View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by Institut National Polytechnique de Toulouse (Theses)

:
i
4
i
4
I
£

THESE

Universite
de Toulouse

En vue de I'obtention du grade de :

DOCTEUR DE L'UNIVERSITE DE TOULOUSE

Délivré par :
INSTITUT NATIONAL POLYTECHNIQUE DE TOULOUSE

Discipline :
Pathologie, Toxicologie, Nutrition

Présentée et soutenue par :

Yann WACHE
Le 29 avril 2009

Titre :

TOXICOLOGIE DU DEOXINIVALENOL CHEZ LE PORC : EFFETS SUR LA
REPONSE IMMUNITAIRE, LA FLORE INTESTINALE ET LA SENSIBILITE
AUX PATHOGENES

Jury :
Dr Florence Mathieu Professeur d’Université — ENSAT Président
Dr Gwenaelle Le Blay Maitre de conférence — Université de Brest Rapporteur
Dr Sylvaine Lecoeur Chargé de recherche — INRA Lyon Rapporteur
Dr Jean-Marc Fremy Directeur de recherche — AFSSA DERNS Examinateur
Dr Gibert Postollec Docteur Vétérinaire - AFSSA Co-directeur de Thése
Dr Isabelle Oswald Directeur de recherche — INRA Toulouse Directeur de Thése

Ecole doctorale :
SEVAB

Unité de recherche :

Laboratoire de Pharmacologie — Toxicologie — UR66 INRA TOULOUSE
Unité Alimentation Animale — AFSSA PLOUFRAGAN

Directeur de Thése:
Dr Isabelle Oswald



https://core.ac.uk/display/19938295?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

:
i
4
U1 1 |i’
4
I
£

THESE

Université
de Toulouse

En vue de I'obtention du grade de :

DOCTEUR DE L'UNIVERSITE DE TOULOUSE

Délivré par :
INSTITUT NATIONAL POLYTECHNIQUE DE TOULOUSE

Discipline :
Pathologie, Toxicologie, Nutrition

Présentée et soutenue par :

Yann WACHE
Le 29 avril 2009

Titre :

TOXICOLOGIE DU DEOXINIVALENOL CHEZ LE PORC : EFFETS SUR LA
REPONSE IMMUNITAIRE, LA FLORE INTESTINALE ET LA SENSIBILITE
AUX PATHOGENES

Jury :
Dr Florence Mathieu Professeur d’Université — ENSAT Président
Dr Gwenaelle Le Blay Maitre de conférence — Université de Brest Rapporteur
Dr Sylvaine Lecoeur Chargé de recherche — INRA Lyon Rapporteur
Dr Jean-Marc Fremy Directeur de recherche — AFSSA DERNS Examinateur
Dr Gibert Postollec Docteur Vétérinaire - AFSSA Co-directeur de Thése
Dr Isabelle Oswald Directeur de recherche — INRA Toulouse Directeur de Thése

Ecole doctorale :
SEVAB

Unité de recherche :

Laboratoire de Pharmacologie — Toxicologie — UR66 INRA TOULOUSE
Unité Alimentation Animale — AFSSA PLOUFRAGAN

Directeur de Thése:
Dr Isabelle Oswald




REMERCIEMENTS

Les travaux de cette thése ont été effectués dans le cadre d'une collaboration entre
I'Institut National pour la Recherche Agronomique (INRA) et I'Agence Francaise de Sécurité
Sanitaire des aliments (AFSSA).

Je tiens tout d’abord a remercier toutes les personnes qui m’'ont permis de réaliser et de

mener a son terme cette thése :

Le Dr Thierry Pineau, directeur de I'Unité UR66 INRA de Toulouse, pour leur accueil au
sein de l'unité. Merci de m’avoir permis de réaliser mes travaux au sein du laboratoire.

Le Dr Salvat Gilles, directeur de centre AFSSA — Ploufragan, pour m’avoir accueilli au
sein des locaux de 'AFSSA.

Le Dr Isabelle Oswald, directeur de cette these, pour son accueil au sein de I'équipe
d'immuno-toxicologie de 'UR66 de I'INRA de Toulouse. Je te remercie de m’'avoir donné
'opportunité de réaliser ce travail, et pour m’avoir guidé et supporté dans les moments
difficiles. Merci pour ton encadrement, tes encouragements, ta disponibilité et surtout pour ta
patience.

Le Dr Gilbert Postollec, co-encadrant de cette these, pour son aide précieuse au bon
déroulement de mes travaux a I'AFSSA. Je te remercie pour toute I'aide et la disponibilité
dont tu as fait preuve dans les bons et mauvais moments, tant pour les expérimentations que
pour la rédaction.

Le Dr Burel Christine, a linitiative de ce projet, pour son accueil dans l'unité
alimentation Animale de 'AFSSA. Merci de m’avoir accordé ta confiance pour mener a bien
tout ces travaux.

Le Dr Charlotte Valat pour ses conseils pertinents et son aide, 6 combien importante dans
la rédaction de ce mémoire.

Le Dr Philippe Fravalo pour son accueil dans l'unité Hygiéne et Qualité des Produits
Avicole et Porcins de 'AFSSA — Ploufragan. Je te remercie pour ton aide et tes conseils dans

la réalisation de mes travaux, méme résidant de l'autre c6té de I'océan.

-1- Remerciements



Je remercie également toutes les personnes extérieures qui m’'ont accueilli dans leur

laboratoire et qui ont participé a I'ensemble de mes travaux de thése :

Les Dr Christine Roques et Laila Haddioui pour leur accueil au sein du laboratoire de
microbiologie - Fonderephar de la Faculté des sciences pharmaceutiques de Toulouse. Merci

a Haouaria Belkhelfa pour son aide dans mes travaux.

Le Dr Eric Cox pour m’avoir accueilli dans le laboratoire d'immunologie de la Faculté de
médecine vétérinaire de Gand. Merci au Dr Franck Verdonck et a Bert Devriendt, pour
m’avoir enseigné quelques techniques indispensables pour la suite de mes travaux, et pour la

découverte de la gastronomie belge.

Le Pr Yasuyuki Mori de I'Institut National de la santé animale a Tsukuba, Japon, pour
son accueil au sein de son laboratoire. Merci pour les techniques de laboratoire et plus encore

pour m’avoir fait découvrir un pays surprenant.

Je n'oublie pas toutes les équipes des unités dans lesquelles jai réalisé mes travaux a
Ploufragan. Un grand merci pour votre disponibilité et vos conseils.

Je tiens également a adresser tous mes remerciements et mon affection a toutes les
personnes qui ont participé a la réalisation de ce projet, et pour leur soutien tout au long de

ces trois années de these.

Merci Philippe, Anne-Marie, Eric, Maryline pour votre aide technique, votre encadrement
et vos conseils précieux dans toutes les réalisations techniques, et toutes les personnes trop

nombreuses pour étre citées ici mais a qui je dois beaucoup.

Merci a ma famille, mes amis, et toutes les personnes qui ont partagé avec moi ces trois

années de travail. Merci pour votre soutien et vos encouragements.

-2- Remerciements



PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS

Articles

Waché Y.J., Valat C., Postollec G., Bougeard S., Burel C., Oswald I.P. and Frazd0%®.
Impact of Deoxynivalenol on the intestinal microflora of piigg. J. Mol. Sci. 10, 1-
17.

Waché Y.J., Hbabi-Haddioui L., Guzylack-Piriou L., Belkhelfa H., Roques C. and Oswald
I.P. The mycotoxin Deoxynivalenol inhibits the cell surface expression of activation
markers in human macrophag®anuscrit Soumis au journal “Toxicology'avril
20009.

Waché Y.J., Taranu l., Braicu C., Laffitte J., Saeedikouzehkonani N., Pinton P., Mori Y. and

Oswald I.P. Deoxynivalenol, DON, disrupts the immune function and IL-8 production
in porcine neutrophils. Manuscrit en préparation.

Avrticle en collaboration

Devriendt B., Gallois M., Verdonck F., Waché Y., Bimczok D., Oswald I.P., Goddeeris B.M.
and Cox E.2009. The food contaminant fumonisin Beduces the maturation of
porcine CD11R1 intestinal antigen presenting cells and antigen-specific immune
responses, leading to a prolonged intestinal ETEC infection. Vet. Res. 40, 40.

Revues Scientifiques

Etienne, M. andWaché, Y. 2008. Biological and physiological effects of deoxynivalenol
(DON) in the pig. InMycotoxins in Farm Animal®swald, I.P. and Taranu, I., Eds.
Reseach Signpost: Kerala, pp 113-130.

Communications affichées en congres

Waché Y.J., Haddioui L., Belkhelfa H., Mori Y., Riveron E., Roques C. and Oswaldnl.P.
vitro effects of Deoxynivalenol on human and porcine phagocytic cells. PoXiér —
international IUPAC Symposium on mycotoxins and phycotoistanbul Turkey,
21-25 mai 2007.

Waché Y.J., Valat C., Postollec G., Bougeard S., Queguiner M., Cariolet R., Burel C.,
Oswald I.P. and Fravalo P. Evaluationvivo de I'impact du Déoxynivalénol (DON)
sur la flore microbienne intestinale des porcs, lors de l'ingestion d’'un aliment
naturellement contaminé. PosterGengrés Gen2bio ; La Baule France, 31 mars
20009.

-3- Sommaire



SOMMAIRE

Sommaire



TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS 1
PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS 3
SOMMAIRE 4
TABLE DES MATIERES 5
LISTE DES FIGURES ET DES TABLEAUX 8
LISTE DES ABREVIATIONS 9
INTRODUCTION 10
CONTEXTE DE L'ETUDE 11
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE : LE DEOXYNIVALENOL 13
1. Présentation générale 13
1.1. Production 13

1.2. Distribution 13

1.3. Propriétés Physico-chimiques 14

2. Mycotoxicoses 15

3. Toxicologie expérimentale 16
3.1. Absorption, élimination et métabolisme 16
3.2. Toxicité générale 17
3.3. Carcinogénicité et génotoxicité 17
3.4. Reproduction 17
3.5. Flore intestinale 17
3.6. Immunotoxicité 18
3.6.1. Effets paradoxaux du DON sur les fonctions immunitaires 18

3.6.2. Cas particulier des IgA 19

3.6.3. Mécanismes moléculaires 19

4. Effets biologiques et physiologiques du DON chez le porc 21

(Revue bibliographique)

TRAVAIL EXPERIMENTAL 40
OBJECTIF DE LA THESE 41
CHAPITRE | : E FFETS DUDON SUR LES CELLULES PHAGOCYTAIRES DU SYSTEME
IMMUNITAIRE NON SPECIFIQUE : ETUDE IN VIVO . 44
CONTEXTE ET OBJECTIFS DE L'ETUDE 45

-5- Sommaire



1. Effets du DON sur I'expression des marqueurs de surface des macrophages
humains (Article 1): a7
Introduction
Matériels et méthodes
Résultats
Discussion

2. Effet du DON sur les fonctions des neutrophiles porcins stimulés par du LPS
(Article 2) 66
Introduction
Matériels et méthodes
Résultats
Discussion

CHAPITRE Il : E FFETS DUDON SUR LA FLORE INTESTINALE ET LE PORTAGE
ASYMPTOMATIQUE DES SALMONELLES CHEZ LE PORC : ETUDE IN VIVO. 84

CONTEXTE ET OBJECTIFS DE L'ETUDE 85
1. Impact du DON sur la flore intestinale des porcs (Article 3) 88
Introduction
Résultats
Discussion

Matériels et méthodes

2. Impact du DON sur le portage asymptomatique de salmonelles chez le porc 106
Introduction
Matériels et méthodes
Résultats
Discussion

DISCUSSION GENERALE 123

1. Rappels des objectifs 124
1.1. Effet du DON sur les cellules phagocytaires 124
1.2. Effet du DON sur la flore intestinale et la sensibilité aux salmonelles des porcs 124

2. Effets du DON sur les cellules de la réponse immunitaire non spécifique : étude in

vitro 125
2.1. Protocole expérimental 125
2.1.1. Le type cellulaire 125
2.1.2. Les agents de stimulation 126
2.1.3. Doses d’exposition 126
2.2. Le DON diminue les capacités fonctionnelles des cellules phagocytaires 127

2.2.1. Capacité a diminuer la migration des neutrophiles et 'adhésion des
macrophages (expression de CD54) 127

2.2.2. Capacité a diminuer la signalisation et la coopération cellulaire de la
réponse immunitaire non spécifique 128

-6 - Sommaire



2.3. Conséquences de la présence de DON sur la réponse immunitaire non spécifique et

la sensibilité aux infections 130
2.4. Perspectives 131
3. Effet du DON sur la flore intestinale et le portage de Salmonella Typhimurium :
étude in vivo 132
3.1. Protocole expérimental 132
3.1.1. Dose d’exposition au DON 132
3.1.2. Aliment 132
3.1.3. Echantillonnage 133
3.1.4. Modele animal 133
3.1.5. Modele infectieux 133
3.2. Effet du DON sur la flore intestinale et sur le portage de salmonelles 134
3.2.1. Cas d'une intoxication des animaux par le DON 134
3.2.2. Le DON peut altérer I'équilibre de la flore intestinale des porcs 135
3.2.3. L'ingestion d’'une alimentation au DON n’aggrave pas |'excrétion de
salmonelles 135
3.3. Perspectives 136
3.3.1. Approfondir les aspects descriptifs et fonctionnels des effets observés 136
3.3.2. Conditions « terrains » 137
4. Perspectives: relation entre les essais in vitro / in vivo 138
CONCLUSIONS 140
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 142
ANNEXES 154

-7- Sommaire



LISTE DES FIGURES ET DES TABLEAUX

Liste des figures et tableaux inclus dans les parties non traitées sous forme de revues ou
d’articles scientifiques, soit I'introduction et la partie 1I-2. du travail expérimental.

Tableau 1.

Tableau 2.

Tableau 3.

Figure 1.

Figure 2.

Figure 3.

Figure 4.

Figure 5.

Figure 6.

Figure 7.

Figure 8.

Figure 9.

Figure 10.

Figure 11.

Caractéristiques et réglementations en vigueur pour les principales mycotoxines
retrouvées dans les céréales

Nombre de porcs excréteursSadmonellaTyphimurium sur I'ensemble des
animaux infectés aprés exposition a un aliment contaminé ou non en DON

Nombre de porcs excréteursSadmonella Typhimurium sur I'ensemble des
animaux infectés avant exposition a un aliment contaminé ou non en DON

Structure chimique du déoxynivalenol

Description des mécanismes moléculaires et des signaux de transduction
impliqués dans la toxicité induite par le DON

Protocole expérimental : distribution et traitements des porcs lors de I'étude
expérimentale

Evolution des parametres de croissance des porcs infectés ouSampaella
Typhimurium aprés exposition a un aliment contaminé ou non en DON

Dénombrement des coliformes thermotolérants fécaux des porcs infectés par

Salmonella Typhimurium aprés exposition a un aliment contaminé ou non en
DON

Concentration sérique en IgA des porcs infectés ou norSalaronella
Typhimurium apres exposition a un aliment témoin ou contaminé en DON

Evolution de la séroconversion spécifique des porcs infectéSajpaonella
Typhimurium aprés exposition a un aliment témoin ou contaminé en DON

Evolution des parametres de croissance des porcs infectés ou Saimpaella
Typhimurium avant exposition a un aliment témoin ou contaminé en DON

Dénombrement des coliformes thermotolérants fécaux des porcs infectés par
Salmonella Typhimurium avant exposition & un aliment témoin ou contaminé en
DON

Concentration sérique en IgA des porcs infectés ou norSglaronella
Typhimurium avant exposition & un aliment témoin ou contaminé en DON

Evolution de la séroconversion spécifique des porcs infecté3almaonella
Typhimurium avant exposition a un aliment témoin ou contaminé en DON

-8- Sommaire



LISTE DES ABREVIATIONS

ADN Acide déoxy-ribonucléique
AFSSA  Agence Francaise de Sécurité Sanitaire

des Aliments

AMB Aerobic mesophilic bacteria

ANOVA Analysis of variance

AP-1 Activator protein-1

ASR Anaerobie sulfito-reductrice

CAST Council for Agricultural and Sciences
Technology

CD Clusters of differentiation

C/EBP CAAT Enhancer-Binding Protein

CE-SSCP Capillary electrophoresis single-
stranded conformation polymorphism

CFU Colony forming unity

CIRC Comité International de Recherche sur
le Cancer

COX-2  Cyclooxygenase 2

DNA Deoxyribonucleic acid

DO Densité optique

DON Deoxynivalenol

ELISA Enzyme linked immuno sorbent assay

EOPS Exempt d’organismes pathogénes
spécifiques

EPT Eau peptonée tamponnée

ERK Extracellular Signal Regulated Kinase

FAM Flore aérobie mésophylle

FAO Food and Agricultural Organization

FCS Fetal calf serum

FITC Fluoresceine isothiocyanate

GMQ Gain moyen quotidien

HLA Human leukocyte antigen

HRP Horseradish peroxidase

IARC International Agency for Research on
Cancer

ICAM Intracellular adhesion molecule

ICs Indice de séroconversion

IFN Interferon

Ig Immunoglobuline

iINOS
INRA
INK
LDH
LPS
MAPK
MDMs
MFI
MHC II
MIP-2
MPO
mMARN
NF-kB
NIV
OTA
NO
PAGE
PCA
PCR
PI
PMN
ppb
ppm
PV
RFU
RNA
SCOOP

SDS
SEM
SVF
TMB
TNF
TS
UFC
VBrif
ZEA

Interleukine

Nitric oxydase synthese

Institut National de la Recherche Agronomique
c-Jun N-terminal Kinase

Lactate deshydrogénase
Lipopolysaccharide
Mitogen-activated protein kinase
Monocyte-derived macrophages
Mean fluorescence index

Major histocompatibility complex class Il
Macrophage inflammatory protein -2
Myeloperoxidase

Acide ribonucléique messagers
Nuclear factorkB

Nivalenol

Ochratoxine A

Nitric oxyde

Polyacrylamide gel electrophoresis
Principal component analysis
Polymerase chain reaction
Post-inoculation

Polymorphonuclear neutrophil
Partie par billion

Partie par million

Poids vifs

Relative unit of fluorescence
Ribonucleic acid

Scientific Cooperation on questions relating to
Food

Sodium dodecyl sulfate

Standard error of the mean

Sérum de veau foetal
Tetramethylbenzidene

Tumor necrosis factor

Tryptone sel

Unité formant colonie

Vert brillant rifampicin

Zéaralénone

Sommaire



INTRODUCTION

-10 -

Introduction




CONTEXTE DE L'ETUDE

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires issus des moisissures appartenant
principalement aux genrésisariumspp.,Aspergillusspp. ouPénicillium spp. Ces toxines se
retrouvent a I'état de contaminants naturels dans de nombreuses denrées d’origine végétale,
notamment les céréales, les fruits, noix, amandes, grains, fourrages ainsi que dans les
aliments composés et manufacturés issus de ces filieres destinés a l'alimentation humaine et
animale. La consommation de denrées contaminées peut se révéler potentiellement toxique
chez les animaux et chez ’'homme.

L’'occurrence des mycotoxines est différente selon les régions du globe, mais il s’agit
d’'un probleme mondial de par les approvisionnements en matieres premiéres et les échanges
commerciaux. Sur plus de 300 mycotoxines actuellement recensées dans le monde, seules
une trentaine possedent de réelles propriétés toxiques préoccupantes. Les principales familles
de mycotoxines sont les Aflatoxines (et I'Aflatoxine Bl plus particulierement), les
Fumonisines, la Zéaralenone, les Ochratoxines et les Trichothécenes dont le déoxynivalénol
(DON).

Les mycotoxines, et en particulier celles qui sont carcinogenes, devraient étre exclues des
aliments. La législation sur les mycotoxines se met progressivement en place, mais tous les
pays n’en sont pas au méme stade, car la fixation de doses maximales et la mise en place
d’'une législation dépendent de plusieurs facteurs a la fois scientifiques et socio-économiques.
Dans I'Union Européenne, le réglement 2006/1881/CE de la commission du 19 décembre
2006 fixe des teneurs maximales pour certaines mycotoxines dans les denrées alimentaires
pour I'alimentation humaine (Tableau 1). En ce qui concerne les aliments pour animaux, la
directive 2002/32/CE modifiée fixe des teneurs maximales uniquement pour I'Aflatoxine B1.
Pour les autres mycotoxines comme le DON, des teneurs maximales sont simplement
recommandées par le texte 2006/576/CE de la commission du 17 aolt 2006, mais pas encore
imposées.

Souvent retrouvé sur des céréales telles que le blé, lI'orge, et le mais, le DON est
largement répandu au niveau mondial. Etant donné la proportion importante de céréales dans
leur alimentation, les animaux de rentes sont particulierement exposeés a cette mycotoxine, et
parmi les espéces animales concernées, le porc se révele particulierement sensible. Chez les
porcs, les premiers effets d'une exposition au DON consistent en une baisse de
consommation d'aliment, des performances de croissance et une altération des fonctions

immunitaires et de la reproduction (Etienne et Wache, 2008).
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Tableau 1 : Caractéristiques et réglementations en vigueur pour les principales mycotoxines

retrouvées dans les céréales.

