| Mycotoxines




A. Objectifs péedagogiques
1-Citer les différents groupes de mycotoxines

2-Décrire les structures et les propriétés physicochimiques des aflatoxines
3-Décrire la toxicologie de I'aflatoxine Bl

4-Expliguer le métabolisme et le mécanisme d’action toxique de
I’aflatoxine B

5-Citer les sources de production des aflatoxines

6- Citer les symptomes d’intoxication

7- Décrire les méthodes d’analyse

8- Déterminer les mesures de prévention



1- Définition:

» Le terme mycotoxine vient du grec «mycos» qui signifie
champignon et du latin «toxicum» qui signifie poison.

Métabolites secondaires produites par des champignons
filamenteux (Penicillium sp., Aspergillus sp., Fusarium sp.)

e Retrouvées a 1’état de contaminants naturels de nombreuses
denrées d’origine vegetale



1- Définition:

« Facteurs biotiques et abiotiques liées a leur production (souche,
environnement, plante hote, conditions de stockage des
aliments...)

* Environ 25% des cultures vivrieres de la planete sont attaquées
par des moisissures productrices de mycotoxines (FAO, 2008)

* Pertes totales estimées de denrées alimentaires dues aux
mycotoxines sont estimées a pres de 1 000 millions de tonnes par
an (FAO, 2008).



1- Définition:

Toxine produite par un champignon

* Plus de 1000 mycotoxines décrites, une trentaine avec
des effets préoccupants

 Structure chimique trés diversifiée

 Structure chimique et propriétés toxiques conservées
au cours du stockage et de la transformation/cuisson

des aliments



1- Définition:

Produits du metabolisme secondaire de moisissures
Peuvent se développer au champ ou en cours de
stockage

Douées de potentialités toxiques a I’égard de I’homme
et des animaux

300 composeés identifies

Seuls une trentaine possedent de reelles proprietés
préoccupantes

Stabilité importante et presence dans produits
transformes (denrées alimentaires)

Exposition non alimentaire dans milieu de vie et de
travail (poussieres de paille, par exemple)



2- Historique:

» Moyen age: « Feu de Saint Antoine » =>
Consommation de pain dont la farine fut contaminee
par un ascomycete (Claviceps purpurea : sécrétant
I’ergotamine) .

Toxicose: 1’ergotisme (Hallucination, gangrenes au
niveau des extrémites puis Mort)




2- Historique:

1960 Londres : épidemie « maladie X des dindons»
—Ingestion de tourteaux d’arachides (Brésil)
contamines par Aspergillus flavus sécrétant
[’aflatoxine.

—Toxicose : Aflatoxicose ; mort par necrose hepatigue
et hyperplasies biliaires => Mort de 100000 dindons



3- Principales mycotoxines
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4-Toxinogenese:
» Elles sont syntheétisées et excrétées par 5 types de moisissures:
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps, Alternaria.

Ces moisissures se developpent sur les aliments bruts (céereales,
oléoprotéagineux, fruits...... )

Champignons Toxines Denrees
Aspergillus Aflatoxines Mais, cacahuete, grame de
Ochratoxings A coton, fiz. tissus  d’animaux
(jambon. lard, sauctsse). lait et
derives
Fusarium Zéaralenone,  Fumonisines, | Ble, mais. orge, iz, seigle.
Trichothécenes avoine
Penicillium Patulme,  Ochratoxme A, | Fruits et jus de fiuits, ble, 11z,
Citrinine fromage. n01x
Alternaria Alternariol Fruits, legumes et produits
derives de pommes et fomates
Claviceps Alcaloides de [ ergot Ble et dertves, seigle




4-Toxinogenese:

Toxinogénése: Phénomene d’une grande complexite
qui dépend d’une combinaison de plusieurs facteurs
. T°, humidite et oxygenation, pH, CO2, interactions

microbiennes, insectes et du substrat lui-méme .



