénone
pour le récepteur utérin du cytosol. En effet, l'affinité du zEaralénol est
plus &€levée que celle de la zéaralénone, les dérivés a-hydroxylés étant plus

actifs que les dérivés B-hydroxylés (169).

3.2. - Les_effets de la zé€aralénone chez 1'homme

A 1'heure actuelle, aucune intoxiéation chez 1'homme due 8 la zéara-
lénone n'a 8té rapportée, bien que des denrées destinées a4 1'alimentation
humaine aient &t& découvertes contaminées par la z&aralénone, parfois a4 des
taux 8levé@s (cf. Chap. 1, Sect. 3.1.2.). Mais & long terme, 1l'exposition & de

telles denrées contaminées pourraient présenter un risque pour la santé humaine.

IV - LES TRICHOTHECENES

4.1.1, ~ Intoxications naturelles

P R I R R R A N L A SR B

Les observations faites A ce sujet sont peu nombreuses et laissent
.

supposer la responsabilité de certains trichothé&cénes ayant contaminés des
denrées pour bétail, dans 1'intoxication de certains animaux de ferme. C'est
le cas d'un troupeau laitier ol 1/5 des b&tes sont mortes. Les lésions obser-
vées chez ces animaux comprenaient de vastes plages hémorragiques sur la sur-
face séneuse de toutes les viscéres. La toxine T-2 a &té décelée d un taux
voisin de 2 mg/kg de poids sec dans la nourriture de ce bétail, a base de mals
moisi (100). Il a été suggéré qu'une intoxication, qui a touché des volailles
(canards, oies), des chevaux et des porcs, pourraient avoir &té associée a la
consommation d'orge moisi contaminé par la toxine T-2 au taux d'environ 25 mg/

kg. Outre des troubles digestifs, des lésions sont apparues chez les oies :
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une nécrose des muqueuses de 1'oesophage du proventicule et du gosier fut
constatée (101). Le tableau suivant résume les diverses toxicoses pour les-

quelles sont concernées les trichothécénes, affectant certains animaux.

Résuméd des toxicoses chez les animaux dues aux trichoth&cénes.

Toxicose

Pays et espéces
affectées

Egpéces fongiques
responsables

SymptSmes généraux

Toxicose "Taumel~
getreide"

Sibérie : cheval,
cochon, volaille

Gibberella saubi-
nettt

Maux de téte, coups de froid,
nausées, vomissements

Toxicose "Red-mold"

Japon : cheval, co-
chon, vache

Fugsarium graminea-
rum

Vomissements, hémorragies au
niveau des poumons, des cap-
sules surtrénales et des in-

testins, refus de nourriture

Toxicose "Moldy
corn”

USA : cochon, vache

Fusarium tricine-
tum

Vomissements, refus de nour-
riture

Aleucie toxique

URSS : animaux do=-

Pusarium poae

Vomissements, lésions nécro-

alimentaire mestiques Fusarium gporotri~ tiques de la cavité@ buccale,
(A.T.AL) chiotldes de 1'oesophage et de 1'esto-

mac, leucopénie accusée
Stachybotryotoxi~-  URSS : cheval Stachybotrys atra  Choc, stomatite, nécrose der-—
cose - mique, leucopénie

Toxicose "Bean—

Japon : cheval

Fugartum solant,

Convulsions, mouvements cy-

Hulls" etc... cliques
Dendrodochiotoxi~  URSS : mouton, co~ Dendrochium toxi-  Inflammation, hémorragies
cose chon cum

4.1,2. = Etudes expérimentales chez 1'animal

L R I B I I I R I R I N I R I NS Y

Les études faites sur divers animaux de laboratoire, des effets ai-

gus des trichothécénes exprimés en DL

50

Toxicité aigie des trichothéc&nes contaminants naturels

sont résumés dans le tableausuivant (3).

Composés (mglzzsg.c.) Voie d'administration Animal
Toxine T-2 3,04 Intrapéritondale Souris

Toxine T-2 3,8 Per os Rat

Toxine T~2 6,1 Per os Truite

Toxine T=-2 5,25 Per os Poulet de | jour
Nivalénol 4,0 Intrapéritonéale Souris
Diacétoxyscirpénol 10,0 Intraveineuse Souris
Diacétoxyscirpénol 0,75 Intrapéritonéale Rat
Diacétoxyscirpénol 7,3 Per os Rat

Les effets toxiques des trichoth&cénes ont été étudiés par adminis-
tration de ces toxines par voie générale (per os, intrapéritonéale ou intra-

veineuse) mais aussi par application locale.
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Les trichothé&cénes, lorsqu'ils sont appliqués sur la peau rasée de
rat ou de lapin, causent une réaction dermatologique importante. Cette réac-—
tion est caractérisée par une sévére irritation locale, une inflammation, une

desquamation, une hémorragie sub&pidermique et une nécrose générale.