Teneur maximale
. . .. en /k 1)
Mycotoxine Stades !es plus S|gne§ pllnlques ug/kd
sensibles Lésions Porc Homme
@ ®
Retard de croissances
Porcelets Toxicité et nécroses hépatique
Aflatoxine B1 Porcs a ; \epatique 20 0,1-8
, : Dysfonctionnements immunitaires
I'engraissement . L
Hyperplasie des canaux biliaires
Porcs a Refus alimentaires
Déoxynivalénol | I'engraissement| Retard de croissance, perte de poids 900 200 - 750
Truies en finition | Dysfonctionnements immunitaires
(Edémes pulmonaires
Fumonisine B1 ef PorcsAet truies & | Dyspnées, cyanoses, mort en 2 a 4 heures 5000 200 - 1000
B2 tout age Avortements
Lésions hépatiques
R Refus alimentaire
: Porcs a . . AV J
Toxine T-2 et , : Diarrhée, leucopénie, immunosuppression
I'engraissement R : / /
HT-2 ) S Ulcéres buccaux et gastriques
Truies en finition | . = - .
Déplétion lymphoide et thymique
Retard de croissance
Ochratoxine A Porcs a tout age Polyur|es-polyd|p5|es 50 0,5-10
Ulcéres gastriques
Hypertrophie et dysfonctionnement réngux
Hyper-cestrogénisme chez les jeunes truies
. . .| Pseudo-gestation, retard du cycle
Truies preF)Ub(:“reSDiminution des chaleurs, vulvovaginite
Zéaralénone | Truies matures . ' 9 100/250% | 20 - 200
Avortement précoce
Jeunes verrats < . .
Rétention du corps lutéal
Réduction de la taille testiculaire

(1) Teneur maximale dans les denrées alimentaires, suivant le produit et son stade de transformation

(2) Recommandation 2006/576/CE de la commission du 17 ao(t 2006, sauf pour I'Aflatoxine B1, dont la
teneur est fixée par la Directive 2002/32/CE du 7 mai 2002

(3) Réglement 2006/1881/CE du 19 décembre 2006. Données présentées a titre de comparaison.

(4) Pour les porcelets et jeunes truies / pour les truies et les porcs a I'engraissement

La présence de DON dans lalimentation des porcs peut entrainer des problemes

sanitaires et économiques importants pour les professionnels de la filiere porcine. La

sensibilité importante du porc vis-a-vis du DON nécessite donc une vigilance particuliére

pour cette espéece. Les effets observés sont variables et nombreux. Quant aux modes

d’actions, ils ne sont pas encore bien connus et restent a étre expliqués.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE : LE DEOXYNIVALENOL

1. Présentation générale
1.1. Production

Le DON est une mycotoxine de la famille des trichothécénes B, contaminant naturel des
céreales et de leurs produits dérivés. Le DON a été isolé pour la premiére fois par une équipe
japonaise a partir d’'orge infectée fparsarium graminearuniMorookaet al., 1972). C’est a
la suite de vomissements constatés sur des porcs ayant consommé du mais contaminé par ce
méme champignon, que Vesonégml. (1973) ont caractérisé le composé actif comme étant
un trichothécene et lui ont donné le nom de « vomitoxine ».

Le DON est produit par les champigndassarium graminearunet Fusarium culmorum
dont le développement est favorisé par certaines conditions de température et d’humidité.
Lors d’'une infection paFusariumspp., le blé présente un aspect mou et ratatiné, souvent
décoloré en rose. Sur les grains, le champignon est visible comme une moisissure rougeatre
sur la pointe de I'épi. Ces moisissures sont capables de résister a des conditions climatiques
rigoureuses et leurs productions de toxines sont fortement stimulées par un passage a basse
température ainsi qu’une grande humidité ambiante. Ces événements peuvent survenir en
culture ou durant les récoltes, mais aussi lors d’'un stockage en condition humide avant le

séchage des grains.

1.2. Distribution

Parmi I'ensemble des mycotoxines produites pasarium spp., le DON est un des
contaminants les plus fréquents du blé, de I'orge et du malis et, selon un récent rapport de la
FAO (Food Agricultural Organisation), le plus largement répandu a travers le monde dans les
denrées alimentaires (JECFA, 2007). A titre d’exemple, aux Etats Unis, des analyses faites
entre 1993 et 2003, sur 2106 lots d’orge et 2524 de blé, ont montré que 47,1% et 40,4% des
lots d’orge et de blé, respectivement, présentaient une contamination en DON supérieure a
1000 ug/kg (ppb) de céréales. Une étude réalisée en Russie sur 2166 échantillons de céréales
prélevés entre 1989 et 2001 a montré que 69% des lots étudiés étaient contaminés par du
DON (Tutelyan, 2004). Une étude réunissant I'ensemble des résultats relatifs aux

contaminations de plusieurs récoltes cérealieres issues de 12 pays européens a montré que
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57% de 11022 échantillons de céréales (blé, orge, mais, avoine, seigle) étaient contaminés
par le DON, dont 7% avec des concentrations supérieures a 750 ppb (SCOOP, 2003).

1.3. Propriétés Physico-chimiques

Comme I'ensemble des trichothécénes B, le DON est un composé sesquiterpénique (15
atomes de carbone), possédant un squelette tricyclique, appelé trichothécane, formé d’'un
cyclopentane, d'un cyclohexane, d’'un cycle a six chainons oxygénés et de groupements
méthyles. Il possede une double liaison enoCune fonction cétone eng@insi qu’un
groupement époxyde emGscaractéristique des 12,13 époxy-trichothécénes (Vidal, 1990).
Comparé aux autres trichothécene B, Le DON présente un groupement hydroxyle (QH) en C
et en G (Figure 1).

H

O
XL

/Illnum-
[

Figure 1 : Structure chimique du déoxynivalenol (DON)

Le DON est un composé polaire tres peu soluble dans I'eau, incolore, cristallisable, et
soluble dans des solvants polaires (méthanol et acétonitrile aqueux). Son poids moléculaire
est de 296,32 g/mol et il est chimiquement trés stable, méme conservé longtemps a
température ambiante. De plus, il n'est pas dégradé pendant les procédés de moutures de
grains, de stérilisation du lait (15 minutes a 118°C) ou de cuisson des aliments. Le DON est
stable a 120°C, modérément stable a 180°C et se décompose en 30-40 minutes a 210°C
(Vidal, 1990).
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2. Mycotoxicoses

La consommation de produits contaminés par des trichothécénes peut provoquer, chez
’homme et I'animal, des maladies appelées mycotoxicoses, suite a une toxicité aiglie ou
chronique des mycotoxines. Chez 'homme, la mycotoxicose la plus connue associée a
l'ingestion de céréales contaminées par Fusagpm a été raportée dans les années 1940, ou
des cas graves d’Aleucie Toxique Alimentaire ont provoqué le déces de 10% de la population
du district d’'Orenburg. Cette pathologie est caractérisée par des diarrhées et des
vomissements dans les premiers stades puis s'accompagne de leucopénies séveres, d'angine
ulcéronécrotique, de septicémie et d’aplasie médullaire. Des années plus tard, ce phénomene
a été attribué principalement a la consommation des champidgruserium poaeet
sporotrichoioidesqui produisent un autre trichothécéne, la toxine T-2 (Leonov, 1977).

Plus récemment, plusieurs cas de mycotoxicoses chez 'lhomme et des animaux d’élevage
ont été attribués a la consommation de céréales contaminées par du DON au Japon (Morooka
et al., 1972). En Inde, le DON a également été mis en cause en tant qu’agent étiologique dans
des intoxications chez des habitants de la vallée du Kashmir ayant consommeé du pain
fabriqué a partir de blé moisi (Bhett al., 1989). Les symptomes de la maladie incluaient des
nauseées, des douleurs gastriques, des vomissements et des irritations au niveau de la gorge.

Enfin, chez les animaux, les mycotoxicoses associées au DON sont principalement
décrites chez le porc, les autres animaux étant beaucoup moins sensibles a son ingestion. Les
principaux symptdmes sont liés a un refus alimentaire et a des vomissements. Parmi les cas
signalés, certains €éleveurs australiens ont constaté un refus alimentaire chez des porcelets,
une diminution de consommation alimentaire des porcs plus agés ainsi qu’'une apparition de
vulves rouges et cedémateuses chez plusieurs truies de 30-50 kg. Les recherches effectuées
sur l'aliment ont révélé la présence de zéaralenone (ZEA) et de DON dans les céréales,
concluant a une double intoxication des animaux, la ZEA provoquant les symptdomes
d’oestrogénisme et le DON le refus de l'aliment (Moetal., 1985). Durant I'été 1986 en
Argentine, des porcs nourris avec plus de 40% de blé, apres une saison froide et humide, ont
présenté un refus alimentaire sévere associé a une chute de croissance des animaux. Les
analyses ont démontré la présence de nombreuses souchasatieim et de niveaux de
contamination variable de DON (1-20 ppm) dans le blé et l'aliment. Une reproduction
expérimentale a démontré le réle du DON dans le refus de l'aliment, entrainant également
une congestion de la muqueuse de lI'estomac et de lintestin gréle, une dégénérescence

hydropique des hépatocytes et une vacuolisation des cellules du tubule contourné distal
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(Marpegaret al., 1988). Ces effets sur les porcs seront plus particulierement détaillés dans le

dernier chapitre de cette partie bibliographique.

3. Toxicologie expérimentale

De nombreuses études ont été réalisées sur des animaux de laboratoire afin de pouvoir
évaluer plus précisément le risque concernant la santé publique lié a la présence éventuelle de
DON dans les aliments. Bien que le modéle expérimental de notre étude soit le porc, nous

présenterons ici quelques aspects généraux de la toxicité du DON.

3.1. Absorption, élimination et métabolisme.

Le DON présente une biodisponibilité rapide chez les rongeurs. En effet, des proportions
de 37% de doses orales d&C] DON ont été retrouvées dans les urines de rat 24 heures
aprés administration (Mekgt al., 2003). Chez la souris, les profils cinétiques de la
distribution du DON dans le plasma, le rein et le foie sont semblables, avec une décroissance
rapide suivie d’'un palier a 24 heures (Azcona-Olivetral., 1995). A I'image des autres
trichothécénes, la métabolisation du DON met en jeu des réactions de désestérification, de
dé-époxydation et de conjugaison. La dé-époxydation représente 'étape la plus importante
dans la détoxification du DON, car privé de son époxyde, ce dernier n’est quasiment plus
toxique (Swansoret al., 1988). Chez le rat, cette dée-époxydation est réalisée par la
microflore gastro-intestinale. Aprés administration orale, le DON est dé-époxydés en DOM-1
(dé-époxydéoxynivalenol-1), par la flore intestinale et non par les microsomes hépatiques. Le
DOM-1 est 50 fois moins toxique que la toxine d’origine (Woreekl., 1989; Erikseet al.,

2003). Cette aptitude naturelle de la flore intestinale a dé-époxyder le DON comme d’autres
trichothécénes B plus ou moins efficacement pourrait expliquer en partie les sensibilités
différentes a ces toxines selon les espéces (Sundstol Eekaén2004). En effet, le DON

est peu métabolisé par la microflore intestinale du porc, et c’est également I'espece animale

la plus sensible a cette mycotoxine (Prelusky et al., 1988).
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3.2. Toxicité générale

Chez les souris, les valeurs des doses létales obtenues suite & une administration de DON
par voie orale et par voie péritonéale sont de 78 et 49 mg/kg de poids vifs, respectivement.
Des administrations intra-péritonéales de DON a des doses de 10 a 1000 mg/kg de poids vifs
(PV) provoquent différents signes toxiques allant de la nécrose du tube digestif, de la moelle
osseuse et des tissus lymphoides a des Iésions cardiaques et rénalee{(RbrsEd87). En
revanche, les études de la toxicité subaigué et chronique (doses inférieures a 10 mg/kg PV),
en absence de contaminants pathogéenes, n‘'ont montré qu’une diminution des performances

de croissance chez les rongeurs (Forsell et al., 1986; Iverson et al., 1995).

3.3. Carcinogeénicité et géenotoxicité

La carcinogénicité du DON a fait I'objet d’une évaluation par le Centre International de
Recherche sur le Cancer, CIRC (IARC, 1993). Par un manque d’étude concernant la
détermination de la carcinogénécité, le CIRC a classé le DON dans la catégorie 3 (c’est-a-
dire ne présentant pas suffisamment de preuves expérimentales ou épidémiologiques pour
apprécier leur carcinogénicité). Au niveau de son potentiel génotoxique, le DON ne provogue
pas d’augmentation de la fréquence des mutations chez les bactéries ou dans les cultures

cellulaires mais présente par contre un effet clastogénique puissant (Knasmuller et al., 1997).

3.4. Reproduction

Chez les animaux de laboratoire, la reproduction expérimentale des mycotoxicoses
provoquées par le DON a rarement mis en évidence des troubles de la fonction de
reproduction ou des lésions de I'appareil génital. Chez le rat, 'administration de 20 ppm de
DON n’a montré aucune altération particuliére des organes génitaux, excepté une baisse de

fertilité de 50% chez des femelles gestantes (Morrissey et Vesonder, 1985).

3.5. Flore intestinale

Pour I'ensemble des trichothécénes, trés peu d'étudesvo ont été menées pour

caractériser une potentielle interaction avec la flore intestinale des animauxeflTahk

(1982) ont observé une modification de la population des bactéries aérobies chez le rat et le
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porc aprés I'administration intramusculaire de la toxine T-2. En revanche, de nombreuses
étudesin vitro ont été menées dans le but d'étudier la détoxification du DON par des
populations bactériennes intestinales spécifiques et de trouver ainsi de nouveaux COmposes
biologiques capables de lier ou de dégrader le DON dans le milieu intestinal chez diverses
espéeces animales (Kollarczi al., 1994; Erikseet al., 2002; Heet al., 1992; Niderkormet

al., 2006; Young et al., 2007).

3.6. Immunotoxicité

La toxicité du DON envers le systéme immunitaire a fait I'objet de nombreuses revues
scientifiques (Rotteet al., 1996; Pestkat al., 2004; Pestka, 2008). Ce paragraphe présente
ici un résumé des difféerents effets observés concernant les propriétés immunotoxiques du
DON.

3.6.1. Effets paradoxaux du DON sur les fonctions immunitaires

En fonction de la dose administrée et de la durée d’exposition, le DON présente des effets
stimulateurs ou dépresseurs sur le systeme immunitaire. De fortes doses de DON vont
provoquer une déplétion des globules blancs circulant, la réduction du taux d’'IgM et IgG
dans le sérum, la diminution de la résistance aux pathogénes et I'inhibition de la réponse
antigénique (Pestka et Smolinski, 2005). L'effet immunosuppresseur du DON sur les
fonctions des leucocytes a été caractérisé comme étant le résultat de I'induction de I'apoptose
des cellules, phénoméne mis en évidence apres utilisation de différentes doses de DON, a la
fois in vivo (Zhouet al., 2000; Islanet al., 2003) etn vitro pour les macrophages (Yarg
al., 2000; Zhou et al., 2003) et les lymphocytes B et T (Pestka et al., 1994).

En revanche, de faibles doses de DON vont entrainer des effets immunostimulateurs
telles qu'une élévation de la concentration en immunoglobulines A (IgA) plasmatiques, ainsi
gu'une augmentation rapide et transitoire de I'expression de plusieurs génes lies a
immunité, comme les cytokines pro-inflammatoires IR-1L-2, IL-4, IL-5, IL-6 (Ouyang
et al., 1996; Wongt al., 1998; Sugita-Konishi et Pestka, 2001; Kireteal., 2004), le géne
de la cyclooxygénase-2, COX-2 (Moon et Pestka, 2002), ou encore des chémokines MIP-2
(Macrophage Inflammatory Protein) et IL-8 (Sugita-Konishi et Pestka, 2001; &tiaah,

2006; Gray et Pestka, 2007). De plus, ces effets peuvent étre exacerbés par une exposition
concomitante avec un agent inflammatoire tel que les lipopolysaccharides (LPS) bactériens,
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lors de travauxn vitro (Wonget al., 1998; Sugita-Konishi et Pestka, 2001; Chanhgl.,
2003; Mbandi et Pestka, 2006) et in vivo (Zlebval., 2000; Islam et al., 2002).

3.6.2. Cas particulier des IgA

L’augmentation de la concentration sérique en IgA a été décrite dans de nombreuses
études suite a une exposition au DON chez les animaux de laboratoire, comme chez d’autres
especes animales (Pestka, 2003). Par conséquent, les IgA sériques sont généralement utilisées
comme marqueur biologique d’une intoxication au DON. Les conséquences de cette
élévation font apparaitre des symptdmes semblables a ceux d’'une glomérulonéphropathie
humaine a dépd6t d’IgA (maladie de Berger). L’augmentation de la concentration en IgA est
la conséquence de la libération de cytokine IL-6 par les lymphocytes T et les macrophages,
induite par le DON (Pestkat al., 2004). Ce phénomene est également observé chez des

animaux d’élevage, comme les porcs (Pinton et al., 2008).

3.6.3. Mécanismes moléculaires

Comme la plupart des trichothécenes, le DON a la capacité d'inhiber la synthése des
protéines en se fixant aux ribosomes. Ce phénoméne est connu sous le nom de « ribotoxic
stress response » (lordanetv al., 1997). Cette propriété des trichothécenes a été observée
pour la premiére fois par Ueno et Fukushima (1968). La puissance de cette activité dépend de
la nature des substitutions du trichothécene étudié et requiert la présence de la double liaison
en position G.jpet I'intégrité du cycle 12,13-époxyde. Le DON se fixe sur la sous unité 60S
des ribosomes eucaryotes et interfere avec I'activité de la peptidyltransférase, en inhibant le
processus d’élongation de la protéine (Ehrlich et Daigle, 1987). L'un des effets indirects de
ce phénomene est l'arrét de la synthése des acides nucléiques par le DON a des doses
supérieures a celles requises pour 'inhibition protéique.

Depuis quelques années, les mécanismes moléculaires expliquant I'induction des genes
inflammatoires par le DON ont fait I'objet de nombreuses études, récemment répertoriées
dans une revue bibliographique (Pestka, 2008). L'implication potentielle de tous ces
mécanismes dans la modulation de la réponse immunitaire par le DON a été démontrée sur

différents types cellulaires, sans qu’aucun de ces facteurs ne soit privilégié (Figure 2).
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Figure 2: Description des mécanismes moléculaires et des signaux de transduction

impliqués dans la toxicité induite par le DON (d’apreés Pestka et al. (2004)).
AP-1: Activator Protein-1; NkB: Nuclear factor kB; C/EBP: CAAT Enhancer-Binding
Protein; MAPKSs : Mitogen-Ativated Protein Kinases; JNK 1/2: c-Jun N-terminal Kinases; ERK

1/2: Extracellular Signal Regulated Protein Kinases; COX-2: cyclooxygenase-2.

Suivant les genes considérés, de nombreuses études ont montré que le DON a la capacité

de moduler I'activité des facteurs transcriptionnels ou post-transcriptionnels, notamment par :

(1) Les facteurs de transcription MB- (Nuclear Factor -B), AP-1 (Activator Protein-1) et
C/EBP (CAAT Enhancer-Binding Protein) dans les lymphocytes T EL-4 (Oustab,

1996) ainsi que dans les extraits nucléaires des modéles cellulaires de macrophages RAW
264.7 de souris (Wongt al., 2002) et de monocytes U937 humains (Gray et Pestka,
2007).

(2) L'augmentation de la stabilité des ARN messagers des protéines de linflammation
comme TNI& (Chunget al., 2003), COX-2 (Moon et Pestka, 2002) ou encore IL-6(Jia
al.,, 2006) chez les macrophages. Cet effet ne se retrouve cependant pas toujours,
notamment pour IL-8 dans les monocytes (Gray et Pestka, 2007).

(3) L'activation des MAPKs (Mitogen-Ativated Protein Kinases), tels ERK (Extracellular
Signal Regulated Protein Kinase), JNK1/2 (c-Jun N-terminal Kinase) et p38 MAPK
(Pestka, 2008). Ces MAPKSs jouent un réle dans divers processus tels que la croissance
cellulaire, la différenciation, I'apoptose et sont de trés importants transducteurs de la
réponse immunitaire.
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4. Effets biologiques et physiologiques du DON chez le porc

Le porc est I'espéce animale la plus sensible a la présence de DON dans son alimentation.
Dans le but de comprendre cette particularité, de nombreuses études ont été réalisées chez le
porc, la plupart sur les effets sur les performances de croissance, mais de nombreuses
guestions subsistent sur les modes d’action du DON chez ces animaux. Dans ce dernier
chapitre, les effets biologiques et physiologiques du DON chez le porc sont présentés sous
forme d’'une revue bibliographique. Les effets du DON sur les performances de croissance et
sur la reproduction des porcs sont tout d’abord présentés. Une synthese de I'impact du DON
sur 'ensemble de la réponse immunitaire est détaillée. Enfin, le métabolisme et la toxicologie

d’organe apres ingestion d’aliment contaminé en DON par les porcs sont abordés.