Condition de formation des mycotoxines:

-conditions de température (variables selon les
moisissures)

-disponibilité de I'eau

-les moisissures sont moins exigeantes quant a la
disponibilité de I'eau que les bactéries

-dans les aliments a forte teneur en eau, la
concurrence des bactéries inhibe la croissance des
moisissures



Activiteé de 'eau: facteur Aw:

-mesure de la disponibilité de I'eau
-mesure de lI'eau libre dans l'aliment
-n‘est pas égale au % d’eau dans l'aliment

Aw= P/P:

P= pression de la vapeur d’eau a la surface de
I'aliment (=pression a laquelle I'eau serait en
ebullition)

P.=pression de vapeur d’eau pure

Pour l'eau pure Aw=1



Activité de I'eau, aliments et microorganismes

Aw = HR/100

0,99 » 0,85 0,99 > 0,90

Cartaimes cordales, Flocons
Savoine

Frults secs

Lait #n poudre, chocolat,
I3 croissand NOISTSS s les 11
biscuity, w‘ Pas ge crolssance de moidsissures, mars les spores survivent!!!




Il faut noter que:

4

La formation de mycotoxines est conditionnée au
préalable par la croissance des champignons.

La présence de moisissures sur les grains ne signifie pas
nécessairement formation de mycotoxines.

La synthese des mycotoxines n’est pas seulement
Influencee par des parametres environnementaux et
nutritionnels mais surtout par la croissance d’un
champignon bien particulier.



5- Contamination de la chaine alimentaire
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6- Mycotoxicose

Pour qu'une substance soit considérée comme responsable
d'un mycotoxicose chez I'homme, cing conditions doivent
étre remplies:

» Existence de la mycotoxine dans l'alimentation.
» Exposition de I'nomme a cette mycotoxine.
» Correlation entre I'exposition et I'incidence de la maladie

» Reproductibilité des symptomes caractéristiques chez les
animaux.

> Mode d'action similaire chez I'homme et les animaux.



7- Répartition géographique

Ochratoxin A
DON, ZEN,
PA flatoxms




8- M¢canisme d’action toxic

ue:

Toxine

Effets

Mécanismes d’action cellulaires et
moléeculaires

Aflatoxine B1 + M1

Hépatotoxicité
Génotoxicité
Cancérogénicite
Immunomodulation

Formation d’adduit a 'TADN

Peroxydation lipidique

Bioactivation par des cytochromes P450
Conjugaison aux Glutathion-transférases

Ochratoxine A

Néphrotoxicité
(Génotoxicité
Immunomodulation

Impact sur la synthése des protéines.
Inhibition de la production I’ATP
Detoxification par les peptidases

Patuline Neurotoxicité Inhibition indirecte d’enzymes
Mutagenése in vtro
Trichothécénes Hematotoxicite Induction de I'apoptose sur progéniteur hematopoiétique
(groupes A et B) Immunomodulation et cellules immunitaires
Toxicité cutanée Impact sur la synthése des protéines
Altération des immunoglobulines
Zéaralenone Fertilité et Reproduction Liaison aux récepteurs cestrogéniques

Bioactivation par des déshydrogénases
Conjugaison aux glucuronyltransférases

Fumonisine B1

Lésion du systéme nerveux central
Hépatotoxicité

Genotoxicité

Immunomodulation

Inhibition de la synthése de céramide
Altération du rapport sphinganine/sphingosine
Altération du cycle cellulaire







L’investigation menée lors de la « maladie X du
dindon », qui a séevi en 1960 en Angleterre, a permis de
mettre en évidence la presence d’une toxine dans la
nourriture de ces volailles, a base de tourteaux
d’arachide contaminés par une moisissure du genre
Aspergillus

Découverte des aflatoxines.



» 3 principales souches d’Aspergillus: A.flavus,
A.parasiticus, A.nomius.

» Conditions chaudes et humides.
» Dérives de la Difuranocoumarine

» Contaminent: Arachides, pictache, amandes, grains de
coton, certaines céréales (mais, ble, sorgho), épices, fruits
secs, oléagineux.