Lorsqu'ils sont donnés oralement ou par injeetion intrapéritondale,
les trichothé&cénes sont fortement toxiques & basses concentrations (cf. ta-
bleau). Aprés administration per os, les animaux testés deviennent opathiques
ou inactifs et développent des diarrhées et des hémorragies rectales. Des 1é-
sions nécrotiques peuvent se développer dans les zones buccales. On constate
une érosion de 1'&pithé&lium de 1'estomac et de 1'intestin gréle, accompagnée
par une hémorragie qui peut se développer en une sévére gastroentérite, con-
duisant 34 la mort. Les cellules de la moelle osseuse, des noyaux lymphatiques
et des intestins subissent une dégénération pathologique. Pour de nombreux
animaux testé&s, des hémorragies importantes se sont développées dans la bumié-

re de l'intestin gréle (291).

Des études de toxicité des trichothécénes au cours de la gestation
de souris ont &té& réalisées par Stanford et al. (292). Injectée par la voie
i.p. 4 des souris gestantes, l'un des jours 7 & 11 de la gestation, la toxine
T-2, aux doses de 1,0 ou de 1,5 mg/kg p.c., a provoqué la mort de plusieurs
animaux et a augmenté la mortalité prématale. On a observé des malformations
foetales (notamment de la queue et des membres), . de l'exencéphal&zet un re-—-

t

tard de la formation des maxillaires. .

4.1.3. ~ Effets biochimiques des trichothécénes

L I L R R S R I R I T I O L BN B S N I

Les approches biochimiques sur le mode d'action des trichothécénes,
Tévélent que ces toxines sont des inhibiteurs puissants de la synthése des
protéines et de 1'ADNdans les cellules eucaryotes. En effet, les trichothécé-~
nes induisent des dommages cellulaires caractéris@s par une caryorrhexis, et
une destruction des cellules & division rapide du thymus, des testicules, des
intestins, de la rate et autres organes chez les animaux testés. L'inhibition
puissante de la synthése des protéimes et de L'ADN a &té observée chez les
réticulocytes de lapin, chez les cellules tumorales d'Ehrlich, chez les proto-—

zoaires et chez les bactéries (8, 157).

Un effet précoce des trichoth&cénes sur les cellules animales est
la désagrégation de la structure polysomale. Ce phénoméne est induit par un
contact bref de la cellule avec la toxine et n'est pas réversible lors d'une
incubation ulté@rieure des cellules en 1'absence de la toxine. Les expériences

avec la toxine T-2 et la fusarénone marquées ont révélé que ces toxines se
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lient aux polysomes et au ribosomes des cellules eucaryotiques. Cette affini-
té, envers les cellules animales, est attribude 3 leur affinité envers les
ribosomes 80 S. La liaison des trichoth&cénes dépend de la structure des ri-
bosomes. La liaison la plus forte a été observée avec les microsomes, suivie
par celle avec les polysomes actifs et les ribosomes. Par contre, aucune liai-
son détectable n'a &t& observée avec les sous-unités des ribosomes. Les tri-
chothécénes inhibent la polymérisation peptidique. En effet, ils interférent
avec le centre actif de la transférase peptidique du ribosome et empéchent le
cycle ribosomial causant l'inhibition des réactions d'initiation et de termi-
naison. D'autres expériences ont démontré la liaison de la trichodermine avec

les polysomes et l'inhibition conséquente de la synthése peptidique.
y q

En ce qui concerne 1'inhibition de la synthé&se de 1'ADN par les tricho-
thécénes, l'explication biochimique n'est pas encore claire. Ueno a prouvé
que ces toxines ne causent pas. d'inhibition de la thymidine kinase et de 1'
ADN polymérase, dans les cellules tumorales. L'élévation de la concentration
de TDP et de TTIP et l'accumulation de petits morceaux d'ADN observées dans
les cellules traitées suggé@rent une interférence de la réaction de la ligase

in viveo (8).