Cette revue, écrite en collaboration avec Michel Etienne, fait I'objet d’un chapitre

dans l'ouvrage « Mycotoxins in_Farm_Animals »édité par Isabelle Oswald et lonelia

Taranu, paru en 2008.
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Abstract

Deoxynivalenol (DON) decreases the feed intake
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DON™kg feed™) of pigs when the level exceeds 1
mg/kg feed, and only high doses of DON cause vomiting.
These consequences are related to the concentration
of DON in the diet, but they become lessened from the
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DON levels not greater than 4 mg/kg feed. DON has the
same effects on sows, although reproductive performances
do not seem to be affected, at least during one
reproduction cycle. Effects on haematological parameters
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and on some metabolite, hormone or enzyme levels in blood serum are
limited. Occasional changes in erythrocyte, leukocyte or platelet count,
haematocrit, or haemoglobin concentration have been found. In many
experiments, DON increases IgA concentrations in blood serum, generally
when DON levels exceed 1 mg/kg feed. Non-specific lymphocyte
proliferation capacity is sometimes increased. However, in some studies,
proliferation was reduced when pigs were challenged with some antigens.
Slight alterations of stomach and small intestinal mucosa are sometimes
observed. DON is absorbed rapidly and efficiently, readily distributed in
the body, and is poorly metabolized, i.e. detoxified, in pigs. This may
explain why pigs are more sensitive to DON than other domestic species.
DON is rapidly and almost completely eliminated within 24 h, and
therefore only traces of DON are still found in pig tissues after a 12-24 h
fast. As such, this mycotoxin is not a risk for human pork consumers.

Introduction

Deoxynivalenol (DON) belongs to the B group of trichothecenes. DON is
a product of the secondary metabolism of some strains of Fusarium
(F. graminearum, F. culmorum) whose development on cereals depends on
weather and is favoured by rain around flowering and by low temperatures.
Throughout the world, DON is one of the most common trichothecenes. It is
frequently found on cereals and their by-products: a survey showed that in 11
European countries, 57% of the 11,022 analyzed samples were contaminated
with DON (61% for wheat, 47% for barley, 89% for maize samples) at varied
levels, with 50 mg/kg as a maximum [1]. However, only 7% of these samples
had at least 0.75 mg DON/kg. This mycotoxin remains after disappearance of
the mould and withstands heat.

Cellular and molecular effects of trichothecenes were reviewed by Pestka
and Smolinski [2]. Trichothecenes bind to eukaryotic ribosomes and inhibit
protein synthesis. Other toxic mechanisms resulting from trichothecenes have
been suggested (impaired membrane function, altered intercellular
communication, deregulation of calcium homeostasis). Recent studies suggest
that early alterations in cell signalling, particularly at the level of mitogen
activated protein kinases (MAPKSs) are critical to trichothecene toxicity.
Possible intermediate signals between trichothecene mycotoxins and MAPK
activation might be the inhibition of double-stranded RNA-activated protein
kinase (PKR), the inhibition of haematopoietic cell kinase (Hck), and/or the
generation of reactive oxygen species.

Numerous cases of toxicity were described in pigs fed cereals
contaminated with Fusarium, especially in the United States [3,4,5,6], in
Canada [7,8], and Australia [9]. Symptoms were similar to those observed in
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men in analogous circumstances [10]. DON was first identified after the
observation of vomiting in pigs fed maize contaminated with Fusarium
graminearum. DON was the mycotoxin responsible for this effect, and was
originally called vomitoxin [11]. Swine are more sensitive to trichothecenes
than rats [12], poultry, and especially cattle which seem to be more tolerant
[13,14,15]. The zootechnical, biological and physiological effects of DON in
pigs will be considered in this paper.

1. Effects on feed intake

The most obvious effect of DON in pigs is the decrease of feed intake. In
both piglets and growing pigs, decreased feed intake is not observed for DON
levels below 1 mg/kg feed. For higher levels, the magnitude of the decrease is
related to the concentration of DON in the diet and for instance, piglets no
longer eat when their diet contains 12 mg DON/kg [16]. However, whatever
the contamination level, the decrease in feed intake is highly variable between
pigs fed the same diet, as well with a low [17,18] or a high DON concentration
[19,20]. In piglets, this effect usually persists during the whole experiment (3
to 8 weeks) for DON levels above 3 mg/kg feed [21,22,23], whereas a normal
intake tends to be recovered after 1 or 2 weeks for lower DON levels [23,24].
Similarly, a normal feed intake tends to be restored in growing-finishing pigs
after 1 week for DON concentrations lower than 4 mg/kg feed, [17,18,24,25],
whereas it remains decreased during the whole experimental period (6-12
weeks) for higher DON levels [19,26,27,28,29]. Feed intake is restored in
piglets after the change from a diet contaminated with DON to a non-
contaminated one [30].

Literature data related to the effects of the level of DON in the diet on feed
intake are compiled in Figure 1. They indicate a 4.3% decrease in feed intake
for each mg DON/kg diet increase. This value is similar for piglets and
growing-fattening pigs (4.6 and 4.0%, respectively), but the relationship
between DON concentration and feed intake decrease is closer for young
(R?=0.90) than for older pigs (R?=0.42). The difference may be explained by
the greater duration of experiments, and thus a more variable opportunity of
recovery of intake, in the older animals. Important decreases of feed intake
were however sometimes observed in growing pigs with DON concentrations
lower than 5 mg/kg diet [25]. Other mycotoxins than DON may have been
present in some naturally contaminated diets. Moreover, although methods for
DON determination in feeds have been improved, some inaccuracy remains
Unlike what “vomitoxin” suggests, there were very few trials in which DON
caused vomiting. In fact, vomiting was observed experimentally for very high
DON doses given to 9-15 kg piglets only: for an intake of at least 50 ug
[31,32], 0.1 to 0.2 mg [26], or 0.3 mg DON/kg BW [33], or with a diet with 20
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Figure 1. Effects of DON levels in the diet (X) on feed intake of piglets and growing-
fattening pigs (). Based on the data obtained with less than 20 mg DON/kg feed by
[16,17,18,19,20,22,23,24,25,26,27,28,29,30,41,45,46,47,48,72,77].

mg DON/kg [16]. Chewing, grinding of teeth and increasing salivation was
observed within 3 min, and vomiting 7-22 min following the intravenous
injection of 0.25 mg DON/kg BW [34]. Coppock et al. [35] reported that
episodes of emesis occurred from 6-7 min and were followed by diarrhoea,
muscular weakness and tremors after injection of 0.5 mg DON/kg BW.

The effects of DON, and more generally of trichothecenes, on feed intake
and emesis in pigs seem to involve brain transmitters. In pigs fitted with an
intracerebral catheter, Prelusky et al. [36] showed that *C DON appears very
rapidly in the cerebral spinal fluid (CSF), less than 2.5 min after intragastric
infusion. Compared to sheep, the toxin peak level was delayed and maintained
longer, and about 2.5 time more DON crossed the blood-CSF barrier in pigs.
The slower rate of diffusion of DON in pigs may be related to its extended
distribution in pig tissues whereas in sheep, the toxin is confined essentially to
the extracellular compartment. This could explain the greater sensitivity of
pigs to DON. A direct effect of DON on brain transmitters was considered.
However, it was shown in vitro on membranes homogenates from different
brain regions that DON as well as trichothecenes from the A group (T2 toxin,
diacetoxyscirpenol) have a 10°® to 10° weaker affinity for serotoninergic
receptors than ligands that have a high affinity [37].The pharmological effects
of DON would then not be mediated by its functional interaction with
serotoninergic receptors.

The main brain transmitters were measured in 5 brain regions after pigs
were euthanatized at different times following an intravenous injection of 0.25
mg DON/kg BW [34]. The results depend on the transmitter, the time
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following injection, and the brain region. The authors suggest that the
neurological effects observed might not be related to the anorexic activity of
DON, but to other toxicological events related to acute DON exposure, such as
vomiting. Repeated intravenous or intragastric administration of sub-acute
DON doses that did not cause vomiting induced important variations of
catecholamines and their metabolites in CSF [38]. A rapid and sustained
increase in 5-hydroxyindolacetic acid, a metabolite of serotonin, and a delayed
increase in homovanillyl alcohol, a metabolite of dopamine, were observed
after intragastric administration of DON. Homovanillic acid concentration
decreased after intravenous dosing, demonstrating alterations in dopaminergic
activity. Swamy et al. [39] also reported altered neurotransmitter concentrations
in some parts of the brains of piglets fed a diet contaminated with DON and
fusaric acid during 3 weeks: increase of cortex serotonin, decrease of norepinephrine
in hypothalamus and of dopamine and homovanillic acid in pons. The possible
role of tryptophan, which is a precursor of serotonin, has been considered in
these changes [38,40]. Indeed, due to its inhibitory effect on protein synthesis,
DON would increase aminoacidemia, and thus augment blood tryptophan
levels. Tryptophan uptake in the brain and in turn serotonin synthesis would
then be increased. However, Prelusky [41] did not find changes in peripherical
blood plasma levels of serotonin, 5-hydroxyindolacetic acid or tryptophan
during the 8 h following the intravenous or intragastric infusion of low or high
DON doses in pigs. No peripherical effect of DON could then account for the
increased serotoninergic activity associated with decreased feed intake or
emesis. Prelusky and Trenholm [33] showed in vivo that some specific
serotonin receptor antagonists can efficiently prevent DON-induced emesis in
pigs. Some anticholinergic compounds were also efficient, but they seemed to
act directly at the emetic centre and prevented vomiting whatever the cause.
More recently, in vitro experiments suggest that at low doses, decreased
feed intake seems to be attributable to the stimulation of the synthesis of pro-
inflammatory cytokines under practical conditions, as IL-6 is known to induce
anorexia, whilst at higher concentrations, vomiting is triggered by the
interaction of DON with serotonergic and dopaminergic receptors [42].

2 . Effects on growth performance

As a consequence of decreased feed intake, DON alters the growth rate of
pigs. This effect is related to the level of DON and like feed intake, it is
reduced from the 2" week for diets with less than 4 mg DON/kg [17,25,28]. A
normal growth rate can even be recovered for levels of 2.3 to 3 mg DON/kg
feed [24,43], whereas it remains decreased until slaughter at higher
concentrations [18,10,25,28]. In a literature survey, Dersjant-Li et al. [44]
concluded that during the first week of feeding a naturally contaminated diet,
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the growth rate decreased by 5% with 0.6 mg DON/kg feed, and the marginal
reduction of growth rate was 8.5% for each mg of DON/Kg increase. A pair-
fed group in which pigs are fed the same amount of the control diet than that
eaten by the pigs of the contaminated group was sometimes included in trials.
In most cases, the effects on growth rate were similar for these two groups
[22,27,29,45,46]. Moreover, feed intake and growth rate of pigs were
improved when energy and protein concentrations in the contaminated diets
were increased [27]. The effects of DON on the growth rate of pigs results then
from lower feed intake, and not from an alteration of their metabolism. Some
reports however contradict this conclusion. According to Rotter et al. [43], the
growth rate of the pair-fed pigs was lower than that of pigs fed a diet that
contained 3 mg DON/Kg. Prelusky [47] showed that for a similar reduction of
their feed intake, the growth rate was decreased to a lesser extent when the
same DON dose was administrated to pigs via an intraperitoneal infusion than
via the feed, particularly for the high DON doses. Otherwise, according to
Cote et al. [21], castrated males had a lower growth rate than females fed the
same contaminated diet, whereas Friend et al. [19] did not find any significant
difference between barrows and female pigs.

Calculations from the literature data obtained with DON levels not
exceeding 20 mg/kg in feed show that the growth rate of pigs was reduced by
about 7% for each mg DON/kg increase in the diet (Figure 2). The slope of the
relationship is slightly greater for growing-finishing pigs than for piglets (7.7
vs. 6.7%) and, very likely for the same reasons than for feed intake, the
relationship is closer for piglets than for older pigs (R? = 0.85 vs. 0.44).

150

® Piglets

100 o Growing pigs —

50 -

ADG, % of controls

Y =-7,14 X+ 97,47
50 R?=0,55

-100

0 5 10 15 20
DON, mg/kg feed

Figure 2. Effects of DON levels in the diet (X) on average daily gain of piglets and
growing-fattening pigs (). Based on the data obtained with less than 20 mg DON/kg
feed by [16,17,18,19,20,22,23,24,25,27,28,29,30,45,46,47,48,49,72,77].
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Some experiments suggest that for a given DON intake, consequences are
greater when a naturally contaminated diet is used than when purified DON is
added [19,25,26]. For instance, Trenholm et al. [48] reported differences of 18
and 23% in feed intake and growth rate between the two forms, respectively.
With a feed containing 3 mg DON/kg, the growth rate remained decreased
during 32 days when the feed was naturally contaminated, whereas the growth
rate returned to that of the controls after the 1% week when purified DON was
used [49]. In their literature review, Dersjant-Li et al. [44] calculated that a diet
with 1.8 mg purified DON/Kkg led to the same 5% growth rate decrease than a
naturally contaminated diet with 0.6 mg DON/Kkg, but the marginal growth rate
reduction was similar for the two DON origins (8% and 8.5%.mg DON.kg
feed™ for the purified and natural forms, respectively). It is often assumed that
the difference could be due to the presence of some chemicals or other
mycotoxins in the naturally contaminated diet, even if they are not detected.
The difference could also be attributed to an underestimation of the DON level
in the naturally contaminated diet due to the complexity of the matrix in which
the toxin is measured, or to differences in rapidity and extent of digestive
absorption between the two sources.

According to Dersjant-Li et al. [44], a decreased feed efficiency also
contributes to the lower growth rate of pigs ingesting DON. In fact, feed
efficiency was not altered in studies in which diets with less than 4 [23,30,50],
4.7 [51], or 6.5 mg DON/kg [46] were fed. Rotter et al. [43] even concluded
that feed efficiency tended to be improved linearly when DON levels in feed
increased from 0 to 2.85 mg/kg. Under these conditions, DON would have the
same effect on efficiency than a moderate feed restriction. Conversely, Bergsjg
et al. [18,28] found a decreased feed efficiency during the whole fattening
period (25 to 100 kg BW) when the diet contained 3.5 and 4 mg DON/Kg.
According to He et al. [45], feed efficiency was decreased by 45% in piglets
fed a diet containing 5 mg DON/Kkg, but this value was obtained during a
period that was too short to be significant.

Nitrogen retention did not differ between growing pigs fed naturally
contaminated diets with 3.7 [52] or 5.3 mg DON/kg [20] and those fed a safe
diet. Increased nitrogen retention was even measured in pigs fed a diet with 6.5
mg DON/kg. However, the inhibitory effect of DON on protein synthesis shown
in mice and laying hens has also been evidenced in pig kidney, spleen and
ileum, but not in other organs like liver, duodenum or jejunum or in muscle [53].

3. Effects on pig reproduction

Few studies have investigated the effects of DON on pig reproduction.
After feeding a diet with 4 mg DON/Kkg to young pigs during 7 weeks, the
diameter of the seminiferous tubules and the spermatogenesis score of the
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boars and the number of antral follicles in the ovaries of the females did not
reveal any significant effect on their sexual maturation [19]. Five experiments
were done on reproductive primiparous sows: from mating to 52 days of
gestation [54], between 91 days of gestation and farrowing [55], and during a
whole gestation-lactation cycle [50,56,57]. The consequences of DON on feed
intake depended on the feeding level. During pregnancy, no difference was
shown for DON levels up to 6.2 mg/kg diet in restricted sows (2 to 2.8 kg/day)
[50,55,56,57], but compared to controls fed a non contaminated diet, feed
intake was reduced if sows were fed ad libitum a diet with 3.5 mg DON/kg
[54]. Similarly, feed intake of lactating sows restrictively fed in comparison
with their requirements was not affected by DON [50,56], whereas it was
reduced by 21% in comparison with ad libitum controls when the diet
contained 2 mg DON/Kkg [57]. The variability between animals was high: in the
experiments of Friend et al. [56] and Etienne et al. [57], some sows did not eat
at all during several days and were discarded, whereas the remaining sows
were much less affected.

The consequences of DON on sow body reserves depend on its effect on
appetite: the weight gain during pregnancy was reduced [54] and the weight
loss during lactation was increased [57] when DON decreased feed intake,
whereas these criteria were not affected in other studies where appetite was not
affected.

Apart from the report by Friend et al. [54] in which 3.5 mg DON/kg feed
tended to reduce the weight and length of 52-day-old foetuses, the number and
weight of piglets at birth, their survival rate, and their growth rate until
weaning were not affected by feeding a diet contaminated with DON to their
dams. According to Diaz-Llano and Smith [55], the number of live piglets per
litter was not affected in sows fed a diet with 5.7 mg DON/kg during the two
last weeks of pregnancy, but the number of stillborn piglets was increased.
However, this result needs to be confirmed with a greater number of sows.
Finally, only traces of DON were recovered in the milk of sows fed a
contaminated diet [56,57].

4. Effects on haematology and blood chemical

measurements

The effects of DON intake on most haematological measurements and on
metabolite, hormone and enzyme blood levels in pigs are rather limited and
sometimes contradictory. Consequently, no blood parameter can be used as an
indicator of DON levels occurrence in feed. Haematology of piglets fed diets
with 0.28 to 45 mg DON/kg during 3 to 6 weeks was not affected
[29,43,58,59,60]. However, occasional changes in the number of erythrocytes
and of platelets, in hematocrit [49], and an increased number of leucocytes
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compared to pair fed controls [43] were observed with 3 mg DON/kg feed.
Lun et al. [22] reported decreased haemoglobin levels and hematocrit in pigs
fed a diet with 10.5 mg DON/kg, but the same effects were noticed in pair-fed
pigs on the non contaminated diet. For a 4.6 mg DON/kg concentration, a
significant reduction of mean corpuscular volume and of mean corpuscular
haemoglobin was found [61].

Blood urea and creatinine were not affected by DON levels between 0.28
and 19 mg/kg of feed [22,27,48,49,52,58,59,60]. However, serum protein and
albumin were decreased in pigs fed a diet with 3.5 mg DON/kg between 21
and 101 kg [18]. For similar doses, serum protein and y-globulin [43,49] and -
globulin [29] were reduced. According to Rotter et al. [29] and Eriksen and
Pettersson [15], these changes could be related to a decrease in protein
synthesis induced by DON. A decreased glycaemia was found by Coppock et
al. [35]. Lower calcium and phosphorus levels and higher chloride
concentrations in serum were reported by Swamy et al. [61], but in other
experiments, DON did not significantly affect ion levels [49,55,60]. The
activity of several liver enzymes was not changed with feeds containing levels
of DON up to 4 mg/kg were fed [22,49,52,55,59,60].

5. Immunological effects

Immunotoxic effects of DON have been extensively investigated in
rodents [62]. This mycotoxin can be either immunosuppressive or
immunostimulatory depending on the dose and the length of exposure [62].
Studies concerning pigs are much less numerous and mainly concern the
production of IgA.

5.1. Effects of DON on the innate immune response

The innate immune response involves both immune cells (macrophages,
neutrophils, dendritic cells) and non-immune cells such as epithelial cells. Due
to their localisation, these latter cells constitute one of the first defence lines of
the body [63]. In pigs, in vitro and ex vivo data suggest that DON decreases
the barrier function of intestinal epithelial cells with a concomitant increase of
bacterial translocation [64]. Very few studies have investigated the effect of
DON on porcine phagocytes. Animals fed for 4 weeks with low doses of DON
(up to 840 pg/kg feed) showed no variation in the number of circulating
neutrophils [60] but when higher concentration were used (3000 ug/kg feed, 4
weeks) an increase of circulating neutrophils was observed [43]. In vitro
exposure of porcine neutrophils to DON led to a decreased oxidative burst as
measured by chemiluminescence [65] and a decreased production of IL-8 [66].
By contrast, the random migration of porcine neutrophils was not affected by
in vitro treatment with DON [65].
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5.2. Effect of DON on serum immunoglobulin concentration

In pigs as in mice, one of the most pronounced effects of DON is an
elevation of total immunoglobulin A (IgA) in the serum [62,67]. Serum IgA
increased when piglets received feed contaminated with DON at 1 mg/kg [68],
1.4 to 2.9 mg/kg [30], 2.5 mg/kg [69], 3.9 mg/kg [23], 5.5 mg/kg [61], 5.7
mg/kg [70] or 6.2-6.8 mg/kg [46]. The same effects were observed with lower
contamination levels of 0.6 or 0.8 mg/kg feed [60,71]. A few studies have also
demonstrated that plasmatic IgA concentrations remained unchanged when
piglets were fed a diet contaminated with 0.84 mg/kg of DON for 4 weeks [30]
or with 4 mg/kg of DON for up to 12 weeks [28,52].

It should be noted that increased plasmatic IgA was only observed
when piglets were fed a contaminated diet (1.6 mg de DON/kg feed) during
the growing period but not during the finishing period. Moreover, this
effect disappeared when the animals returned to control uncontaminated
feed [72].

Parallel to an upregulation of IgA, purified DON caused a decrease in
serum concentration of IgM and IgG levels in mice [62]. In swine, few studies
have analyzed the effect of DON on the concentration of these subtypes of
immunoglobulin, and results are not consistent between experiments.

In mice, chronic exposure to feed contaminated with 25ug/kg DON also
enhances the specific IgA responses to intestinal and self antigens as well as
viral infectious disease ([62,73,74]. In swine a similar increase in specific IgA
was observed in pigs fed for 2 to 9 weeks with 2.5 mg DON/kg feed and
immunized with ovalbumin [69]. This elevation of specific IgA was not
associated with an increase in total specific antibody titer to any vaccine
antigen [43,51,70]. A decreased level of specific antigen has also been
observed after immunization with SRBC or tetanus toxoid [43,51].