» Rencontrés sur les cultures dans les champs avant la
récolte (+++)
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Structures des principales aflatoxines



AFB1 : formule brute : C,;H,,0¢
Masse molaire : 312,3 g/mol |
AFB2: formule brute : C,;H,,0¢
Masse molaire : 314,3 g/mol
AFG1: formule brute : C;;H204
Masse molaire : 328,3 g/mol
AFG2: formule brute : C;;H,,04
Masse molaire : 330,3 g/mol
AFM1: formule brute : Ci;H,204
Masse molaire : 328,3 g/mol

Formules brutes et masses moléculaires des aflatoxines



Proprietes physicochimiques:

» molécules de faible poids moléculaire (312 a 330 g/mol)

* tres peu solubles dans 1’eau, insolubles dans les solvants
non polaires.

» tres solubles dans les solvants organiques moyennement
polaires (chloroforme et méethanol), elles sont assez
facilement extraites

» fluorescentes (bleue pour les AFB "blue" et verte pour les
AFG "green", I’AFMI1 ayant une fluorescence bleu mauve.

A S S




1- Aflatoxines totales:

» Structure chimique = tres stables, resiste a [acidité et
surtout a la chaleur (résistent a 250 °C)

» Cette stabilite rend leur elimination et, en conséquence la
decontamination des denrées alimentaires, tres
problématique.

» Les procedes de conservation (stérilisation,
pasteurisation, lyophilisation, congeélation...), ne
détruisent pas ou tres peu la plupart des mycotoxines.




2- Aflatoxine M1:
» Reésiste aux traitements usuels de conservation et de
transformation des produits laitiers

» On retrouve la presque totalit¢ de I’AFM1 dans le lait
ecréme, et dans les produits obtenus par précipitation
lactique (yaourts, fromages blancs, cremes lactées...),

» Tres peu dans le beurre (les AFM1 se lient aux protéines
du lait)



Toxlicocinétigue:

» Absorption=> duodéenum, (chez les animaux
monogastriques, 90% de la dose administree).

» Distribution: fixation aux protéines plasmatiques « liaison
a I’albumine +++ » (bioindicateur d’exposition)

» Meétabolisme: AFB1 étant la plus étudiee.

v phase I: enzymes: mono oxygénases a cytochromes P450
hydroxylation => AFM1

epoxydation=> AFB1 8,9-epoxyde



v phase II:

« Conjugaison de « I’AFB1 8,9-époxyde » au
glutathion assurée par glutathion -S-transférase.

« association de I’AFB1 8,9-époxyde aux acides
nucleigues (ADN) et I’intervention dans la synthése
des proteines, engendrant la génotoxicite et la
cancérogenicite.

Le site de formation d’adduits a I'ADN se situe en

position N7 de la guanine.
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Fig. 2. Aflatoxin By metabolism in the liver.

Figure 2 : Métabolisme de I'aflatoxine B1 dans le foie
(rapport de I'PCS, Environmental Health Criieria N*11, WHO, 1879, Fig.2)



» Elimination:

2 AFM1, AFP1, AFQ1 sont eliminés dans les urines des
mammiferes exposés a I’AFBI.

0 Seule ’AFMI1 sera éliminée au niveau du lait.

-

Bio indicateurs d’exposition




Toxicité:

» AFB1: cancérogenes, mutagenes, teratogenes,
hépatotoxiques et immunogenes.

» AFB1> AFM1> AFG1>AFB2> AFG2.

» AFBI1: 1’un des plus puissants cancérogenes d’origine
naturelle.

» Aigue: DL50 (orale) 0,3 a 9mg/kg p.c



Symptomatologie de I'intoxication:

1- Aigue: . g ;

< hépatite aigué, les symptomes clinigues typiques mais non
specifiques incluent jaunisse, dépression, anorexie, et
diarrhée.

< Glomérulonéphrites, congestion des poumons

< La mortalité a atteint 25% lors d’intoxications en Inde.