En ce qui concerne la synth@se de 1'ARN, les trichoth&cénes, tels que
la toxine T-2, le nivalénol et la fusarénone ne montrent aucun effet inhibi-
teur, au cours d'expériences sur des cellules tumorales, des cultures de cel-
lules et des protozoaires. Des approches expérimentales récentes indiquent
que les trichothécénes n'inhibent ni la syﬁthése nucléaire de 1'ARN, ni 1'ARN

polymérase ADN dépendante dans le foie de rat (8).

4.1.4.~ Mutagénicité des trichothécénes

L I N L R I AR S B B N B R B A

Le seul résultat positif d'expériences de mutagénicité avec les tri-
chothécénes a &té observé en utilisant des cellules de levure. En exposant
ces cellules au nivalénol et 3 la fusarénone, des mutants '"déficients respi-
ratoires" ont €té induits (8). La mutagénicité des trichoth&cé&nes demande &

étre étudide en détail.

4.2, - Les effets des trichothécé&nes chez 1'homme

-~

Diverses toxicoses, pour lesquelles les trichothé&cénes sont grande-
ment suspectées, ont touch& 1'homme, 3 la suite de 1'ingestion de denrées ali-
mentaires 4 base de céréales contaminées par certaines espéces fongiques. Le

tableau sulvant résume ces toxicoses.

La toxicose la plus importante qui toucha 1'homme fut 1'aleucie to-—
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xique alimentaire (A.T.A.) qui sévit dans certaines républiques d'URSS durant
les années 194223 1947, Cette maladie, fatale dans de nombreux cas, se caractérisait
par une leucopénie sévére, des hémorragies multiples, une agranulocytose, une
septicémie et un épuisement de la moelle'osseuse. La mortalité due & 1'A.T.A.
a 8té maximale pour la tranche d'8ges comprise entre 8 et 50 ans et a touché

'a 60 7 des personnes intoxiquées (291). Des études étiologiques ont &té

jusqu
réalisées afin de connaftre 1'agent responsable de cette maladie. Les résul-
tats ont montré que les principaux facteurs de cette toxicose étaient deux
souches fongiques, Fusarium poae et Fusarium spovotrichioides. Ces moisissu-
res ont contaminé essentidllement le millet, mais aussi le blé, le seigle,
1l'avoine et le blé mir, céréales qui étaient & la base de 1'alimentation prin-—
cipale des populations intoxiquées. Les symptOmes de 1'A.T.A. chez 1"homme

ont été& reproduits expérimentalement chez des rats aprés administration per

os de cultures de ces deux esp@ces fongiques qui sécrétent des trichothécénes.

Ces expériences confirment 1l'étiologie probable des trichoth&cnes dans 1'a-

leucie toxique alimentaire chez 1'homme.

Toxicoses dues aux trichoth&cénes pour lesquelles les enquétes ana-—

lytiques et/ou épidémiologiques suggérent une implication humaine.

Toxicose Pays et espéces Moisissures 5 tomes généraux RE
affectées responsables ymp & )
Aleucie toxique URSS : homme, ani- Fusarium poae Vomissements, lésions nécrotiques 8
alimentaire maux domestiques  Fusarium sporo- de la cavité buccale, de 1'oesopha-
(A.T.AL) trichiotdes ge et de l'estomac, leucopénie sé-
vére

Stachybotryoto~  URSS : homme, che- Stachybotrys Choc, stomatite, nécrose dermique, 293
xicose val atra leupopénie
Dendrodochioto~  URSS i homme, mou~ Dendrochium to- Inflammation, hémorragies 293
xicose ton, cochon xicum

Toxicose "Taul-  Sibérie : homme, Gibberella sau- Maux de téte, coups de froid, nau~ 8

melgetroide"

cheval, cochon,
volaille

binetti
Fusarium rosewn

s8es, vomissements

Toxicose "Red~
mold"

Japon : homme,
cheval, cochon,
vache

Fusariun grami-
neayum

Vomissements, hémorragies au niveau 8
des poumons, des capsules surrénales

et des intestins, refus de nourvitu—

re

CONCLUSION

Les observations d'intoxications naturelles chez les animaux et par-

fois chez 1'homme, et d'intoxications animales expérimentales ont permis de

bien définir les effets toxiques des quatre groupes de mycotoxines &tudiés.
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Les aflatoxines présentent le plus d'intérét du fait de leur toxi-
cité et de leurs implications tré@s probables dans certaines pathologies hu-
maines. Des l&sions hépatiques aigues et chroniques ont &té observées chez

les animaux dues & ce groupe de toxines, particulidrement 1'aflatoxine B] qui

est 1'un des plus puissants hépatocancérigénes connu.