5.3. Effect of DON on lymphocyte proliferation

In vitro treatment of pig lymphocytes with DON induced a dose dependant
decrease of lymphocyte proliferation [70,75]. The effect of dietary exposure of
pigs to DON is less clear and in most studies, no significant effect on mitogen-
induced lymphocyte proliferation was observed [23,30,43,51,60,69]. One
study indicated a decreased spontaneous and Con-A-induced proliferation in
peripheral blood lymphocytes. Goyarts et al. [70] described a decreased
proliferation of ConA stimulated peripheral blood lymphocytes from pigs
exposed for 4 weeks to 5.7 mgDON/kg contaminated feed. By contrast, Pinton
et al. [72] observed an increase of mitogen activities of lymphocytes in
growing pigs receiving naturally contaminated diet with 1.6 ppm DON after 5
weeks exposure, but this effect disappeared in the finishing period 6 weeks
later. @vernes et al. [51] also observed an increased proliferative response of
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porcine lymphocytes from pigs fed for 9 weeks a contaminated diet but this
effect was only seen with one out the three mitogens tested.

5.4. Effect of DON on cytokine synthesis

In pigs, there are very few reports concerning the effect of DON on
cytokine production, and no differences were detected in these studies
[23,30,60].

6. Effects of don on organs and tissues

After an acute dose (injection of 0.5 mg DON/kg BW), pancreatic acinar
and islet cell necrosis and mild lympholysis of the mesenteric lymph nodes
were observed [35]. But in most studies, oral doses of up to 6 mg/kg of DON
in feed [13,24,54,59], caused no changes in the weight or appearance of organs
(heart, liver, kidneys, spleen, bladder, adrenals, uterus) in pigs. This was even
found in sows fed a diet containing 6.2 [56] or 2 mg DON/kg [57] during a
whole reproductive cycle. By contrast, a greater relative weight of liver was
observed when the DON concentration in feed was increased from 2.9 to 8.8
mg/kg [18,20,48]. Similarly, an increased weight of kidneys was noted at DON
concentrations between 2.9 and 3.9 mg DON/kg [20,43,48]. In pigs fed a diet
contaminated with DON and zearalenone, Tiemann et al. [76] showed that
despite the absence of clinical signs, histopathological results provide evidence
of liver dysfunction which can impair the hepatic circulation. According to
Trenholm et al. [13], the relative stomach weight increased between 0 and 5
mg DON/kg feed. When a diet containing 3 mg DON/kg was fed to piglets
during 4 weeks, the thyroid weight was decreased, the blood level of the
thyroid hormone T, was increased, whereas that of T; remained unchanged
[43]. This result may be connected with the observation that pigs fed a diet
contaminated with DON had a lower skin temperature [43,49].

Examination of the digestive tract has been mostly done owing to the
effects of trichothecenes on gross pathology and histology. Reddening of
mucosa of the stomach fundus and of the small intestine, and mild to moderate
enlargement and edema of the mesenteric lymph nodes was described in
piglets fed a diet with 0.7 to 5.8 mg DON/kg [21]. Histology showed vascular
congestion of stomach and intestinal mucosa, erosion of the squamous part of
the stomach, mild degeneration of epithelial cells of the fundic mucosa, and
mild to moderate lymphoid degeneration and necrosis of the lymphoid
elements in Peyer’s patches of the intestine and bronchial and mesenteric
lymph nodes accompanied by mild lymphoid depletion. However, in general,
the consequences were rather limited for DON feed levels from 0.6 to 19
mg/kg: mucosa discoloration in the cardiac area of the stomach [17,77], more
corrugated appearance of the oesophageal and fundic areas of the stomach with
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folding increasing as a function of dietary DON [13,29,43,48,78], thickening
and keratinisation [13] or thinning and erosion of the stomach mucosa [48]. In
some trials, no change in the stomach appearance was found with diets
containing up to 4.7 mg DON/kg fed during an extended periods [51,54].
Paradoxically, some stomach areas sometimes appeared even less inflamed and
healthier with the contaminated diet than with the control diet [19,48,78].

7. Transfer of DON in pig tissues

7.1. Absorption

A great proportion of DON is absorbed in pigs. Based on 5-day
digestibility measurements on pigs that ingested about 0.10 mg DON/kg BW,
Friend et al. [19] recovered at least 67% of the toxin plus non-toxic de-epoxy
DON (DOM1) in urine. A similar value (68%) was obtained by Prelusky et al.
[79] after intragastric infusion of **C labelled DON. Coppock et al. [35] found
lower and more variable values (28 and 57%) depending on the rate of urine
excretion in pigs injected with 0.5 mg DON/kg BW. According to their results,
DON is secreted and reabsorbed in the renal tubules, and the authors suggest
that decreased water intake of pigs ingesting DON would contribute to its
toxicity. Intestinal absorption of DON is rapid: it appeared in blood 2.5 min
after its intragastric infusion [36]. Plasma peak concentrations of DON were
reached after 15-30 min, and levels remained elevated for approximately 9 h
[79]. According to Danicke et al. [80], the peak level of DON in plasma was
reached 4.1 h after ingestion of a diet containing 4.2 mg DON/Kg.

7.2. Metabolism

DON is almost not metabolized in pigs: more than 95% of the labelled
DON injected to pigs was excreted without being transformed and less than
5% was found as DOM1 [79]. According to Friend et al. [20], 8% of the ingested
DON was excreted as DOML in urine and faeces, and the remainder was not
modified. The proportion of DOML1 in urine rises as the concentration of DON
in feed increases, but the maximum reached was 4% only for a level of 3.7 mg
DON/kg [52]. DOML1 was found in urine, not in bile [81]. COté et al [82]
showed that when DON is incubated with pig liver microsomes, it does not disappear
and no glucuronide conjugate is formed. DON is then neither bioactivated to a
more toxic intermediate nor oxidized to a less toxic product in liver.

Coppock et al. [35] concluded that the disappearance of DON from plasma
can be described with a one-compartment model, with 2.08 to 3.65 hours as
half-life. Prelusky et al. [36,79] found that the elimination of radioactivity
from plasma after the intravenous injection of labelled DON is best described
by a three-compartment open model with a very rapid early distribution phase
(half-life 5.8 or 5.2 min), followed by a slower distribution phase (half-life 97
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or 66 min), and a prolonged elimination phase (half-life 510 or 251 min). The
plasma clearance was 1.81 mL/min [79]. The apparent volume of distribution
was about 1.3 L/kg: 1.24 to 1.46 L/kg [35], 1.13 L/kg [79], and 1.34 L/kg [36].
It was much higher than the volume of the extra-cellular liquid (about 0.17
L/kg). These data show that in pigs, DON is rapidly and efficiently absorbed,
extensively distributed throughout the body, and poorly metabolized, i.e.
detoxified [79]. This explains why pigs are so sensitive to DON, compared to
other more tolerant species which absorb DON very poorly and/or metabolize
DON extensively and rapidly.

Evolution of DON content in tissues and organs was studied in pigs
weighing about 20 kg that were given a single intravenous dose of 1 mg
DON/kg BW [83]. The pigs were sacrificed at 20 min, 1, 3, 8 or 24 h post
injection. DON was measured in all tissues at 20 min and maximal
concentrations were found at 20 min and 1 h, except in plasma and liver where
peaks were very likely reached earlier. The higher levels (1 to 2 pg/g fresh
tissue) were found in blood plasma, kidneys and liver as well as in urine and
bile, surely because of the role of these organs in the elimination of
xenobiotics. Slightly lower DON concentrations were measured in fat, lymph,
lungs and adrenals, whereas levels in spleen, testes, brain, heart, muscle, skin,
intestine and pancreas were much lower (20 to 165 ng/g). The relatively high
concentrations reached in backfat and abdominal fat were unexpected because
the physical characteristics of DON would not indicate an affinity to fat.
Approximately 1/5 of the residues found in main organs were in fat, but this
represented only 4% of the infused dose (35-45 pg/kg). Residues are thus not
extensively accumulated in tissues, and the great volume of distribution of the
toxin would be related to its large partition in the body and to a rapid but
limited and temporary sequestration in some tissues [83,84].

7.3. Excretion and residues

Absorbed DON is mainly eliminated in urine. According to Prelusky et al.
[79], 93.6% of the radiolabelled DON injected intravenously was recovered in
urine and 3.5% in bile, which shows that some toxin did undergo hepatic
excretion. Only trace levels were detected in faeces. Following its intragastric
administration, 68% of DON was recovered in urine and 2% in bile, and much
of the rest was found in faeces (20%). Peak elimination periods after dosing
were observed from 1 to 3 hours and from 1 to 4 hours for urine and bile,
respectively. DOM1 appeared in increasing proportions in the digestive
contents from the distal small intestine and reached about 80% of the sum of
DON and DOML in faeces collected from rectum [80]. It was concluded that
de-epoxydation of DON, which primarily occurs in the hindgut, probably does
not contribute much to detoxification in the pig.
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Table 1. Main effects of DON in swine.
Criteria Observations DON level (mg/kg feed)
Feed intake decrease if >1 mg/kg
-41t0-5% .mg DON? kg™
Growth rate decrease if >1 mg/kg
- 7 %.mg DON kg™
Feed efficiency no effect, even improvement < 3 mg/kg
no effect or decrease > 3 mg/kg
Nitrogen retention | no effect 3.7 et 5.3 mg/kg
improvement 6.5 mg/kg
Reproduction no effect on sexual development 4 mg/kg
N feed intake 2 and 3.5 mg/kg

N body reserves of sows
no effect on piglet birth weight

if feed intake reduced
from 2 to 6.2 mg/kg

occasional effects for other parameters:

Zor N of IgG

7 or no effect on lymphocyte
proliferation

Sometimes after vaccination or
immune challenge:

7 anti-ovalbumin IgA and 1gG

N antibodies against SRBC or
tetanus toxoid

N specific lymphocyte proliferation

no effect on number piglets born alive from 2 to 6.2 mg/kg
2 number stillborn ?? 5.7 mg/kg
traces of DON in milk 2,3.8,6.2mg/kg
Blood parameters | limited and inconsistent effects:
N of leucocytes 3 mg/kg
N of haemoglobin 10.5 mg/kg
N protein, albumin, globulin 3.5 mg/kg
T4 3 mg/kg
Immune function | 7 of total IgA between 1.4 and 6.6 mg/kg

5.5 and 2.5 or 1.6 mg/kg
1.6 to 3.9 mg/kg or 2.9 and
5 mg/kg

2.5 mg/kg
3 mg/kg or 1.8 and 4.7 mg/kg

2.5, 1.8, and 4.7 mg/kg

Effects on organs
and tissues

non systematic effects

necrosis of pancreas, lymph nodes

7 relative weight of liver

7 relative weight of kidneys
morphology of stomach (many studies)

0.5 mg/kg BW i.v.
between 2.9 and 8.7 mg/kg
between 2.9 and 3.9 mg/kg
0.6 to 19 mg/kg

If a rapid extensive distribution of DON in tissues and body fluids does
occur in swine, the effect is very transient, and DON is rapidly and almost
completely eliminated within 24 hours [79,83]. Half of the amount of the
mycotoxin was eliminated within 5.8 hours in fattening pigs fed a diet
naturally contaminated that contained 4.2 mg DON/kg [80]. Kidney was the
only tissue that contained detectable amounts of the toxin 24 hours after the
injection of 0.5 g DON/kg BW [35]. According to Prelusky and Trenholm
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[83], only traces of DON were found in liver, kidneys and fat 24 hours after
injection of 1 mg of the toxin /kg BW.

When pigs consume contaminated feed until slaughter, only traces of DON
are measured: C6té et al. [21] detected DON inconsistently in stomach and
colon contents, urine and plasma of piglets fed a diet containing 5.8 mg
DON/kg, and only traces (< 50 ppb) were found in liver, kidneys, muscle,
pancreas, stomach wall and lymph nodes. In pigs fed diets containing from 6 to
7.6 mg DON/kg during 3 to 7 weeks , only 13% of the tissues and organs
sampled contained more than 10 ng toxin/g of wet tissue [84]. At lower doses
(2.7 mg DON/kg feed), Pollmann et al. [24] also detected only traces of DON
in liver, kidneys, spleen and heart of piglets. When a feed containing 2.2 mg
DON was fed during 6 weeks to growing pigs, DON was not detected in liver,
kidneys, heart, lungs or stomach if they were starved 12 to 15 h before
slaughter [24].

Conclusion

The particularities of DON metabolism in swine explain why this species
is more susceptible to DON than other domestic animals: DON is rapidly and
efficiently absorbed, extensively distributed in tissues and body fluids, and
poorly metabolized. However, despite their large distribution, DON residues
are eliminated quickly and only negligible amounts are detected in some
organs and tissues 12 to 24 h after the last meal, i.e. in usual conditions of pig
slaughter. The risks of contamination for humans through eating pork or other
pig products are therefore almost nil. The main consequences of the ingestion
of DON by pigs are then related to their poorer performance which is
connected to reduce feed intake when feed contains more than 1 mg DON/kg
(Table 1). In the case of high contamination levels, possible interactions of
DON with immune function deserve to be studied in pigs during an infectious
challenge.
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OBJECTIF DE LA THESE :

Pour les animaux de rente tels que les porcs, la part importante de céréales dans leur
alimentation fait que ces animaux sont particulierement exposés aux mycotoxines. La
réduction de la formation de moisissures avant et/ou aprés les récoltes par de bonnes
pratigues agricoles est certes le meilleur moyen de prévenir le risque de production de
mycotoxines, mais récolter et stocker les grains dans des conditions favorables n’est pas
toujours possible, et la mise en place de mesures de prévention peut parfois se révéler
insuffisante. De plus, beaucoup de mycotoxines sont des composés tres stables durant le
stockage mais également au cours des traitements technologiques de préparation des
aliments. Les mycotoxines restent donc présentes dans l'aliment « fini », méme apres la
disparition des moisissures (CAST, 2003). L'utilisation de céréales contaminées par des
fusariotoxines tel que le DON constitue donc un véritable risque pour la santé animale (Fink-
Gremmels, 1999).

L'Aflatoxine B1 est actuellement la seule mycotoxine réglementée pour l'alimentation
animale dans I'Union Européenne (Tableau 1). La commission européenne a émis réecemment
des recommandations sur les teneurs maximales d'autres mycotoxines dont le DON dans les
aliments pour animaux, sans que celles-ci ne soient imposées. Parmi les problemes liés a
I'établissement des réglementations, I'absence de données toxicologiques est régulierement
avancee et il semble par conséquent indispensable de pouvoir caractériser et comprendre les
mécanismes d’action de ces toxines, afin d’anticiper leurs effets chez les animaux.

Parmi les espéces domestiques, le porc est reconnu comme l'espéece la plus sensible au
DON. La toxicité aigué de cette mycotoxine lui a valu le nom de « vomitoxine », en raison
des refus alimentaires et vomissements observés chez les porcs aprés lingestion de
concentrations élevées de DON (Vesoneéeral., 1973). Cet effet spectaculaire reste
néanmoins exceptionnel mais I'absorption prolongée d’aliments contenant des doses faibles
ou moyennes de DON entraine tout de méme des baisses de performances voire un
affaiblissement physiologique général des animaux (Retteal., 1996). Cette toxicité
chronique se manifeste majoritairement par une diminution de la consommation alimentaire,
du gain de poids, de la reproduction et affecte le systeme immunitaire des porcs au niveau
systémique (Etienne et Wache, 2008). Cependant, peu d'informations sont encore disponibles
sur les effets d'une ingestion chronique de faibles concentrations de DON, en particulier sur

la réponse immunitaire cellulaire, sur la flore bactérienne intestinale, sur la sensibilité des
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animaux aux infections et sur une excrétion potentielle d’agents zoonotiques lors d’un
portage asymptomatique.

Comme cela a été mis en évidence pour d’autres mycotoxines, les effets du DON sur le
systeme immunitaire peuvent apparaitre a des concentrations inférieures au seuil de toxicité
aigué (Oswald et Comera, 1998). De plus, il a été démontré chez différentes espéces
animales, que le DON a la particularité d’avoir des effets stimulateurs ou inhibiteurs sur
certaines composantes du systéme immunitaire selon la dose et la durée d’exposition a la
toxine (Pestka, 2008). Chez le porc, cette toxine augmente la concentration sérique en IgA et
stimule la prolifération des lymphocytes T aprés stimulaitionitro par un agent mitogene
(Pintonet al., 2004). Cependant, trés peu de travaux ont été réalisés afin de comparer et de
comprendre les mécanismes d’action du DON sur les cellules principales du systeme
immunitaire inné du porc, notamment les neutrophiles et les macrophages.

Les mycotoxines ont déja été incriminées comme agents aggravants de I'excrétion de
salmonelles, mais jusqu'’ici, aucune démonstration scientifique n’a réellement permis
d’accréditer cette hypothése. Cependant, des études effectuées a 'INRA de Toulouse ont
montré que l'ingestion d'une autre fusariotoxine, la fumonisine B1, augmentait la sensibilité
des porcelets a l'infection colibacillaire et altérait la fonction de barriere de I'épithélium
intestinal en diminuant la réponse immunitaire locale (Oswéldl., 2003; Bouhett al.,

2006). Dans I'hypothese d'une action sur le développement bactérien, le DON pourrait
influer sur I'équilibre de la flore intestinale des porcs et ainsi entrainer une augmentation de
la prévalence des troubles digestifs. Sachant qu’une microflore intestinale perturbée favorise
la prolifération de pathogénes dans le tube digestif, I'ingestion d’aliments contaminés en
DON pourrait entrainer ainsi une sensibilisation accrue des animaux a des agents pathogenes,
telles que les salmonelles.

Dans les pays industrialisé§almonella enterica est I'un des principaux agents
pathogenes de contamination des élevages de porcs, et se manifeste majoritairement par un
portage asymptomatique de la bactérie (Bogeral., 2008). Un déséquilibre de la flore
digestive des porcs reste a priori un des principaux facteurs de risque pour la prolifération
digestive et I'excrétion des salmonelles. Par ailleurs, les opérateurs de la filiere porcine
observent chez les animaux une augmentation inquiétante de troubles digestifs chroniques
lies a des déséquilibres de leur flore intestinale, mais aussi aux restrictions apportées a
l'utilisation d’antibiotiques ou de facteurs de croissance qui €étaient utilisés, entre autre,

comme régulateurs de la flore intestinale.
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Dans ce contexte, I'objectif général de la these est de déterminer et de comprendre
les effets et les mécanismes d’action du DON, par une démarche associant I'étirde
vitro des effets toxiques du DON sur différents types de cellules phagocytaires de la
réponse immunitaire, et une approchan vivo des effets chroniques de la toxine sur la

flore microbienne intestinale et la sensibilité & un agent pathogéene.

La premiere partie de notre travail a étanalyser in vitro les effets du DON sur les
cellules phagocytaires de la réponse immunitaire du porc, aprés stimulation par un
agent pathogéne Cette étude a été réalisée au sein de l'unité de Pharmacologie de I'INRA
de Toulouse, en collaboration avec des équipes de recherches extérieures. Dans une approche
expérimentale, nous avons tout d’abord étudié les effets du DON sur I'expression de certains
récepteurs membranaires des macrophages, récepteurs impliqués dans lactivation et la
coopération cellulaire de la réponse immunitaire non spécifique. Grace a une technique
d’isolement mise au point au laboratoire, nous avons ensuite étudié les effets du DON sur les
principales fonctions des neutrophiles porcins stimuiégitro par un composé mimant la
présence d'un agent pathogéne, le LPS. Pour cette étude originale, nous nous sommes
intéressés plus particulierement au chimiotactisme des cellules, a leur capacité de
phagocytose et a I'expression de certaines cytokines. Aprés une évaluation des doses non
cytotoxiques de DON, les résultats obtenus nous ont ainsi permis de caractériser le mode
d’action du DON sur des fonctions encore non explorées de ces cellules phagocytaires, en
particulier des neutrophiles.

Dans le deuxieme volet de cette these, I'éindavo a été réalisée sur le site de TAFSSA
de Ploufragan. Elle a eu pour objectiévaluer I'impact du DON sur la flore microbienne
intestinale et sur la sensibilité des porcs a un portage asymptomatique 8almonella
enterica Typhimurium. Nous avons tout d’abord étudié les effets chroniques d'une
alimentation contaminée en DON sur I'équilibre de la flore intestinale des porcs, en utilisant
un outil de biologie moléculaire nous permettant d’évaluer la flore bactérienne dans sa
totalité (bactéries cultivables et bactéries non cultivables). Une évaluation de la sensibilité
des animaux infectés artificiellement par des salmonelles a partir d'un modeéle de portage
asymptomatique validé au laboratoire de 'AFSSA — Ploufragan, a également été réalisée. En
paralléle et tout au long de ces études, une attention particuliéere a été apportée aux

parameétres zootechniques, sanitaires et immunitaires des animaux.
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CHAPITRE 1| :

EFFETS DUDON SUR LES CELLULES PHAGOCYTAIRES DU SYSTEME

IMMUNITAIRE NON SPECIFIQUE . ETUDE IN VITRO.
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CONTEXTE ET OBJECTIFS DE L'ETUDE

Depuis plus d'une vingtaine d’années, le DON est connu pour avoir des effets
immunotoxiques envers les cellules du systéme immunitaire. Cette propriété du DON est
expliquée en partie par sa capacité a inhiber la synthése des protéines, mais également par
son action modulatrice sur I'expression de médiateurs de l'inflammation et, par voie de
conséguence, sur la signalisation cellulaire. La caractérisation des effets du DON sur les
leucocytes ainsi que I'étude de ces mécanismes intracellulaires reste donc un point essentiel
de la lutte contre les toxicoses engendrées par cette toxine (Pestka, 2008).