< le Kwashiorkor (hypo albuminémie et
Immunosuppression)

« le syndrome de Reye (encéphalopathie et dégéenérescence
graisseuse des visceres)


http://www.lyc-briand-gap.ac-aix-marseille.fr/spip/IMG/jpg/kwashiorkor-2.jpg
http://www.lyc-briand-gap.ac-aix-marseille.fr/spip/IMG/jpg/kwashiorkor-2.jpg

2- Chronigue:

< La plupart des études epidemiologigues tendent a
montrer 1’existence d’une corrélation entre une
exposition chronique a I’aflatoxine via le régime

alimentaire et une prévalence du cancer primitif du
fole

< Existence d’autres facteurs : ’infection virale a
I’hépatite B (HBV).




2- Chronique:

«+CIRC a classé les aflatoxines (meélanges naturels)
dans le groupe 1, ’AFM1 dans le groupe 2B et
I’AFG1 dans le groupe 3 des agents cancerogenes
pour I’homme.

» En outre, I'AFB1 est teratogene et pourrait affecter les
fonctions de reproduction.



Valeurs toxicologiques de référence

- Le JECFA et le SCF n’ont pas fixé de dose journalicre
tolérable (DJT) pour les aflatoxines.

- la seule approche réaliste est de réduire 1’exposition a
un niveau aussi faible que possible suivant le principe
ALARA (As Low As Reasonnably Achievable).



Suivi de I'exposition humaine : biomarqueurs

v le dosage de ’AFM1 dans 1’urine et dans le lait, au sein de
populations humaines, peut étre consideré comme un
marqueur d’exposition de ces populations.

v La mesure d’adduits de I’AFB1 a I’albumine sérique est un
indicateur de I’intoxication.

v’ La détection des adduits a I’ADN dans les urines montrant
qu’un processus de réparation du génome a €té initié, peut
étre aussi utilisée comme indicateur d’exposition des
populations aux aflatoxines. Mais de telles detections sont
complexes et coliteuses a mettre en ceuvre du point de vue
analytique.



Reéglementation dans I’alimentation

Le reglement 1881/2006/CE (abrogeant le reglement
466/2001/CE et ses modifications) portant fixation de teneurs
maximales pour certains contaminants dans les denrees
alimentaires



Réglementation dans I’alimentation

teneurs maximales en aflatoxines exprimees en ug/Kg

Alimentation

Toxine

Matrice

Teneur maximale
en pg/kg

Aflatoxine B1

Arachides (cacahuétes) + autres
graines + fruits secs

de 2,5 ou 8 selon le produit
et son stade de transformation

Céréales

2 ou 5 selon le produit et son stade
de transformation

Certaines épices 5
Préparations a base de céréales
et aliments pour nourrissons 0,1

et enfants en bas age

Humaine Arachides (cacahuétes) + autres de 4,10 ou 15 selon le produit
graines + fruits secs et son stade de transformation
Aflatoxines B1+B2+G1+G2 | caréales 4 ou 10 selon le produit et son stade
de transformation
Certaines épices 10
Lait 0,05
Aflatoxine M1 - : :
Preparations pour nourrissons
= 0,025
et enfants en bas age
Matiéres premiéres des aliments 20
. ) pour animaux
Animale Aflatoxine B1

Aliments complets/complémentaires

de 5 a 20 selon les espéces animales




teneurs maximales en aflatoxines B1 (png/Kg) en alimentation animale

Types d'aliments Teneur maximale en pg/kg
(teneur en humidite de 12%)

Toutes les matiéres premiéres des aliments pour animausx 20

Aliments complets pour bovins, ovins et caprins 20

a |'exception de :

- aliments complets pour bétail laitier 5

- aliments complets pour veaux et agneaux 10

Aliments complets pour porcs et volailles ( a I'exception des 20

jeunes animaux)

Autres aliments complets 10

Aliments complementaires pour bovins, ovins et caprins (3 20

I'exception des aliments complémentaires pour bétail laitiers,

veaux et agneaux)

Aliments complémentaires pour porcs et volailes (3 20

I'exception des jeunes animaux)

Autres aliments complémentaires 5




Ochratoxine A (OTA),
une toxine nephrotoxique