On ne dispose guére de renseignements quant au rapport qui pourrait
exister chez 1'homme entre 1'hépatotoxicité aigue et 1'exposition aux aflato-
xines. Mais des cas de lésions hépatiques aiglies ont été observés qui pour-—

raient €tre imputables & une aflatoxicose aigie.

Le cancer du foie est plus commun dans certaines régions d'Afrique
et d'Asie du Sud-Est que dans les éutres parties du monde. Par ailleurs, en
confrontant les informations épidémiologiques locales aux données issues d'ex-
périences faites chez 1'animal, il apparait qu'un accroissement d'exposition

aux aflatoxines pourrait augmenter les risques de cancer primitif du foie.

En ce qui concerne les ochratoxines, la z&aralénone et les tricho-
thécénes, leurs effets toxiques n'ont &té prouvés que chez 1'animal. Aucun
effet toxique implicablé 4 ces toxines n'a &té observé dans une pathologie
humaine. Toutefois, il semble bien que les trichoth&cénes aient &té impliqués
dans 1'aleucie toxique alimentaire qui.a sévi en URSS mais aucun cas de cette

affection n'a été signalé depuis la fin de la seconde guerre mondiale.
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CONCLUSTION

Les effets toxiques de ces diverses mycotoxines sur 1'animal ayant
été vus, ainsi que leurs rdles étiologiques suspectés mais non prouvés dans
certaines toxicoses humaines, sauf en ce qui concerne les aflatoxines, il éem—
ble logique de voir les implications possibles de ces mycotoxines au niveau
de la santé humaine. Peut~on &valuer justement les risques pour la santé hu-

maine de ces toxines fongiques, d'apr@s toutes les données scientifiques &ta-

blies jusqu'ad présent ? Si risques, il y a, quels sont les moyens adéquats

pour les limiter au maximum ?

La principale source d'exposition de 1'homme aux aflatoxines, sur-—

tout l'aflatoxine B est la nourriture contaminée. L'incidence de cette ex-

]’
position sur la santé& de 1'homme doit &tre envisagée

a) d'une part sous l'angle de 1'ingestion directe d'aflatoxines dans les
aliments d'origine végétale contaminés comme le mais, les arachides, les noix
et leurs dérivés,

b) d'autre part, sous celui de 1l'ingestion d'aflatoxines, qui provenant
des aliments du bétail, sont passées dans le lait et les produits laitiers, y
compris les fromages et le lait en poudre. Dans le lait et les produits lai-

tiers, 1'aflatoxine principalement présente est 1l'aflatoxine M, (1'aflatoxine

B] se trouvant a4 faible dose par rapport & l'aflatoxine Ml)'

Du fait que dans 1'organisme des animaux supérieurs 1'élimination
des aflatoxines est rapide, ceci laisse supposer qu'il n'y a pas d'accumula-
tion d'aflatoxines dans les tissus et, par comséquent, la principale source
de contamination secondaire d'aflatoxines se fait par le lait et les produits
laitiers. De plus, la présence d'aflatoxines dans des tissus animaux n'a &té
détectée qu'au cours d'expériences sur 1'animal ; aucune présence naturelle

n'a 8té trouvée.

L'exposition de 1'homme aux aflatoxines par la voie a) est probable-

ment bien plus élevée que par le voie b). Les taux d'aflatoxines sont général-
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lement plus &levés dans les aliments:d'origine végétale que dans les aliments
d'origine animale. De plus, dans le lait contaminé, le taux d'aflatoxines est
300 fois plus faible que le taux d'aflatoxines ing&ré par 1'animal, limitant

ainsi considérablement le risque pour la santé& humaine.

La prolifération fongique et la production d'aflatoxines sont tri-
butaires des conditions d'humidité et de température qui sont optimales dans
les régions tropicales et subtropicales. Mais, ces conditions sont parfois
favorables & la production d'aflatoxines par certaines espéces fongiques dans
des régions plus froides, comme cela s'est vu en Europe septentrionale. D'a-
prés toutes les données sur la présence naturelle de moisissures productrices
d'aflatoxines sur diverses denrées alimentaires, surtout végétales, il appa~
raft que certaines denrées sont des substrats particuli8rement favorables i
la prolifération fongique et & la production d'aflatoxines. Il s'agit de grai-
nes oléagineuses (cacahudtes, noix diverses, graines de cotonnier) et de cer-

taines céréales (mais).