Les leucocytes sont extrémement sensibles au DON. Chez diverses especes, les effets de
cette toxine ont été démontrés sur les fonctions de ces cellules telles que la capacité des
lymphocytes T et B a proliféerer en réponse a un agent mitogene, les propriétés de
phagocytose des macrophages et des monocytes circulant, I'activité anti-tumorale des
cellules Natural Killer et la libération de certains médiateurs protéiques de l'inflammation
comme les cytokines. De plus, le DON agit sur les cellules phagocytaires en amplifiant les
effets de certains agents pathogenes comme le LPS, de fagcon synergique, aggravant ainsi les
eventuelles Iésions tissulaires causées par la réaction inflammatoire (Pestka et Smolinski,
2005).

Depuis quelques années, des étudedtro etin vivo sur le mode d’action de cette toxine
au niveau moléculaire se sont multipliées, en particulier sur les cellules phagocytaires
mononuclées. Les résultats font apparaitre clairement que le DON module I'expression de
certains génes impliqués dans la coopération cellulaire et I'activation d'une réponse
coordonnée des cellules immunitaires par I'activation de divers mécanismes, tels que les
protéines de la voie de signalisation des MPAKS, les facteurs de transcription nucléaire NF-
kB, ainsi que la stabilisation des ARN messagers. @ésanismes ont cependant été
essentiellement démontrés pour I'Homme et la souris et trés peu d’informations sont
disponibles pour le porc.

Chez le porc, la description des effets du DON sur les cellules de I'immunité reste a ce
jour trés limitée. Les données de la littérature concernent essentiellement la capacité des
lymphocytes a proliférer en réponse a un agent mitogene, les mgsurasne démontrant
en général pas d'effets du DON suivant I'étude considérée (Rotabr 1994; Harvegt al.,

1996; Grosjeart al., 2003; Pintort al., 2004), alors que des étudesitro ont montré une

diminution de 50 % de la prolifération des lymphocytes sanguins exposés a 0,1 uM (0,03
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pg/ml) de DON apres stimulation mitogénique a la concavaline A (Gogtds, 2006b;
Tiemannet al.,, 2006). En ce qui concerne les cellules de l'inflammation, les quelques
observationsn vivo ne montrent pas d’effet notoire du DON sur le nombre de neutrophiles et
de monocytes circulant chez le porc (Roteral., 1994; Accenset al., 2006). A notre
connaissance, une seule étudevitro a montré un effet du DON sur les fonctions des
neutrophiles, ou les auteurs ont observé une diminution de la production de dérivés oxygénés
apres une exposition a 1 et 10 uM (0,3 et 3 ug/ml) de DON (Takagteaha 2005).

Les macrophages jouent également un réle central dans la défense immunitaire de
I'héte. Lors de leur activation, ces cellules surexpriment différents récepteurs au niveau de
leur membrane, considérés comme marqueurs de différenciation cellulaire. Ces recepteurs
sont impliqgués dans les différentes fonctions des macrophages (migration, adhésion,
signalisation cellulaire,...). Chez les rongeurs, de nombreuses études ont montré que le DON
affecte les macrophages, mais peu d'études sont disponibles concernant les effets du DON
sur les macrophages humains, notamment sur I'expression des récepteurs de surface. Par
ailleurs, un récent travaih vitro, mené sur un autre type cellulaire impliqué dans la réponse
immunitaire non spécifique, a montré que le DON pouvait perturber les fonctions et
'expression de récepteurs de surface des cellules dendritiques de porc (Behcok
2007).

Le DON est absorbé au niveau de lintestin des porcs et se retrouve rapidement dans
le plasma sanguin et les tissus des animaux lors d’'une ingestion chronique d'aliment
contaminé (Goyarts et Danicke, 2006), pouvant ainsi étre en contact direct avec les cellules
précitées. En absence de données bibliographiques chez le porc, il nous semblait primordial
de pouvoir caractériser les effets du DON sur ces types cellulaires. Ainsi, I'objectif de cette
premiere partie du travail expérimental a été d’étuidiarntro les effets de faibles doses de

DON sur deux populations de cellules phagocytaires, les macrophages et les neutrophiles.
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1. Effets du DON sur l'expression des marqueurs de surface des

macrophages humains :

Dans la premiére partie de cette étudevitro, nous nous sommes tout d’abord
intéressés aux effets du DON sur I'expression de récepteurs membranaires des macrophages.
En effet, quelques études ont montré que le DON affecte les fonctions des macrophages
humains, mais son effet sur I'expression des récepteurs de surfaces impliqués dans I'adhésion
et la signalisation cellulaire n’a jamais été étudié. En I'absence d’anticorps disponible pour le
porc, cette premiere étude a éte réalisée sur des macrophages humains. Cependant, ’lhomme
et le porc montrant un haut degré de similitude pour le systéme immunitaire, nos résultats
nous permettront de caractériser le mode d’action du DON sur des fonctions encore non
explorées des macrophages, et de transposer ultérieurement notre méthode sur des
macrophages porcins.

Des monocytes sanguins humains provenant de donneurs sains ont été isolés puis
différenciésin vitro en macrophages, aprés quatre jours d’incubation. Afin de tester I'effet du
DON sur ces macrophages, les cellules ont été exposées a différentes doses non-cytotoxiques
de DON (0 a 5 uM, soit 0,15 pg/ml), avant ou aprés stimulation avec de I'inteyféHeN-

y). Ensuite, I'expression de 9 récepteurs de surface (ou Clusters of differentiation, CD),
considérés comme des marqueurs de différenciation des macrophages (CD11c, CD13, CD14,
CD18, CD33, CD35, CD54, CD119 et HLA- DP/DQ/DR) a été analysée par cytométrie de
flux. L'activation des macrophages avec de I'lffNa montré une augmentation de
'expression de CD54, CD14, CD119 et HLA-DP/DQ/DR. En fonction de la dose, le DON a
diminué I'expression de ces récepteurs lors de leur activation par YIEN<cet effet
inhibiteur n'a été observé que lors d’'une pré-exposition des macrophages a la toxine. Aprés
une exposition des macrophages avec 5 uM (0,15 pg/ml) de DON,y'iFdNeu aucun effet

sur I'expression des récepteurs précités, inhibant ainsi totalement I'activation de ces
phagocytes. Nos résultats suggérent que I'exposition des macrophages a des doses de DON
susceptible d’étre retrouvées chez 'homme (Mekwl., 2003; Pestka et Smolinski, 2005)
diminue l'activation des macrophages par I'lFNen altérant I'expression de certain
marqueur de surface. Des études complémentaires sur les mécanismes d’action impliqués et
I'exploration de cet effet de la toxine sur des macrophages porcins seront a envisager.

Ce travail est présenté ici sous forme d’article scientifique, et a été soumis en avril 2009

au journal «Toxicology.
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Abstract

Deoxynivalenol (DON) is the most prevalent trichothecene mycotoxin in crops in Europe and North
America. It exhibits several toxic effects including impaired growth and immune dysregulation.
Macrophages play pivotal role in the host defense; upon activation, they express several specific cell
surface receptors that are important in adhesion and cell signaling. Several studies have demonstrated
that DON can affect macrophages, however, very few data are available concerning the effect of DON
on human macrophages, and the effect on macrophage cell surface receptors is unknown. In the
present study, human blood monocytes, differentiated in vitro into macrophages, were activated with
IFN-y, in the presence or absence of low concentrations of DON. The expression of CD11c, CD13,
CD14, CD18, CD33, CD35, CD54, CD119 and HLA- DP/DQ/DR was analyzed by flow cytometry.
As expected, macrophage activation by IFN-y up-regulated the expression of CD54, CD14, CD119
and HLA-DP/DQ/DR. Incubation with DON decrease the cell surface expression of these activation
markers in a dose-dependent manner. When cells were treated with 5uM DON, the mean fluorescence
intensity measured for the expression of these receptors was at the same as the one observed in non-
activated macrophages. This inhibitory effect of DON was only observed when the mycotoxin was
applied before the activation signal. Taken together, our results suggest that low concentration of DON
alter macrophage activation as measured by the expression of cell surface markers. This may have

implications for human health when consuming DON contaminated feed.
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1. Introduction

Mycotoxins are secondary metabolites produced by fungi that may contaminate all
stages of the food chain. The toxicological syndromes caused by ingestion of such toxins
range from acute mortality to slow growth and reduced reproductive efficiency (CAST,
2003). Consumption of fungal toxins may also result in impaired immunity and decreased
resistance to infectious diseases (Oswald and Comera, 1998; Oswald et al., 2005). The global
occurrence of mycotoxins is considered an important risk factor for both human and animal
health (Bryden, 2007).

Deoxynivalenol (DON), also known as “vomitoxin”, is a mycotoxin classified as a
type B trichothecene which is produced mainly by Fusarium graminearum and F. culmorum.
DON occurs in toxicologically relevant concentrations in cereals and grains worldwide.
Recent surveys including 11,022 cereals samples from 12 European countries, indicated that
57 % of the samples were positive for DON contamination (SCOOP, 2003). Furthermore, this
toxin is resistant to milling, processing and heating, and, therefore, readily enters in human
and animal food chain (Jackson and Bullerman, 1999; Rotter et al., 1996). Human exposure to
DON has also been demonstrated using a glucuronide metabolite as a urinary biomarker
(Turner et al., 2008). DON exhibits toxic effects in humans as well as in all animal species
investigated so far. This toxin impairs growth in experimental animals and induces immune
dysregulation (Accensi et al., 2006; Pestka and Smolinski, 2005; Pinton et al., 2008).
Depending on dose and frequency of exposure, DON can be either immunosuppressive or
immunostimulatory. At the cellular level DON interacts with the peptidyltransferase at the
60S ribosomal subunit level, triggering a “ribotoxic stress” (Pestka, 2008).

Macrophages play pivotal role in the host defense. As a component of the innate
immune response, they form the first line of defense. They also act as important accessory

cells in the adaptative immune response (Ma et al., 2003). Upon activation, macrophages
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produce different inflammatory cytokines and express several specific cell surface receptors,
or cluster of differentiation (CD), which have an important role in cell signaling and adhesion
(Schroder et al., 2004).

Several in vitro and in vivo studies have demonstrated that DON can affect
macrophages (review in (Pestka and Smolinski, 2005). Macrophage exposure to low doses of
DON increases the secretion/production of several inflammatory cytokines (D6l et al., 2009;
Ji et al., 1998; Wong et al., 1998). By contrast, exposure to high doses of DON induces
macrophage apoptosis (Zhou et al., 2005). Most of the data have been obtained on the RAW
264.7 macrophage cell lines (Chung et al., 2003; Moon and Pestka, 2002; Wong et al., 2001)
and on mouse macrophages (Jia et al., 2006; Pestka and Zhou, 2006; Yan et al., 1998). Very
few data are available concerning the effect of DON on primary human macrophages (Parent-
Massin et al., 1994; Sugita-Konishi and Pestka, 2001) and to the best of our knowledge the
effect of DON on the expression of macrophage cell surface receptors has never been
investigated.

Consequently, using human monocyte-derived macrophages, the aim of the present
study was to analyze the effect of DON on the expression of cell surface receptor with

particular emphasis on macrophage activation markers.
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2. Materials and methods

Reagents

RPMI 1640 medium, penicillin, streptomycin, L-glutamine, Trypan blue,
formaldehyde, Phosphate Buffer Salt (PBS), Fetal Bovine Serum (FBS), recombinant human
Interferon-y (IFN-y), and DON were obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier,
France). Lymphocyte Separation Medium (density 1.077) was obtained from Eurobio (Les
Ulis, France). Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated monoclonal mouse Ab (mAb)
anti-human CD11c (clone KB90), CD13 (clone WM-47), CD14 (clone TUK4), CD33 (clone
WM-54), CD35 (clone Ber-MAC-DRC), CD54 (clone 6.5B5), HLA-DP/DQ/DR (clone
CR3/43), CD119 (clone GR-20) and control mouse 1gGs (IgG1 and 1gG2a) were purchased
from Dako (Glostrup, Denmark). The FITC monoclonal mAb anti-human CD18 (clone

YFC118.3) was obtained from AbD Serotec (Dusseldorf, Germany).

Isolation and differentiation of human peripheral monocytes

Human mononuclear cells were isolated from fresh buffy coats obtained from
anonymous healthy donors (Etablissement Francgais du Sang, Toulouse, France). Briefly,
buffy coats were diluted with PBS solution (1:1), layered over Lymphocyte Separation
Medium and centrifuged (30 min, 300 g, room temperature). The mononuclear rich-cell ring
was recovered and washed twice in serum-free RPMI 1640. Mononuclear cells were then re-
suspended in complete RPMI 1640, i.e. RPMI supplemented with 10% FBS, 2mM L-
glutamine, 100 U/mL penicillin and 50 pg /mL streptomycin. Cells were seeded in 6-well
plate at a concentration of 12 x 10° cells/well in 2 mL of media and incubated at 37°C in 5%
CO, atmosphere. After 2 hours, the supernatants containing non-adherent cells was discarded
and adherent monocytes were washed gently with PBS, and further cultured in 5 mL of

complete RPMI 1640 containing 20% FBS, for 4 additional days to obtained adherent
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monocyte-derived macrophages (MDMs). The viability of adherent cells was over 95% as
assessed by trypan Dblue exclusion and the proportion of MDMs as determined by

microscopical observation was greater than 90%.

Treatment of monocyte-derived macrophage and flow cytometry analysis of cell surface

expression markers

Human monocyte-derived macrophages, obtained as already described, were
resuspended at 2 x 10° cells/mL in complete RPMI, distributed in 6 well plates (2mL/well)
and incubated for 18 hours with various concentration of DON (0 to 5 uM). MDMs were then

treated for additional 18 hours with 100 ng/mL recombinant human IFN-y. An alternative

protocol was also used where MDMs were first treated with IFN-y and then activated with
DON.

Expression of different cell surface molecules on MDMs was then analyzed by flow
cytometry. Cells were scraped, resuspended in PBS supplemented with 1.5% FBS and
aliquoted into tubes (1 x 10° cells/tube in 100 pL). Cells were incubated, for 30 minutes at
4°C, with 10 pL of FITC-conjugated anti-CD14, -CD11c, -CD13, -CD18, -CD33, -CD35, -
CD54, -CD119 or -HLA mouse monoclonal antibody (mADb). Isotype-matched mouse 1gG2a
was used as a negative control for CD14 and IgG1 for all other antibodies tested. After
washing, cells were fixed in 1% paraformaldehyde and analyzed on a Cyan™ ADP flow
cytometer (DakoCytomation, Glostrup, Denmark). Each measurement was conducted on
10,000 events, analyzed on the Summit 4.3 DakoCyan" software and expressed as the Mean

Fluorescence Intensity (MFI).
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Statistical analyses

All data are shown as mean + Standard Error of the Mean (SEM) of data obtained
from 3 to 8 different donors. Paired student’s t tests were used to analyze the differences in

expression of cell surface activation markers. P values < 0.05 were considered significant.

3. Results

Effect of DON on the expression of CD54 on macrophages

We first investigated the effect of DON on the expression of CD54, also called ICAM-
1 (Intercellular Adhesion Molecule 1), an essential adhesion molecule of antigen presenting
cells for interaction with T-cells. As shown on Figure 1A, inactivated cells expressed this
surface marker (MFI = 15.9) and IFN-y activation greatly increased its expression (MFI =
35.8). When IFN-y was added on 0.1 pM DON-treated macrophage culture, the surface
expression of CD54 was like DON-free cultures (MFI = 36.3), at 1 uM DON the expression
of this surface marker decreased by 28 % (MFI = 25.7) and at 5 uM, the IFN-y-induced
upregulation of CD54 was completely prevented (MFI = 16.9).

This suppressive effect of DON on the upregulation of ICAM-1 by IFN-y was
confirmed on MDMs obtained from 6 different healthy donors (Figure 1B). A statistically
significant lower expression was observed with macrophages pretreated with DON
concentration of 0.5 uM and higher.

We then determined if the reduction of the CD54 expression on MDMs was also
observed if the DON treatment was applied after the activation signal. MDMs obtained from
three healthy donors were treated sequentially with (i) DON and then IFN-y or (ii) IFN-y and
then DON and the expression of CD54 was measured by flow cytometry. As indicated in

Table 1, the inhibitory effect of DON was only observed when the mycotoxin was applied
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before the activation signal. When MDMs were first activated for 18 hours with IFN-y, DON

only exerted a minimal and not significant inhibitory effect, independent of the concentration

used (0.1 to 5 uM).

Effect of DON on the surface expression of several activation marker

In order to determine the specificity of the inhibitory action of DON, the expression of
several other surface molecules, implicated in different cell signaling responses mechanisms
was determined. We especially studied the effect of mycotoxin treatment on the expression of
CD11c, CD13, CD14, CD18, CD33, CD35, CD119, and HLA-DP/DQ/DR on human
monocyte-derived macrophages.

All these different surface receptors were expressed on resting macrophages, but the
expression of CD14, CD119 and HLA-DP/DQ/DR was increased 1.5 to 4.4 fold after IFN-y
activation (Figure 2). As observed for CD54, the IFN-y-induced upregulation of CD14,
CD119 and HLA-DP/DQ/DR was inhibited in a dose-dependent manner by the treatment with
DON. When cells were treated with 5uM DON, the MFI measured for these receptors was at
the same level as the one observed in non-activated macrophages (Figure 2).

The expression of CD11c was not significantly increased in activated macrophages
when compared to control cells and the DON treatment did not induce any changes (Figure
2). Similarly, IFN-y and DON treatment did not induce any modification in the expression of

CD13, CD18, CD33 and CD35 (data not shown).

4. Discussion
The capacity of natural toxins and environmental toxicants to modulate immunity has
potentially serious implication for both mounting an appropriate response to infectious agents

as well as generating an appropriate response during a vaccination protocol (Germolec, 2004;
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Marin et al., 2006). The trichothecenes have a unique capacity to up- and down-regulate
immune function by disrupting intracellular signaling within leukocytes (Pestka, 2008). Using
human monocyte-derived macrophages, the results presented herein demonstrate that DON
prevents in a concentration-dependent manner the IFN-y-induced upregulation of several
macrophage activation markers, such as CD14, CD54, CD119 and HLA-DP/DQ/DR.

An important observation of this study is that the immunosuppressive effect of DON
on human macrophage could also be observed at low dose of toxin (150 ng/mL or 0.5 uM).
This contrasted with studies using primary murine macrophages as well as the murine Raw
264.7 cell line, where low doses of DON (100 to 250 ng/mL) had pro-inflammatory effect
(Wong et al., 2001; Wong et al., 1998) and high doses of DON induces apoptosis (Yang et al.,
2000; Zhou et al., 2005).

IFN-y is the major factor of macrophage activation and macrophage activation is
associated with the up-regulation of several cell surface molecules (Schroder et al., 2004).
Accordingly, in the present study we observed that the treatment of monocyte-derived
macrophages with IFN-y increases the expression of CD14, CD54, CD119 and HLA-
DP/DQ/DR. IFN-y is the major factor of macrophage activation. It orchestrates the trafficking
of specific immune cells to sites of inflammation through up-regulating expression of
chemokines, adhesion molecules, and cell surface markers implicated in macrophage function
(Schroder et al., 2004). Once activated, macrophages use a variety of mechanisms to kill
microbial targets, especially with the production of reactive oxygen and nitrogen
intermediates (Goodbourn et al., 2000). We observed that IFN-y-stimulation increased the cell
surface expression of its own receptor (CD119) as well as the cell surface receptor for the
lipopolysaccharide (LPS) receptor CD14. Our results also confirmed that IFN-y treatment

increases the expression of CD54, also known as ICAM-1, and the expression of MHC class
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Il molecules (HLA-DR/Q/P). These molecules are crucial for the known potent antigen
presenting function of IFN-y-activated macrophages.

Modulation of the expression of cell surface markers by DON was already observed in
vitro in monocytes-derived dendritic cells obtained from pigs (Bimczok et al., 2007) or from
human (Hymery et al., 2006). Based on this and the known importance of macrophages and
monocyte-derived dendritic cells for the mucosal immune system of the intestinal tract (Varol
et al., 2009), high concentrations of DON in food could have a negative effect on mucosal
innate and inflammatory responses as well as T-cell immunity required to combat invading
pathogens.

The observed suppression of CD119, representing the IFN-y Receptor 1 (IFNyR1), by
DON relates to an in vivo observation made with mice where CD119 mRNA levels in the
lung were reduced in animals infected with a reovirus and exposed to DON (L. et al., 2005).

Our results demonstrating that DON is only active when applied before IFN-y
treatment would point on a specific interference with the IFN-y signaling pathway. Binding
IFN-y to its receptor induced activation of the receptor-associated Janus kinases Jak1 and Jak2
by transphosphorylation, Jakl and Jak2 being associated with IFNyR1 and IFNyR2 chains of
the IFNy receptor respectively. Upon receptor engagement and Jak activation, a tyrosine
residue on the IFNyR1 is phosphorylated and serves as docking site for the cytosolic factor,
the Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT1). IFN-y activates
predominantly STAT1, which mediates the activating functions of IFNy including enhanced
inflammatory cytokine production (Schroder et al., 2004). This Jak/STAT signaling pathway
is also able to activate the mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway (Ma et al.,
2003; Schroder et al., 2004), which is interesting considering that DON is known to activate

MAPK via a process termed the “ribotoxic stress response” (reviewed in Pestka, 2008).

10



©CO~NOOUOPA~AWNE

In principle, the disrupting of IFN stimulation of macrophages could also be attributed
to the action of suppressor of cytokine signaling (SOCS) proteins that inhibit JAK/STAT
signal transduction. SOCS proteins inhibit signal transduction of type | and Il cytokine
receptors such as IFN-y receptors by acting at the level of activated receptors and JAKSs It is
clear that future studies are required to address the mechanism by which DON interferes with
IFN-y mediated macrophage activation (Dalpke et al., 2008).

Taken together, the present study demonstrates that DON interferes with IFN-y mediated
human macrophage activation. This relates to the decreased host resistance to several
pathogens such as reovirus (Li et al., 2005), Salmonella enteridis (Hara-Kudo et al., 1996) or
Listeria monocytogenes (Tryphonas et al., 1984) after exposure to DON. We propose that the
inhibition of IFN-y-induced macrophage activation could contribute to the immunotoxic effect

of this toxin.
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Table 1: Effect of DON on CD54 expression by human monocyte-derived macrophages:

comparison of two sequential treatments.

Sequential treatment of the macrophages

DON concentration =~ seeememeeeeeeeeee e

(UM) DON before IFN-y IFN-y before DON
0 100% NS 100% NS
0.1 94.7+9.7 NS 112.0+6.3 NS
0.2 86.0+89 NS 1152 +48 NS
0.5 736+98 * 97.8+80 NS
1 57.7+78 * 975+10.0 NS
2 50.7+5.0  *** 89.6+12.0 NS
5 43.7+5.9  *** 83.0+£122 NS

Human MDMs were obtained as described in the material and methods and were treated
sequentially with (i) different concentrations of DON and 100 ng/mL IFN-y or (ii) IFN-y and
different concentration of DON. The values are expressed as % expression of CD54 when
compared with IFN only treated cells; means £ SEM (n=3) of three independent experiments
with different donors.

Paired student t test were used to compare DON/IFN-y-treated and IFN-y-treated cells: NS,

not significant; *, p<0.05; **, p<0.01; **, p<0.001.
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Figure legend

Figure 1: Effect of DON on the cell surface expression of CD54 on human macrophages
stimulated with IFN-y.

Human monocyte-derived macrophages were treated for 18 hours with DON (0 to 5uM) and
then activated for further 18 hours with recombinant human IFN-y (100 ng/mL). Unstimulated
cells were used as control. After incubation, macrophages were stained for CD54 with
specific antibody and mean fluorescence intensity was analyzed by flow cytometry. Panel A:
data obtained from a representative donor. Panel B: means = SEM of six different donors.

Bars with different letters are significantly different (P < 0.05).

Figure 2: Effect of DON on the cell surface expression of different activation markers on
human macrophages stimulated with IFN-y.

Human monocyte-derived macrophages were treated for 18 hours with DON (0 to 5uM) and
then activated for further 18 hours with recombinant human IFN-y (100 ng/mL). Unstimulated
cells were used as control. After incubation, macrophages were stained for different activation
markers with specific antibody and mean fluorescence intensity were analyzed by flow
cytometry. Data are means + SEM of six different donors. Bars with different letters are

significantly different (P < 0.05).
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2. Effet du DON sur les fonctions des neutrophiles porcins stimulés par du
LPS

Dans la deuxiéme partie de notre étudeitro, nous avons étudié les effets du DON sur
les neutrophiles porcins. Nous nous sommes intéressés plus particulierement a l'action du
DON sur la capacité de phagocytose des neutrophiles, leur propriété de chimiotactisme ainsi
gue la modulation de la production de I'lL-8 lors d’'une stimulation au LPS. Cette derniére

analyse a été complétée par la recherche du mode d’action du DON au niveau intracellulaire.

Des échantillons de sang ont été prélevés au niveau de la veine jugulaire gauche de six
porcs sains, élevés au sein de l'animalerie expérimentale de 'INRA de Toulouse. Les
neutrophiles ont ensuite été isolés apres une séparation des leucocytes sanguins par une
meéthode de gradient de densité, et incubés en milieu de culture supplémenté en sérum de
veau feetal (SVF) 5%.

En premier lieu, nous avons voulu déterminer le niveau de cytotoxicité du DON envers
les neutrophiles porcins. En mesurant la libération de la lactate déshydrogénase (LDH), une
enzyme intracellulaire relarguée dans les surnageants de culture aprés apoptose des cellules,
les doses de DON en dessous de 50 uM (15 pg/ml) sont apparues non-cytotoxiques pour les
neutrophiles porcins. L'utilisation de la cytométrie de flux n’a pas révélé d’effet du DON sur
la capacité des neutrophiles a phagocyter des backeriesli marquées a la Fluorescéine
isothiocyanate (FITC), pour des concentrations de 0,5 a 50 uM (0,15 a 15 pg/ml). En
revanche, une pré-exposition des cellules au DON de 50 uM pendant 30 minutes a réduit de
42 % les propriétés de chimiotactisme des cellules en réponse a une concentration de 5 pg/ml
d’IL-8. Proportionnellement a la dose employée, le DON a diminué la production d’IL-8 par
les neutrophiles, préalablement stimulés au LPS. L’exposition des cellules au LPS (10 pg/ml)
ou au DON (3 pg/ml) a montré une augmentation significative de I'expression de la sous-
unité p65 des facteurs de transcription hB;-alors qu’une co-exposition du DON et du LPS
diminue fortement I'expression de cette protéine comparée aux cellules non-traitées.

En conclusion, notre étude confirme que des doses modérées de DON peuvent altérer les
capacités fonctionnelles de neutrophiles porcins, notamment par son action synergique avec
I'endotoxine sur les facteurs de transcription RE--

Les résultats de ce travail sont présentés ici sous la forme d’un article scientifique, en

vue d’étre tres prochainement soumis dans une revue internationale.
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Abstract :

Deoxynivalenol (DON), a mycotoxin produced Bysariumspp., is a frequent contaminant

of cereals. DON causes toxicological effects in laboratory and domestic animals including
pigs. It modulates the function of several immune cells types but only few studies have
investigated the effect of DON on polymorphonuclear cells (PMNs). The aim of the present
study was to determine the effects of DON on PMNSs, the first line of defense against
infection. We first verified that low concentrations of DON did not exert any cytotoxic effect
on PMNs. Indeed significant LDH release was only observed for DON concentrations greater
than 50 pM on cells isolated from blood of healthy pigs. We first observed that the
phagocytosis of FITC-labele&. coli by PMNs was not modulated by DON used at
concentration up to 50 uM. By contrast, the toxin decreased the chemotactism of PMN upon
IL-8 attraction. DON also reduced the LPS-induced secretion of IL-8 by PMNs in a dose
dependant manner. Further experiments established that exposure of PMNs to 10puM DON or
10 pg/mL LPS significantly increased the expression of the nuclear fBt@¥--«B) p65
subunit, whereas co-exposure of PMNs with DON and LPS decrease the expression of this
protein to the level observed in control untreated cells. This study provides evidence that low
concentration of DON can alter the functional capacities of porcine PMNs and suggest the
involvement of NFkB. These immunosuppressive effects of DON may have implication for

man and animals when eating contaminated food or feed.

Keywords: Fusarium mycotoxin, Deoxynivalenol, Pigs, IL-8, Phagocytosis, Neutrophils,

Chemotactism, Cytokines, Nuclear fackis-



Introduction:

Food safety is a major issue in Europe. In this respect much attention needs to be paid to
the possible contamination of food by fungi and the risk of toxin production. Mycotoxins are
secondary metabolites produced by fungi that may contaminate all stages of the food chain.
Their global occurrence is regarded as an important risk factor for human and animal health
as up to 25% of the world crop production may be contaminated with mycotoxins (CAST,
2003). The toxicological syndromes caused by ingestion of mycotoxins range from death,
induction of cancer and growth impairment (CAST, 2003; Bryden, 2007). Consumption of

fungal toxins may also decrease resistance to infectious diseases (Oswald et al., 2005).

Deoxynivalenol (DON) is a mycotoxin of the trichothecenes family that is mainly
produced byFusarium graminearumand F. culmorum DON is commonly detected in
cereals and grains, particularly in wheat, barley, maize and their by-products (Schothorst and
van Egmond, 2004). It is the most prevalent contaminating mycotoxin in crop production in
Europe and North America (Schothorst and van Egmond, 2004). Furthermore, this toxin is
resistant to milling, processing and heating and, therefore, readily enters the food and feed
chains (Sugita-Konishi et al., 2006).

DON exhibits toxic effects in humans as well as in all animal species so far investigated
(Rotteret al., 1996; Pestka and Smolinski, 2005). Among animal species, pigs show great
sensitivity to DON, and, because of the high percentage of wheat in pig diets, swine could be
exposed to this toxin. Considering that the gastrointestinal tract and the immune system of
the pig are very similar to that of humans, the pig can be regarded as a good model that can
be applied to humans (Almond, 1996; Rothkotteal., 2002).

Acute exposure to high doses induces radiomimetic effects including diarrhea, vomiting,
leukocytose, hemorrhage/necrosis of the gastrointestinal tract. Chronic toxicity studies
showed anorexia, reduced weight gain, altered nutritional efficiency and immunomodulation
(Eriksen and Pettersson, 2004; Pestka and Smolinski, 2005; Rintal, 2008). At the
cellular level DON interacts with the peptidyltransferase at the 60S ribosomal subunit level,
triggering a translational arrest (Ueno, 1984).

Immune cells, are a primary target for DON, and depending on dose and frequency of
exposure, DON can be either immunosuppressive or immunostimulatory (Pestka, 2008).
Immunomodulatory effects of DON has been described on macrophagesetZagu2005;

Pestka and Zhou, 2006; Wachkgal., submitted), natural killer cells (Berek al., 2001),
lymphocytes (Warneet al., 1994, Islamet al., 2002; Pestkat al., 2005; Pestka, 2008)
dendritic cells (Hymeryet al., 2006; Bimczoket al., 2007) but very few studies have



investigated the effect of DON on neutrophils (Richettal., 2005; Takayamet al., 2005).
Polymorphonuclear leukocytes (PMNs) constitute the first line of defense against intruding
microorganisms, they can migrated to the inflammatory site by chemotaxis, to phagocyte
microorganism and to synthesize various cytokines and chemokines such as IL-8 &capini
al., 2000; Witko-Sarsat et al., 2000).

Using the pig model, the aim of the present study was to evaluate the effect of DON on
several functions of neutrophils (phagocytosis, chemotaxis and IL-8 synthesis) and to

investigate the underlying mechanism.

Materials and methods:
Reagents:

Lymphocyte separation medium (density 1.077), Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), Hank’s buffer salt solution (HBSS) were obtained from Eurobio (Les Ulis,

France). Fetal Calf Serum (FCS) was purchased from Perbio (Brebiéres, France). Penicillin,
streptomycin, L-glutamine, trypan blue, phosphate buffer saline (PBS)CINHEEDTA,
KHCO;, triton X-100, citric acid, sodium citrate, 2,2’-azino-di-(3-ethyl)dithiazoline sulfonic
acid (ABTS), HO,, dimethylsulfoxyde (DMSO), Sodium-Dodecyl-Sulfate (SDS),
lipopolysaccharide (LPS) froifa. coli0111:B4 and DON were obtained from Sigma-Aldrich
(Saint—Quentin  Fallavier, France). Streptavidin-horseradish peroxidase (HRP) and
Tetramethylbenzidene (TMB) were purchased from Pierce (Rockford, USA). DON was
dissolved in DMSO to obtain a 5 mM stock solution, which was frozen at -20d@G series

of diluted working solution were prepared before adding to the neutrophils suspension.

Animals :

Twelve crossbred pigs were used in this study, in accordance with the National Institute
of Health Guide and the French Ministry of Agriculture for the Care and the Use of
Laboratory Animals. They were acquired locally just after weaning, at 4 weeks of age, and
housed in floored indoor pens in the animal facility of the INRA laboratory of Pharmacology
and Toxicology (Toulouse, France). Animals were acclimatised two weeks prior to being
used for the experimental sampling collection, between 6 to 12 weeks of age.



Sampling collection and neutrophils isolation:

Blood samples were aseptically collected from the left jugular vein of pigs in sodium
heparin tubes (Vacutairfer Becton-Dickinson, USA). Neutrophils were isolated using a
modification of the method described by (Boywnal., 1991). Briefly, 60 mL of blood,
collected on heparinized tubes, was diluted with an equal volume of HBSS. Thirty mL of
diluted blood were gently layered over 20 mL of lymphocyte separation medium in 50mL
tubes and centrifuged at 800g for 25 min. The cell pellet was diluted in ice-cold hypotonic
lysis solution (155 mM NECL, 0.1 mM EDTA, 10 mM KHCG@), and kept on ice to lyse the
erythrocytes. After centrifugation, neutrophils were washed two times with HBSS solution
and re-suspended in DMEM, supplemented with 10% FCS, 2mM I-glutamine, 100*U.mL
penicillin and 50pg.mt streptomycin. The proportion of neutrophil as determined by
microscopical observation after Giemsa coloratias greater than 95% and their viability

was over 95% as assessed by trypan blue exclusion.

LDH cytotoxicity test:

The cytotoxic effect of DON on neutrophils was evaluated by measuring the release of

lactate deshydrogenase (LDH) in the culture media using the CytoToX®@®-Radioactive
Cytotoxicity Assay (Promega, Charbonnieres, France) as already described (Boahget
2004). Briefly, neutrophils seeded in 96-well plate (5 X délis/well in 150uL of complete
DMEM/10% FCS, were stimulated with 10 ug.thLPS, and treated simultaneously with
various concentration of DON (0 to 200 uM). Each experimental concentration was tested in
triplicate well. Untreated cells were used as control cells. Plates were incubated at 38°C in
5% CQ for 8 hours. The supernatants were removed into new plate, and the cell pellets in
each well were lysed with 150 pL 0.8% Triton X-100 (w/v) diluted in HBSS. After two serial
frozen steps at -20°C for each plate, LDH activity was measured on 50 pl of supernatant,
according to the manufacturer’s instructions, and the absorbance was read at 492 nm on an
ELISA plate reader (Spectra Thermo Tecan, Trappes, France). The maximal LDH release
was calculated by adding the LDH measured in cell pellet and in the supernatant. Results
were expressed as percentage of LDH released in the supernatant in comparison with total
LDH.



Determination of interleukin 8 (IL-8) concentration by ELISA

Neutrophils cultured as already described were stimulated or not with 10 i4.RS,
and treated with non-cytotoxic concentration of DON (0 to 50 uM) for 8 hours. Culture
supernatant were then collected and stored at -70°C until analysis. CXCL/IL-8 concentration
was determined using a commercialized ELISA (Duo%ét R&D Systemslille, France)
as already described (Bouhet al., 2006). Briefly, the monoclonal anti-porcine CXCL/IL-8
(clone 105105) was used as capture antibodies in conjunction with polyclonal biotinylated
goat anti-porcine IL8 antibody as detecting antibody. HRP and TMB were used for detection.
Absorbance was read at 450nm with an ELISA plate reader (Spectra Thermo Tecan, Trappes,
France) and the Biolise 2.0 data management software (Labsystems, cergy-Pontoise, France).
Cytokine production was quantified by reference to standard curves constructed with known
concentration of recombinant porcine IL-8. All samples were run in triplicate. Results were

expressed as picograms of IL-8 per mL.

Phagocytosis of latex microspheres and FITC-labeled Escherichia coli

Uptake of E. coli bacteria by neutrophils, was measured with the Phagotest® kit
(Orpegen Pharma, Heidelberg, Germany) according to the manufacturer’s instruction with
slight modifications. Briefly, 20 uL of FITC-labeldel coli bacteria were added to a 100 pL
suspension of 5 x POcells neutrophils previously treated or not with DON (38°C, 30
minutes). The resulting cell suspension was further incubated for 30 min at 38°C. Cells were
then put on ice, and 100 pl of ice-cold quenching solution was added. Neutrophils kept on ice
were used as negative controls group and cells incubated at 38°C without DON-treatment
were considered as positive control group. After washings, 10 000 cells were analyzed on
Cyan™ ADP flow cytometer with the Summit 4.3 DakoCy¥rsoftware (DakoCytomation,
Glostrup, Denmark). Results were expressed as the percentage of neutrophils with phagocytic
activity in treated group in comparison to neutrophils with phagocytic activity in the positive

control group.

Chemotaxis assay:

Neutrophils migration was measured in Transwell filters as already described by
(Somersalt al., 1990). Briefly, 2 mlof neutrophils (5 x 10cells) were incubated at 38°C
for 30 min in serum-free DMEM, with non-cytotoxic concentration of DON (0 to 50 pM).
100 pL of cell suspension were then transferred in the Cheffidealhswell filters (Kurabo,

Tokyo, Japan) placed in 24-well plates containing 5p&.meicombinant porcine IL-8 in 450



pL HBSS acting as a chemoattractant for neutrophils (Cassatella, ®R9%)lementary

wells were allocated for controls without chemoattractant. The neutrophils were allowed to
migrate for 2h at 38°C and the number of migrated neutrophils were measured by
myeloperoxidase (MPO) activity, a specific marker of neutrophil identification, as previously
described (Rosellet al., 2006). Briefly, transmigrated neutrophils harvested in the basal
compartment were lysed with 100 pL of lysis buffer (0.5% Triton X-100, 0.1mM citrate
buffer, pH 4.2).MPO activity was assayed by reading the optical itherss 405 nm, after
addition of an equal volume of 0.1 mM citrate buffer containing 1 mM ABTS and 10 mM of
H,O,. After appropriate color development, the reaction was stopped with 20% SDS (v:v).
The number of migrated neutrophils was calculated from a standard curve established from
known concentrations of the same neutrophil preparation used in each experiment. The
standard curve was linear in the range of 0.5 to 20 *c#&ls. The measurement MPO
activity was negligible in lysates of control well, since data represented less theellap
reflecting the potential passive migration of neutrophils.

Cells protein extraction, SDS-PAGE, and immunoblotting for phosporylated BNB65

detection.

Neutrophils, seeded in 6-well plates (1 X T@lls/well in 10mL of complete DMEM/)
were treated with 10 pM DON for 30 minutes, stimulated with 10 ud.t®S and further
incubated for 3.5 hours. Cells were then washed with ice-cold PBS supplemented with a mix
of antiproteases (Complete Protease Inhibitor Cocktail tablets, Roche Diagnostic
Corporation, Indianapolis, IN, USA), lysed in 250 pL buffer [2% (w/v) SDS, 1.0 mM sodium
ortho-vanadate, DTT, 50mM, 20% glycerol, 0.2% bromphenol blue and 62.5 mM Tris, pH
6.8], and sonicated for 30 seconds. Proteins (10ug per lane) were separated on 12% SDS-
PAGE and then transferred to nitrocellulose membrane as already described (Meigtonnier
al., 2007). The membranes were blocked for 2 hours with PBS-Tween 5% skimmed milk and
incubated with rabbit anti-human phosphorylated KiFp65 or rabbit anti-humaf-actin
(Cell-Signaling, Danvers, MA, USA) antibodies diluted 1:500 and 1:1000 in PBS-Tween-
milk respectively. After washing, they were incubated with 1:10000 horseradish peroxidase-
conjugated anti-rabbit 1gG. Antibody binding was detected with the SuperSignal West Pico
chemiluminescent substrate (Pierce, Brebiéres, France) after placing the membrane against
Hyperfilm™ (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). Signal intensities were
estimated using Molecular-ImadeGel Dod™ and Quantity Orfe software (Biorad, Marne
la Coquette, France).



304 =
25

204

LDOH releaze (%)

DOM (uh) 0 0 05 1 2 5 10 50 100 200
LPS {pg/mL) 0 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Figure 1: Cytotoxicity of DON on porcine PMNs as measured by the LDH release assay.
PMNs were seeded in 96 well-plates, stimulated with LPS (10 pg/mL) and treated
for 8 hours with increasing concentrations of DON. LDH activity was then
measured in the supernatant. Values are expressed as mean + SEM of values
obtained from PMNSs from three animals. Values significantly different from the
untreated PMN are shown with * p<0.001.
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Figure 2: Effect of DON on the production of IL-8 by porcine PMNs. PMNs cultured at the
density of 5.18 cells/well and stimulated with 10 pg/mL LPS were incubated with
increasing concentrations of DON. Culture supernatants were collected and
concentrations of IL-8 were measured by ELISA. Results from 6 independent
experiments are expressed as mean + SEM. Data not sharing the same letter are
significantly different (p<0.05).



Statistical analyses:

Data are mean + SEM. The effect of DON was determined by comparing DON treated
cells with control on treated cells using a student t test, after checking for variance

homogeneity (Hartley's test). Values of p < 0.05 were considered significant.

Results:
Effect of DON on PMN cytotoxicity:

Before investigating the effects of DON on several functions of PMNs, we wanted to
determine the cytotoxicity of DON on this cell type. PMNs were cultured for 8 hours with
various concentration of DON and the cytotoxic effect of the toxin was evaluated by
measuring LDH release in the extracellular medium, directly related to the quantity of dead
cells. As shown in Figure 1, DON did not exert any cytotoxic effect on PMNs when used at
concentration ranging from 0.5 to 50 puM. At higher concentrations (100 and 200 uM) the
cytotoxic effect of DON increased with the concentration of toxin. All further experiments

were done at non-cytotoxic concentrations of DON.