Dans les régions tropicales et subtropicales (régions d'Afrique,

-Inde, Indonésie), un autre facteur.important vient s'ajouter aux facteurs d'

humidité et de température favorables & la production d'aflatoxines. Ce fac-
teur englobe les conditions socio-&conomiques précaires que 1'on trouve dans
ces régions, entrainant une consommation journaliére importante, et parfois
exclusive, de céréales ou de légumineuses (arachides) et de leurs dérivés (faf
rine, huile). Ainsi, de telles conditions de nutrition peuvent entrainer une

ingestion quotidienne importante d'aflatoxines.

Au contraire, dans les pays & niveau de vie &levé, la diversité des
aliments constituant la ration journali&re, les divers contrdles effectués au
niveau des denrées végétales par les fabricants, ainsi que la mise en place
dans plusieurs pays de taux de tolérance d'aflatoxines dans diverses denrées
alimentaires, sont autant de facteurs qui limitent au maximum les risques d'in-
toxication. Le probléme de la présence d'aflatoxines dans les denrées alimen-
taires provenant d'animaux ayant consommé des aliments contaminés, est d'un in-
térét d'autant plus grand que parmi ces denrées, le lait, aliment de base du
jeune enfant, est un vecteur de 1'aflatoxine. Bien que les quantités d'afla-—
toxine M, dans le lait soient beaucoup plus faibles que celles de 1'aflatoxi-

1

ne B, dans les denrées végétales, le jeune enfant, dans les régions tropica-

1
les, court un risque non négligeable d'une exposition aux aflatoxines.

Les cas d'intoxication aigue (hépatopathie aigie), du syndrome de

Reye et d'intoxication chronique (cancer du foie et diverses hépatopathies),
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dus & l'ingestion d'aflatoxines, sont & prendre au sérieux, car ces cas patho-
logiques peuvent se reproduire lors de conditions naturelles favorables (hu-
midité, température) au développement de moisissures toxinogénes sur certai-

nes denrées alimentaires.

L'effet le plus inquiétant des aflatoxines est 1'induction possible
d'un cancer du foie chez 1'homme. Tl faut bien reconnaitre que les expérien—
ces faites sur 1'animal sugg@rent clairement 1'existence d'une cancérogénici-
té des aflatoxines & dose-réponse bien définie. De plus, des &tudes démogra-
phiques associant des estimations de 1'apport d'aflatoxines et des relevés de
L'incidence du cancer primitif du foie, ont révélé une corrélation positive

entre l'ingestion d'aflatoxines et ce cancer chez 1'homme.

Bien que ces intoxications aflatoxiniques soient relativement peu
nombreuses, il est prudent de limiter le risque d'exposition des aliments a
ces toxines, par des traitements chimiques de détoxification des aliments de

base.

En dehors des méthodes de détoxification, dans certains pays, des
taux de tolérance d'aflatoxines dans diverses denrées alimentaires ont &té fi-
xés. C'est ainsi qu'en 1974, au niveau de la C.E.E., un taux limite tolérable
d'aflatoxine B] a été fixé pour les aliments du bétail. Aux Etats-Unis, ce
taux est fixé a 15 ug/kg ﬁour tous les produits.

I1 serait souhaitable que ces mesures de contrdle des aliments, de
détoxification des aliments en cas de contamination décelée, ainsi que la mi-
se en place de taux limite de tolé&rance d'aflatoxines dans les aliments favo-
rables & une contamination fongique, se développent surtout dans les pays tro—-
picaux et subtropicaux & haut risque, afin de limiter au maximum toute intoxi-

cation aflatoxinique.