Effect of DON on PMNs phagocytosis:

We first investigated the influence of DON on the phagocytic capacities of PMNSs.
Purified PMNSs, treated for 30 min with increasing concentration of DON, were incubated at
4°C or 38°C with FITC-labelledEscherichia colifor 30 min. The percentage of PMNs
demonstrating phagocytic activity was assed by Flow cytometry. As shown in Figure 2A,
when PMNs were incubated at 4°C, the non-phagocytic cells as determined by their low level
of fluorescence (MFI = 8.59), represent 90.9 % of the total PMNs. By contrast, when PMNs
were incubated at 38°C, 94.2 % of cells demonstrated a phagocytic activities (MFI =
103.2).When PMNs were incubated with increasing concentration of DON (1 to 50 uM) no
variation in their ability to phagocyte FITC-labell&dcherichia coliwas observed and the

phagocytic index of the cell population remained closed to 1 (Figure 2B).
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Figure 3: Effect of DON on the phagocytosis capacity of neutrophils. Purified PMNs, treated
for 30 min with increasing concentration of DON, were incubated at 4°C or 38°C
with FITC-labelled Escherichia colifor 30 min. The percentage of PMNs
demonstrating phagocytic activity was assed by Flow cytometry. (A)
Representative flow cytometry diagrams. (B) Phagocytic index of PMNs. The
phagocytic index was calculated as the ratio of PMN with phagocytic activity in
cultures incubated at 37°C and treated or not with DON. Data are mean £ SEM (ns:
not significant)



Effect of DON on IL-8 production by PMNs:
We next examined the ability of DON to modulate the synthesis of IL-8. PMNs were

stimulated or not with LPS in the presence of non-cytotoxic concentration of DON (0 to 50
KM), 8 hours later the cell supernatant was collected and IL-8 concentration measured by
specific ELISA (Figure 3). As expected, LPS greatly stimulated the production of IL-8 by
porcine PMNs (2.99 £ 0.20 pg/mL versus 0.39 = 0.07 pg/mL) in control unstimulated cells.
DON used alone was not able to stimulate IL-8 synthesis (data not shown). When PMNs
were treated with LPS and increasing concentration of DON, a dose dependant decrease of
IL-8 synthesis was observed. A dose dependant decrease of IL-8 production was observed in
LPS stimulated PMNs exposed to increasing concentration of DON. When used at 0.5 uM,
DON reduced the IL-8 concentration in the supernatant by 23%. At 2 and 5 uM DON, the
reductions of IL-8 production were 83% and 93 % respectively.

Effect of DON on the PMNs chemoattraction:

As PMNs are able to migrate upon chemoattractant, we thus analyzed the influence of
DON on this functional activity. PMNs were incubated for 1 hour with 0 to 50uM DON,
placed in the upper compartment of transwell filter and 30 min later the number of cells that
have migrated in the lower compartment containing IL-8, a potent chemoattractant, was
assessed. In absence of IL-8, the number of migrated cells was negligible®efis)@nd,
as expected, IL-8 induced a strong migration of PMNs across the transwell filters (1.05 *
0.11 x 16 cells). DON treatment reduced the migration of PMNs in a dose dependent
manner. A significant decrease was already observed with 10pM DON (0.82 + 0.%1 x 10
cells, P = 0.0021) and, with 50uM DON, the number of migrated PMNs was reduced by 42
% when compared with untreated cells.

Detection of phosphorylated NEB p65:

Expression of phosphorylated NdB p65 was also compared by immunoblotting assay in
neutrophils treated with DON (10 uM) only, LPS (10 pg/mL) only or DON plus LPS for four
hours. When cells were exposed to LPS alone, the signal intensity of the expression of the
protein observed did not change significantly. The treatment of neutrophils with DON at 10
KM increased significantly for 40 % in comparison to untreated cells. In contrast, coexposure
of DON and LPS caused a marked decrease of phosphorylateB N5 protein expression
in neutrophils. Co-treated neutrophils presented a significant lower expression of the

phosphorylated protein compared to untreated cells (Figure 5).
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Figure 4: Effect of DON on the migration of PMNs. PMNs were incubated for 1 hour with O
to 50uM DON, placed in the upper compartment of transwell filter containing IL-8,
used as a chemoattractant in the lower compartment. 30 min later the number of
migrating PMNs was assessed using the MPO assay. Data are expresses as number
of migrated PMNs (mean + SEM, n=6). Data not sharing the same letter are
significantly different (p<0.05).



Discussion:

Numerous studies have demonstrated that trichothecenes can be either
immunostimulatory and immunosuppressive in leukocyte function, involving a rapid
deregulation of cell signaling and consequent alterations in downstream gene expression
(Pestka, 2008). Neutrophils are a subset of phagocytic cells that have a key role in mediating
the transition between innate and acquired immune response. Activation of neutrophils by
inflammatory stimuli as LPS, induces the release of a variety of proteins that are involved in
PMN effectors function, including cytokines (Cassatella, 1995). Among these cytokines, IL-8
is the most abundantly secreted cytokine by neutrophils, and on the other hand a mighty
chemoattractant for PMN (Witko-Sarsat al., 2000). The results presented herein
demonstrated that DON decreases the functional properties of porcine neutrophils and
suggest the involvement of transcriptional factor nuclear fa@grotein (NF«B) of cells.

Based on the cytotoxic assay, the evaluation of the effects of DON on LPS-stimulated
porcine neutrophils was conducted with selected concentrations, whereby a maximum level
at 50 uM of DON showed non-cytotoxic effects after an 8h exposure. Our observations are in
agreement with results presented in anothesitro study with porcine neutrophils, where a
DON treatment did not exhibit cytotoxic effect on porcine neutrophils after an 18h-exposure
(Takayama et al., 2005). This amount of DON is representative of doses potentially measured
in the serum of pigs after ingestion of the toxin. Indeed, when pigs received for 1 to 2 months
feed contaminated with 5700 to 6510 ug DON /Kg feed, 21.6 to 43.7 ng DON/mL were
detected in their plasma (Goyarts et al., 2005; Goyarts et al., 2006).

To address the influence of DON on porcine neutrophils, IL-8 production by PMNs was
analysed during the co-exposure of LPS and non-cytotoxic doses of DON. Exposure to low
doses of LPS does not normally cause life-threatening tissue damage, but it can initiate an
incomplete and submaximal inflammatory response, in stimulating both mononuclear
phagocyte function and production of numerous mediators as proinflammatory cytokine (IL-
1, TNF, IL-6), bioactive lipids and reactive oxygen species (Schlettat., 1995). In this
work, LPS exposure at 10 pg/mL stimulated secretion of IL-8 by porcine PMNSs. This finding
is consistent with numerous studies realised on porcine (Zelniakoada, 2008) or humans
PMNs describing an increased secretion and expression of IL-8 by PMNs upon LPS
stimulation (Strieter et al., 1992; Cassatella, 1995).

In vitro andin vivo studies have demonstrated that DON could stimulate or repress
immune function by modulating a variety of immune mediators production, according to
leukocyte (Pestka, 2008).
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Figure 5: Effect of DON, LPS and their association on the expression @BN#E65 subunit.
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for 3.5 hours. Cells were then lysed and 10 pg of proteins protein were analyzed by
immunoblotting with antibodies for phosphorylated NE65. Panel A represents
a representative immunoblots of two repetition and panel B the densitometric
analysis (mean = SEM of 3 independent experiments).



In murine and human macrophage cell lines, DON upregulates the secretion and/or the
expression of proinflammatory cytokines, cyclooxygenase-2 and chemokines including
Macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2) and IL-8. Concurrent exposure to LPS greatly
magnifies trichothecene-induced cytokine mRNA and protein expression of these mediators
(Wong et al., 1998; Sugita-Konishi and Pestka, 2001; Chung et al., 2003; Mbandi and Pestka,
2006). This synergistic effect of co-exposure to DON and LPS was also demonstrated on
porcine pulmonary alveolar macrophage (Dell al., 2009). By contrast, others studies
showed that DON (0.01uM to 1uM) associated to LPS exposure (1pg/mL) decreased the
production of IL-10 and IL-12 by human and porcine dendritic cells (Hyraent., 2006;
Bimczok et al., 2007). Thus, depending on the type of leukocyte investigated, DON can
either increased or inhibit the LPS-induced secretion of cytokines. In the present work, we
demonstrated that on porcine PMN, DON inhibits in a dose dependant manner the secretion
of IL-8 induced by 10 pg/mL LPS. The cell type specific action of mycotoxin on IL-8 has
been described with DON but also to other toxins producedusgriumssp. For example,
Fumonisin B1, selectively decreased the production of IL-8 by porcine intestinal epithelial
cells (Bouhetet al., 2006), whereas it increases the IL-8 mMRNA expression in the lungs of
piglets orally exposed to the toxin (Halleyal., 2005).

Using flow cytometry, we observed that DON treatment had no effects on the phagocytic
activity of PMNs towards FITC-labelleBscherichia coli By contrast, a decrease of the
phagocytic activity in response to DON has been observed in macrophages obtained from
mice or turkey (Ayral et al., 1992; Kidd et al., 1995) as well as in monocyte-derived dendritic
cells obtained from pigs (Bimczokt al., 2007). Thus, as mentioned above for IL-8

production, DON seems to act differently according to the cell type investigated.

PMNs are able to move toward pathogens or site of inflammation after specifics
chemoattractants release. In the present work, we demonstrated thib exposure of
porcine PMNSs to 10-50 pM DON decreased their chemotaxis upon IL-8 attraction. This may
lead to an impaired mobilisation and recruitment of these leukocytes during an infection and
thus increase susceptibility to infection (Witko-Sarstatal.,, 2000; Zhelev and Alteraifi,
2002). Very few studies have investigated the effect of mycotoxins on PMN chemotaxis.
(Takayameet al., 2005) showed that the random migration of porcine neutrophils was not
affected by DON-treatment at low doses (0.1 to 10 uM). Using formyl-Met-Leu-Phe as
chemoattractants, (Richett al., 2005) observed an inhibitory effect of ochratoxin B and

zearalenone at low concentration (3 nM to 30 uM) on the chemotaxis activity of human



neutrophils, and demonstrated that the action of these mycotoxins occurred at the
intracellular level and not through an interference with surface receptors to chemoattractants.
NF-kB regulates the expression of a wide variety of gehat play critical roles in innate
immune response, including IL-8 (Mukaida, 2000; Hoffmatral., 2002). The phagocytic

cell recruitment to the site of infection implicated also ®B-activation, which induce the
transcription of adhesion molecules sug®-integrins required for migration process of
neutrophils (Mizgerd, 2002; Zhelev and Alteraifi, 2002; Kettdtzal., 2004). It was thus of
interest to determine the phosphorylation of this nuclear factor in PMN stimulated with LPS
and /or treated with DON.

As expected, we observed that LPS exposure induces the phosphorylatiokBfi6b-
subunit. Indeed, in human neutrophils LPS stimulation increases the IL-8 secretion by a NF-
kB dependent mechanism (McDonaddal., 1997; Cloutieret al., 2007). We also observed
that DON treatment of PMN strongly induces the phosphorylation okBIB65 protein.

Such an activation of NikB pathway has already been observed in human man¢Gyay
and Pestka, 2007) and human intestinal Caco-2 cells (Van De &/alle 2008) upon DON
stimulation.

One of the main outcomes of the present study was to demonstrate that co-exposure of
PMN to LPS and DON reduces the expression of phosphorylatedBNBB5 protein.
Inasmuch the NkB dependent pathway of LPS-induced IL-8 expressibig finding
suggest that the dose-dependent decrease observed above after a DON and LPS co-exposure
could be related to the inhibition of phosphorylated ®8=-p65 expression. Similar
antagonistic effect on LPS stimulation has been reported in human macrophage treated with
ochratoxin A (OTA), another mycotoxin. In these experiments, LPS stimulation or OTA-
treatment increase the expression of inducible nitric oxide synthase (INOS) and
cyclooxygenase-2 (COX-2) through the phosphorylation ofkBR365 subunit (Ferrantet
al., 2008; Martinst al., 2008). However, when cells were co-exposed to OTA and LPS, the
production of NO was reduced (Ferraeteal., 2008). However, results obtained on Caco-2
cells indicate a synergistic action between DON and LPS on the phosphorylationk& NF-
(Van De Walleet al., 2008). Thus, as already mentioned, the effect of DON is different upon
the cell type investigated.

Although the decrease of NF-KB p65 expression could explain in part the DON effect of
LPS-induced IL-8 secretion, the antagonistic effect observed in this study remain difficult to
explain. This phenomenon could be due to the large amount of phosphorylatd?i p&s-

translocation, and induce a large amount of gene expression, including own principal



inhibitors (kBa), which in turn decreases the NMB- activity in feed back inhibitory
mechanisms (Lianget al., 2004). Moreover, DON was shown to rapidly induce mitogen-
protein activated kinase (MPAK) activation via the ribotoxic stress response (Pestka, 2008),
which can interact with the NEB activity at both transcriptional and post-trangtanal

level in neutrophil (Cloutieet al., 2007). Further investigation should focus on the effect of
DON in porcine PMN on the other NEB subunit (p50 and p52) and in MPAK activation
involved using specific inhibitors to elucidate this mechanism.

PMNs play a major role in host defence and allowed to mount a rapid response to
invading microorganism. In the present study, PMNs were stimulated with LPS in order to
mimic a bacterial infection. One consequence the decrease IL-8 synthesis and reduced
chemotaxis induced by DON exposure could be a reduced recruitment of PMN and others
immune cells during an infection, leading to an impaired elimination of the pathogen and an
increased susceptibility to infection. DON has been described to modulate the immune
function of several different cell types, this study extend this finding to PMNs and suggest

that DON effects observed are on the expression ofBIp65 protein
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CHAPITRE I :

EFFETS DUDON SUR LA FLORE INTESTINALE ET LE PORTAGE

ASYMPTOMATIQUE DES SALMONELLES CHEZ LE PORC ETUDE IN

VIVO.

-84 - Travail expérimental



CONTEXTE ET OBJECTIFS DE L'ETUDE

Un des problemes majeurs pour tous les opérateurs de la filiere porcine reste aujourd’hui
la réduction de la contamination des animaux et de leurs produits par des bactéries
pathogenes et/ou zoonotiques. Les facteurs qui interviennent dans le développement de ces
infections sont multiples, et pas toujours bien connus, mais parmi eux, l'alimentation et les
conditions d’hygiéne sont certainement des éléments fondamentaux. La qualité de l'aliment
est en grande partie liée a la qualité des matiéres premieres entrant dans sa composition. A ce
titre, les mycotoxines comme d’autres composés toxiques, qui sont trés peu dégradés au
cours des différents procédés de fabrication, méritent une attention particuliere.

La présence de mycotoxine telle le DON dans les aliments n’est pas rare, et le systeme
digestif des animaux reste une premiere cible pour cette toxine. Chez le porc, la
consommation d’aliment contaminé en DON peut altérer la membrane épithéliale du tractus
digestif (Coteet al., 1985), et plus particulierement au niveau de liléon, site majeur
d’absorption de la toxine (Rottet al., 1996; Erikseret al., 2003). Une étude récente a
montré que le DON diminuait I'expression de protéines de jonction de I'épithélium intestinal
de l'iléon et favorisait la translocationEl’ colia travers la barriere intestinale (Pinttnal.,

2007). En revanche, les effets du DON sur la flore intestinale ont été trés peu étudiés, alors
que I'équilibre de la flore intestinale est reconnu pour étre un facteur important de la santé
animale et plus particulierement de la résistance aux infections par les entéropathogenes
(Hopwoodet al., 2002; Plusket al., 2007). Chez le porc, seules des étudedtro ont

permis d’'identifier certaines bactéries intestinales responsables de la détoxification du DON
(Kollarczik et al., 1994; Erikseret al., 2002). Une augmentation de la flore anaérobie
intestinale cultivable a été mise en évidence avec un autre trichothécéne, la toxine T-2 (Tenk
et al., 1982). Par contre, les effets du DON sur la microflore intestinale n’ont jamais été
rapportes.

Dans les pays industrialiséSalmonella enterica représente le principal agent pathogene
de contamination des produits agroalimentaires destinés a la consommation humaine. Les
salmonelles posseédent des sérovars ubiquistes, tels Choleraesuis, Derby, Typhisuis ou
Typhimurium, différenciés selon leurs antigénes somatiques et flagellaires, leur permettant de
contaminer indifféremment les espéces animales et humaines (&lzahp2000). Certains
sérotypes peuvent provoquer une infection sévere chez une ou plusieurs espéces animales,

mais la grande majorité n’entraine qu’une colonisation des voies digestives des animaux; on
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parle ainsi de portage asymptomatique (Bogeml., 2008). A titre d’exemple, des études
épidémiologiques effectués aux Etats-Unis ont montré que 1,4% a 22% des exploitations
porcines comptaient des animaux positifs en salmonelles, suivant le type d’élevage, sans
gu'aucun symptdme infectieux ne soit déclaré (Dawesl., 1998; Barbeet al., 2002;
Rodriguezet al., 2006). En Europe, la présenceSddmonella Typhimurium est la premiére
cause de toxi-infection alimentaire et il a été estimé qu’'entre 15 et 23% des cas des
salmonelloses humaines avaient pour origine la viande de porc (Bbgen2008).

Certaines mycotoxines ont été incriminées comme agents aggravants des troubles
digestifs et par voie de conséquence d’infection des animaux. Mais jusqu’ici, les informations
sur la combinaison des deux infections sont peu nombreuses et restent contradictoires suivant
'espece animale et la mycotoxine étudiée. Hara-Kedoal., 1995) ont montré que
'administration orale a des souris BALB/c de 2 mg/kg PV de DON, 2 semaines avant une
inoculation deSalmonella enteridisfavorisait la multiplication de la bactérie dans les
ganglions mésentériques et le foie des animaux. Par contre, aucune différence sur la
prolifération deSalmonella Typhimurium n’a été observée chez ces mémes animaux exposés
a un autre trichothécene, la toxine T-2 a 2 mg/kg PV (Zietial., 1987) alors que selon
d’autres études (Tai et Pestka, 1988; Vidal et Mavet, 1989), cette mycotoxine a engendré une
augmentation de la réponse immunitaire et de la mortalité chez des souris infectées par
Salmonella Typhimurium. De méme, l'administration d'un aliment contaminé par de
'ochratoxine A (3 ppm) peut augmenter la susceptibilité des poulets a une colonisation du
tractus digestif paBalmonella Typhimurium (Fukatet al., 1996), et diminuer les défenses
immunitaires et la réponse vaccinale des porcs en croissance infect&alpamella
Choleraesuis (Stoest al., 2000). D’aprés un travail réalisé dans notre équipe a I'AFSSA de
Ploufragan (Tangugt al., 2006), I'exposition chronique des porcs a un aliment contaminé
avec la fumonisine B1 a une dose de 8,5 ppm n’a pas eu d’effet sur I'excrétion et la durée de
portage de Salmonella Typhimurium par les porcs en phase de croissance.

L’alimentation ou la présence de troubles digestifs étant susceptible d’influencer la
persistance des salmonelles chez les animaux (Fravalo, 2002; Mikkelseret al., 2004),
l'effet du DON sur la flore digestive et la sensibilité a l'infection aux salmonelles des
animaux reste a explorer. Ainsi, le premier objectif de cette seconde partie de these a été
d’évaluer I'impact d’'une absorption chronique d’'un aliment naturellement contaminé en
DON, a la fois sur la flore intestinale cultivable de porcelets en croissance par comptage des
bactéries anaérobies sulfito-réductrices (ASR) et de la flore aérobie mésophile (FAM), et sur

I'équilibre de la flore bactérienne totale (cultivable et non cultivable), par une technique de
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biologie moléculaire CE-SSCP (Capillary Electrophoresis Single-Stranded Conformation
Polymorphism). Les effets de cette alimentation ont ensuite été explorés sur la sensibilité des
animaux a un agent pathogene zoonotidiedmonella enterica Typhimurium, en portage
asymptomatique. Nous avons mesuré ces effets a travers I'appréciation du statut général
clinique des animaux et la mesure de leurs performances zootechniques, ainsi que sur des
indicateurs bactériologiques (coliformes thermotoléraBtmonellaspp.) et sérologiques

(IgA, séroconversion).
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1. Impact du DON sur la flore intestinale des porcs

Dans le but d’évaluer I'impact d’une alimentation naturellement contaminée en DON (2,7
ppm) sur la flore intestinale des porcs, une étude comparative a été réalisée sur 24 porcelets
de 9 semaines d’age, nourris pendant 4 semaines avec, pour moitié, un aliment exempt de
mycotoxine et pour l'autre moitié, un aliment contaming.

Aucun signe clinique ni pathologie n'ont été observés chez les animaux recevant un
régime contaminé. La premiere semaine suivant la distribution de I'aliment contaminé, une
réduction significative du gain de poids et de la consommation alimentaire a été observée
chez les porcelets recevant l'aliment contaminé comparés aux porcelets recevant l'aliment
témoin. Aprés 5 semaines de distribution d’aliment contaminé, les performances de
croissance étaient identiques dans les deux lots. Aucun effet véritable du DON sur la
population microbienne cultivable n'a pu étre observé par les méthodes de bactériologie
classique. En revanche, I'analyse des profils de flore par CE-SSCP a permis de mettre en
évidence des différences de profils de flore bactérienne intestinale entre les porcs recevant un
aliment contaminé et les porcs nourris avec l'aliment témoin dans la période de deux a quatre

semaines suivant le début de la distribution de I'aliment contaminé.