En ce qui concerne les ochratoxines, les &tudes sont principalement
axées sur l'ochratoxine A, du fait que c'est la seule du groupe des ochrato~
xines a avoir &€té décelée dans diverses denrées alimentaires, destinées aussi
bien aux animaux qu'd 1'homme, et ceci & des doses allant de traces d des do-
ses 8levées. L'effet néphrotoxique de 1'ochratoxine A a été nettement défini
au cours d'expériences sur divers animaux. A 1'heure actuelle, aucune preuve
n'a &té apportée en ce qui concerne un rdle &tiologique de cette toxine dans
certaines maladies humaines. Il convient, toutefois, de souligner 1'hypothé&se
d'un r6le &tiologique de l'ochratoxine A dans la néphropathie endémique des

Balkans. Malgré 1'absence de preuve, l'ochratoxine A demande & &tre prise au
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sérieux en ce qui concerne les risques pour la santé humaine du fait de son
activité néphrotoxique constatée chez les animaux et de sa présence assexz
fréquente dans certaines denrées alimentaires principalement d'origine végé-

tale.

Bien que la zéaralénone ait &té décelée dans un nombre limité de
produits 3 base de mais destinés a 1'alimentation humaine, mais dans la plu-

.

part des cas & des taux faibles, aucun effet toxique de la z&aralénone n'a

jusqu'alors &té noté chez 1l'homme, minimisant ainsi grandement les risques

pour la santé& humaine.

A ce jour, les trichothécé&nes n'ont été décelé@s que trés sporadique-
ment dans des produits naturels. Les observations faites sur animal lors d'in—
toxications naturelles et au cours d'expériences en laboratoire ont permis
de définir les effets toxiques des trichothécénes. Ces toxines gont grande-
ment suspect&es dans certaines toxicoses huméines, en particulier 1'aleucie
toxique alimentaire (A.T.A.) qui s'est manifesté&e dans certaines régions
d'URSS, il v a environ 40 ans. Cette toxicose était due a4 l'ingestion de
grains de céréales moisis, et causa la mort de nombreuses personnes parmi la
population. Cependant, gri3ce d 1'amé&lioration des mé&thodes de récolte, de la
production alimentaire et des conditions de stockage, la maladie a disparu.

Aucune nouvelle &pidémie n'a &té signalée.

Des quatres groupes de mycotoxines &tudiés.dans ce travail, seules
les aflatoxines sont reconnues comme &tant associées 8 des effets bien défi-
nis sur la santé humaine, effets dont le plus important est 1'induction pos-
sible d'un cancer au niveau hépatique. Bien que plusieurs aspects de la rela-
tion entre 1'exposition aux aflatoxines et les risques de cancérogénése chez
1'homme restent & &lucider par de nouvelles &tudes expérimentales et épidé-
miologiques, le groupe des aflatoxines doit &tre pris trd@s au sérieux quant
d la santé humaine et les résultats déjd obtenus sur la toxicité de ces mé-
tabolites fongiques justifient pleinement la mise en place ou l'intensifica-

tion de programmes anti-aflatoxiniques nationaux.
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CONTRIBUTION A L'ETUDE DES MYCOTOXINES (AFLATOXINES, OCHRATOXINES, ZEARALE-
NONE ET TRICHOTHECENES) .

THESE DE DOCTEUR EN PHARMACIE (dipldéme d'état) GRENOBLE 1983

RESUME

Diverses moisissures produisent dans des conditions particuliéres
des mycotoxines et cette étude bibliographique regroupe les principaux ré-
sultats obtenus durant ces vingt derniéres années, au sujet des quatre grou-
pes les plus importants de mycotoxines, 'les aflatoxines, les ochratoxines,
la zéaralénone et les trichothécénes.

En partant des sources et de la présence dans 1l'environnement de
ces toxines, ce travail traite le métabolisme de ces produits fongiques dans
l'organisme animal en cas d'ingestion, conduisant & leurs effets toxiques
aigus et chroniques, l'extrapolation de ces résultats chez l'homme étant
discutée.

Les hypothéses les plus probables de la biosynthése de ces mycoto-
xines sont présentées, de méme que les facteurs environnementaux influencgant
cette synthése, et particuliérement ceux en rapport avec la production des
aflatoxines.

Du fait des faibles concentrations de ces toxines trouvées habi-
tuellement dans les denrées alimentaires, les principales méthodes de routi-
ne pour l'analyse et le dosage des mycotoxines sont exposées (TLC - bi TLC),
de méme que certaines méthodes récentes encore peu utilisées (HPTLC - HPLC -
GLC) .

Les risques qu'impliquent pour la santé humaine l'exposition a ces

quatre catégories de mycotoxines, sont évalués, les aflatoxines faisant
l'objet d'un examen particuliérement détaillé.
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