D’apreés les résultats de cette étude, il apparait donc que les nouvelles techniques de biologie
moléculaire permettent de mettre en évidence des modifications de profils de flore
intestinale, qui n'‘apparaissent pas avec les méthodes culturales. Au-dela de I'intérét suscité
par les résultats de ces techniques de biologie moléculaire, ces éléments laissent a penser que

cette toxine a de réels effets sur I'équilibre de la flore intestinale.

Ce travail a fait I'objet d’'un article scientifique, publié dans le journal « International

Journal of Molecular science pparu en 2009 (cf : page 3 de la thése).
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Abstract: Deoxynivalenol (DON), a mycotoxin produced by some Fusarium species, is a
frequent contaminant of cereal. In the present study, 24 weanling piglets received either
control feed or feed naturally contaminated with DON (2.8 mg/kg) for four weeks.
Consumption of contaminated feed significantly reduced the animal weight gain during
the first week of the experiment, but had a moderate effect on cultivable bacteria in the
pig intestine. By contrast, changes in the intestinal microflora were observed by Capillary
Electrophoresis Single-Stranded Conformation Polymorphism (CE-SSCP) in DON-
exposed animals, suggesting an impact of this toxin on the dynamics of intestinal bacteria
communities.

Keywords: Mycotoxin, Deoxynivalenol, pigs, intestinal microflora, growth performance,
faeces, anaerobic sulfite-reducing bacteria, CE-SSCP.
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1. Introduction

Mycotoxins are fungal secondary metabolites, potentially hazardous to human and animal health
following consumption of contaminated food or feed. Contamination of cereals with mycotoxin is a
worldwide problem leading to important economic losses for the agricultural industry [1]. The
toxicological syndromes caused by ingestion of mycotoxins range from sudden death to reproductive
disorders and growth impairment. Consumption of fungal toxins may also decrease resistance to
infectious diseases [1, 2].

Deoxynivalenol (DON), also known as vomitoxin, is a mycotoxin of the trichothecene family that is
mainly produced by Fusarium spp. DON is commonly detected in cereals, particularly in wheat,
barley, maize, and their by-products. It is the most prevalent trichothecene contaminant in crop
production in Europe and North America [3]. This toxin is resistant to milling, processing and heating,
and, therefore, readily enters the human and animal food chains [4]. DON exhibits toxic effects in
humans as well as in all animal species investigated to date [5, 6]. Among animal species, pigs show a
relative high sensitivity to DON, and, because of the high percentage of wheat in pig diets, swine could
be at a greater risk of exposure to this toxin. In swine, the initial adverse effect observed after DON
exposure is reduced feed intake. Growth (anorexia and decreased nutritional efficiency), immune
function (enhancement and suppression), and reproductive performances (reduced litter size) are also
adversely affected by DON [7].

The intestine is the major site of DON absorption [5]. In the pig, DON is rapidly and efficiently
absorbed, most probably in the upper part of the small intestine, and is mainly excreted in the urine,
with no accumulation in tissues [8, 9]. Consumption of DON-contaminated feed in pigs impacts the
gastrointestinal tract, causing epithelial injuries of the stomach and the intestine, leading to intestinal
inflammatory response [5, 10, 11]. In vitro and in vivo studies have also demonstrated that DON
inhibits intestinal nutrient absorption [12-14], alters intestinal cell functions [15, 16], and compromises
the intestinal barrier function [16, 17].

By contrast, the effect of DON on the intestinal microflora has been poorly investigated. In vitro
studies have identified intestinal bacterial strains that promote metabolism, binding or detoxification of
DON [18-22]. Direct impact of DON on intestinal microflora composition has never been reported and
only few data are available for other members of the trichothecene toxin group. Feeding pigs with the
T-2 toxin resulted in a substantial increase of aerobic bacterial counts in the intestine [23]. By contrast,
feeding pigs with fumonisin was not reported to induce any modification of Salmonella counts in the
ileum, caecum and colon in an asymptomatic carriage pig model [24] and bacterial growth of species
representative of the human intestinal flora was not affected by this mycotoxin [25].

Stability of the intestinal flora appeared to be an important factor for animal health [26, 27]. The
aim of the present study was to characterize the effect of chronic exposure due to consumption of
naturally DON-contaminated diet on the stabilized intestinal microflora of pigs. The DON effect was
assessed by bacterial counting of aerobic and anaerobic cultivable-indicators, relevant for pig health
status studies. The dynamic of the total bacterial community was investigated by molecular technique
(Capillary Electrophoresis Single Stranded Conformation Polymorphism, CE-SSCP) in order to
investigate culture-independent bacterial populations.
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2. Results
2.1. Zootechnical performance

A significant reduction of daily weight gain was observed in piglets exposed to the contaminated
diet when compared to animals receiving the control diet (Table 1). This effect was transient and no
differences in the daily weight gain of animals feed with control or contaminated diet was observed
during the second, third and the fourth week of the experiment (Table 1). During the entire
experimental period, no animal manifested diarrheic episodes, vomiting or hypothermia symptoms.

Table 1. Growth parameters of pigs during the experimental period.

Experimental Experimental period (in days, d)

Parameters
Group d-7todo® d0 to d7 d7todl4 dl4tod2l d21tod28

Daily Weight Control 0.93+0.05® 096+004 1.02+0.04 1.15+0.07 1.00+0.12

Gain DON 0.85+0.04 0.42+006 " 0.96+0.06 1.00+0.07 1.07+0.06
Feed intake Control 1.67+005® 209+0.09 259+0.04 2.85+0.01 3.05+0.04
|
DON 1.55 + 0.04 1.12+0.02 277+0.12 2.86+0.01 2.78+0.06
Feed
) Control 1.79+0.07% 218+0.07 254+0.09 2.47+0.02 3.06+0.58
conversion
i DON 1.84 +0.02 2.68+046 2.87+011 2.88+0.37 2.60+0.07
ratio

) Before DON exposure; @ Data are mean + SE of twelve (d-7 to d0), or six (others
periods) pigs per group; © Data are mean + SE of consumption per animal per day,
calculated on the basis of collected values in two pens per group (n=2);  Data are mean =+
SE, calculated for the period on the basis of collected values in two pens per group; DON-
treated and control animals were compared by Student t test: *** indicates statistically
significant differences, P<0.001.

2.2. Bacteriological analysis

Faecal samples collected on days 0, 7, 14 and 28, from animals receiving either the DON-
contaminated or the control diet and stored frozen were analysed by classical bacteriological analysis.
The effect of DON was first investigated by measuring total faecal Aerobic Mesophilic Bacteria
(AMB) and Anaerobic Sulfite-Reducing (ASR) bacterial counts representing the dominant cultivable
bacterial population. The analysis was completed with a molecular-based method, by comparing the
CE-SSCP patterns from dominant population analysis of the individual intestinal flora.

We verified that freezing only had a minor effect on the bacterial count. Indeed, the bacterial load
before and after freezing decreased by 0.45 to 1.08 log CFU/g for ASR and by 0.18 to 1.28 log CFU/g
for AMB. Thus, the decrease was lower than 1.5 log CFU/g for both bacterial groups.

Total AMB and ASR bacteria were used as an indicator of aerobic, facultative anaerobic and
anaerobic flora. Data reported in Table 2 indicated that the number of bacteria (AMB and ASR) in the
faecal samples slightly evolved during the experimental period. The number of AMB was significantly
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increased during the first week of the experiment, reached a plateau (days 7 to 14) and then decreased
only in samples from animals receiving the control diet. The concentration of ASR in faeces was stable
during the first two weeks of the experimental period and decreased in both groups (control and
contaminated diets) at the last sampling date (day 28). At the end of the trial, AMB concentrations
were slightly but significantly higher in pigs fed the DON-contaminated diet than in the control group
(Table 2).

Table 2. Evolution of bacteria counts in faeces from pigs during the experimental period.

. Experimental Sampling days (d)
Bacteria )
group do d7 di4 d28
Aerobic Mesophilic Control 524+025% 7.68+0.22° 7.37+0.13° 653+0.14°
Bacteria (AMB) DON 527+0.08% 7.37+032° 7.71+035° 7.22+0.10°
Anaerobic Sulfite- Control 952+0.05% 9.31+0.15% 9.02+0.17% 7.83+0.16°
Reducing bacteria (ASR) DON 9.05+0.39% 866+0.38% 845+0.22% 7.27+0.09°

Results are expressed as log (Colony Forming Unit /g faeces), mean £ SE (n=6 individual
samples); *° Data not sharing a common letter within the same bacterial group are
significantly different (p<0.05), compared with contrast associated with the linear mixed
model, p< 0.05; ) before DON exposure.

A molecular analyse was also performed to determine the effect of the DON contaminated diet on
faecal microflora balance. The dynamic of the bacterial communities was evaluated by means of
several parameters such as the dominance and the richness indexes from CE-SSCP profiles. The
dominance index (S), referring to the diversity, was conserved throughout the experiment in both
control and DON-exposed groups (Table 3). In the control group, the richness index (R), based on the
peak numbers, decreased significantly at day 14 and was lower in the control group when compared to
the DON-exposed group (Table 4).

To calculate the similarity between communities, fingerprints are usually analysed by cluster
analysis, e.g., unweighted pair-group method based on arithmetic means [28], or by Principal
Component Analysis (PCA) statistical analysis. In the present study, cluster analysis and PCA were
not performed because samples from each animal taken at different times were considered as
dependent data and the number of independent data (different animal) was too small to provide a
robust cluster or PCA analysis. The distances between bacterial communities for animals fed control or
contaminated diets were investigated by comparing the peak area for all samples according to contrast
analysis associated with the linear mixed models.

Based on two repetitions for each sample, the statistical analysis with the linear mixed model did
not show any significant differences between samples. In CE-SSCP profiles, among all observed
peaks, 3 peaks showing a significant treatment by time interaction were identified according to the
linear mixed model (Figure 1; Peak 23, p = 0.024; Peak 26, p = 0.015; Peak 32, p = 0.004).
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Table 3. Dominance and richness indexes from CE-SSCP patterns.

@ Experimental Sampling days (d)
Index L
group do® d7 d14 d2s
Dominance Control 093+0.01* 092+0.01% 094+001° 0.93+0.02%
(S) DON 092+001% 0.93+0.01°% 094+0.01° 0.95+0.01°
Richness Control 0.86+0.04% 0.83+0.03% 0.70+0.02°* 0.84+0.04°
(R) DON 0.84+0.03*% 0.80+0.04°% 0.87+0.03° 0.83+0.03°

Note: Results are expressed as mean + SE (n=6 individual samples). ) Before DON
exposure. ® Dominance index (S: Simpson index); Richness index (R). ** Data not
sharing a common letter within the same row group are significantly different (p<0.05).
DON treated and control groups were compared with contrast associated with linear mixed
model the linear mixed model; *, P<0.05.

Table 4. Effect of time and diet on the area of selected peaks obtained from CE-SSCP
profile analysis.

Peak Experimental Sampling days (d)
ea
group do® d7 d14 d2s

503 Control 356+099 *¢ 343+228 %" 120+046°* 512+152 ¢
DON 1.65+0.32 ° 396+1.12° 626+141 ° 580+129°

526 Control 30.80+921 % 3534+483°% 7.33+265° 27.44+620 %%
DON 21.21+528 *° 2627+4.05°% 260+049 ° 10.90+271 ¢

o3 Control 17.18+4.43 @ 1938+214 % 427+255" 16.28+3.78 & **
DON 11.43+2.62 2 1512+235°% 835+267 % 521+1.86°

Note: Results are expressed as mean arbitrary units + SE (n=6). ™ Before DON exposure.
¢ Data not sharing a common letter within the same row are significantly different
(p<0.05). For each peak and at each day, values were obtained for control and DON-
treated animals compared with contrast associated with the linear mixed model:
*: p<0.05; ** p< 0.01.

According to these peaks, the days showing a significant difference of the peak area between
animals feed control and DON-contaminated diets were then determined (Table 4). At day 14, the area
of peak 23 was 5.2 fold higher (p<0.05) for control animals compared to that of DON-exposed
animals. At day 28, the areas of peaks 26 and 32 were lower for control animals compared with those
of DON-exposed animals (2.5 fold, p<0.01 and 3.1 fold, p<0.01, respectively).
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Figure 1. CE-SSCP profiles of faeces from control animals (dotted line) or from DON-
exposed animals (continued line) group at day 28. Both profiles were obtained after
normalisation with the GeneMapper software (Applied Biosystems, Foster City, USA) and
standardisation (aligning). Indicated peaks are those whose area is significantly modified
during the whole of the experiment according to contrast analysis associated with the linear
mixed model (p<0.05). RFUs, Relative Fluorescence Units.

RFlls
R

3. Discussion

The main purpose of this study was to evaluate the effect of a diet naturally contaminated with
DON on the intestinal microflora of the pig. Indeed, the intestinal microflora is very important because
there are close links between the host and its intestinal microflora especially through the immune
response and via the metabolic products of fermentation processes. Thus an impaired balance of the
intestinal flora could have many adverse effects on the health of the host [29].

One of the challenges of the experimental design was to find raw materials naturally contaminated
with DON and not contaminated by other toxins from Fusarium. The experimental diet presented a
level of DON of 2.8 mg per kg, with low levels of other mycotoxins. This DON contamination level is
comparable with that used in other studies [16, 30, 31] and is in accordance with the higher levels
currently found in feed manufactured with usual feed constituents.

The main effect of DON ingestion, especially in pigs, is a decrease of both feed intake and weight
gains [6, 7]. These effects are observed for contamination level above 1 mg/kg feed and are dependent
on the age of animals and the feeding period [7]. In the present study, feeding pigs with a diet naturally
contaminated with DON (2.7 mg/kg) had a transient negative effect on the daily weight gain of the
animals. A reduced feed consumption was also observed, however, as the feed consumption could only
be measured at the pen levels (two pens per diet) and the effect of DON was not statistically
significant. These results are in agreement with other studies, showing a transient effect of DON on
feed intake in pigs [32, 33]. However, other experiments using DON levels above 3 mg/ kg feed, have
shown a persistence, for up to eight weeks, of the DON effect on growth parameters [10, 34]. Our
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results confirmed that DON has an impact on zootechnical parameters in pigs without clinical signs of
disease and that DON-contamination could have a more deleterious effect on growth performances
than a moderate feed restriction.

More recently, several studies have investigated the interaction between some intestinal microflora
strains and mycotoxins, such as Trichothecene, in in vitro experiments [18-20, 22, 35]. These studies
aim to identify bacterial strains that could reduce the toxicological effects of mycotoxins. To our
knowledge, few studies have investigated the effect of Trichothecene on the intestinal microflora [23].
After administration of T-2 toxin at a dose of 5 mg/kg, an increase in bacterial counts in the gut of rat
and pigs, especially of Coliform bacteria, has been observed. The authors related this modification to a
change in the host’s natural resistance of the intestinal content [23].

In the present study, although a slight but statistically significant, effect of DON, being lower than 1
log CFU/g, was observed on AMB concentration at day 28, no significant effect of DON could be
observed using the culture-dependent method on the ASR concentration mainly represented by the
Clostridium group, representing the dominant cultivable intestinal bacterial population [36].
Nevertheless, changes in AMB and ASR counts in faeces of pigs were observed in relation to the age
of the pigs, may correspond to the adaptation to experimental diet [37]. Indeed, the percentage of
wheat in the diet was progressively increased before experimental diet introduction. Comparison with
intestinal bacterial counts performed in other studies [38, 39] is difficult because of the variability
between experimental designs. Moreover, we should be keep in mind that estimates of culturability of
bacteria in the gastrointestinal tract vary from 10 to 50% [40] and classical bacteriological counts
cannot illustrate the changes in individual species abundance of the microbial community.

Based on the electrophoretic separation of single stranded DNA fragments according to size and
secondary structure, the CE-SSCP technique provides fingerprints of a complex microbial community
[41, 42]. This method was used in order to assess the potential changes of bacterial community in
animals fed either control or DON-contaminated diets. These changes were observed by calculating
the dominance index, reflecting the diversity (Simpson index, S) and the richness (R) index, according
to the peak area and the number of peaks, respectively. No effect of DON on the diversity degree was
observed. The diversity is conserved from day 0 to day 28, corresponding to 9 to 13 week-old pigs, in
both control and DON-exposed groups. These results are in accordance with previous reports showing
that the normal adult flora is developed and becomes stable and characteristic for each animal after 4 to 6
weeks post weaning [43, 44]. By contrast, the richness index evolved during the experiment, being
lower in the control group than in the DON-exposed group at day 14. However, this difference seems
to be related more to the decrease of the R index in the control group than to a potential effect of DON.

The CE-SSCP is able to show changes in total intestinal microflora, although a common criticism of
community fingerprinting techniques is the potential for artifacts. The number of peaks allows an
estimation of the species richness, although in a complex matrix it may only represent the dominant
populations. In theory, one bacterial species is represented by one peak. However, because of
intraspecies operon heterogeneity or potential multiple conformation of the same sequence, it has been
observed that one organism may yield more than one band or peak [45, 46]. The extraction and the
number of PCR products can be biased to specific groups [47] or overestimated because of multiple
rDNA copies per genome [48]. In addition, when more than 35 peaks are present, the number of peaks
does not directly correlate with the degree of diversity [49].
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Despite the high variability between individual animals and the lack of significant changes due to
by the effect of DON on the diversity of the bacterial community, the statistic linear mixed model
developed in this study allowed the identification of specific peaks, which presented significant area
variations, representing specific changes in CE-SSCP patterns. To our knowledge, this is the first time
that an impact of DON on the intestinal microflora has been demonstrated. Thus, as this effect could
have consequences for the pig health status, further investigations would be interesting. Although the
most important changes in microflora are usually observed just after the weaning when the most
digestive problems occur, the variability of intestinal microflora is very high during this period. As the
high variability could have masked some changes, as a consequence this first study was performed on
9-week-old pigs when the microflora is stabilised [43, 44] and when the diet formulation is constant.
Further studies on the influence of DON on young animals could be relevant.

The microflora in the ileum is distinct in composition from that in the caecum, colon or faeces [50],
knowledge of the effect of mycotoxin on microbial intestinal flora being limited. Only faecal samples
were analysed in this explorative study. The results of this first study clearly demonstrate that low
doses of DON which could be usually find in livestock animals feedstuff had an impact on the faecal
flora. Considering the faecal flora, these original findings are very interesting because it hypothesized
that low doses of DON could modify the gastrointestinal associated microflora. Future studies on the
impact of DON on different parts of the gastrointestinal tract, especially the ileum where most DON is
absorbed [8, 9] and the large intestine where DON is metabolised [9], will help to better define the
impact of DON of intestinal microflora. Other doses of mycotoxin could be tested in order to evaluate
the impact of the acute toxicity of mycotoxin on pig microflora.

The statistical model developed in the present study could be of interest to identify slight changes,
which cannot be identified by classical statistical analysis. However, further investigations are needed
to identify and sequence the genome of the bacterial communities corresponding to the selected peaks.
To identify peaks of CE-SSCP runs, the microbial community PCR products have to be analysed in
parallel with PCR products obtained from a clone library of the selected sample, and the average and
standard deviation of the relative migration distance of all peaks could be determined. CE-SSCP is a
promising high-throughput tool for profiling complex communities [51]. Despite the extensive use of
CE-SSCP, the assignation of peaks remains fastidious and not always possible in particular in a
complex matrix. Other fingerprint methods on gels (SSCP, Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
DGGE) or by chromatography (Denaturing High Performance Liquid Chromatography DHPLC) allow
the assignation of bands or peaks by sequencing directly from the gel or eluted samples. Nevertheless,
due to artefacts, the identification of unique species by band or peak is infrequent in a complex matrix.
It would also be interesting to ascertain if these changes in the intestinal microflora are dependent on
the dose of DON ingested and if they would persist when pigs return to a mycotoxin-free diet.

4. Experimental Section
4.1. Animals, housing and experimental design

Animals were used in the accordance with Guidelines National Institutes of Health Guide and the
French Ministry of Agriculture for the care and use of laboratory animals. The study was carried out
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with twenty-four 9-week-old specific pathogen-free Large White pigs, born at the AFSSA
experimental farm at Ploufragan, France. After weaning at four weeks of age, animals were
individually identified and divided into two groups (6 females and 6 castrated males per group), with a
mean initial live weight of 30.0 £ 2.1 kg and 29.6 £ 1.6 kg respectively. At nine weeks of age, pigs
were fed with the control or the experimentally contaminated diet, which constituted the day 0 of the
trial. Each group, divided into two pens of six animals, was housed in a separate block of the housing
unit with free access to feed and water. Pigs were randomly distributed within pens in order to avoid
the effect of the pen and of the lineage. Pigs were examined daily for body temperature and faeces
aspect. No morbidity or mortality was recorded during the study. Room temperature and air velocity
were automatically controlled, and pens were daily cleaned. Feed refusals were weighed and
discarded. In each group, six pigs (three per pens) were sacrificed at day 7; the other six animals were
sacrificed at the end of the experiment (at day 28).

4.2. Experimental diet

Pigs were fed ad libitum a based diet prepared locally and formulated according to energy and
dietary amino acid requirements of growing pigs [52]. Two different batches of wheat were used in the
diets, one control batch was free of mycotoxin-contamination and one batch was naturally
contaminated with DON (Table 5). Type A trichothecenes (diacetoxyscirpenol, T-2 toxin, HT-2 toxin
and 15-acetoxyscirpenol), type B trichothecenes (DON, 3-acetyl DON, 15-acetyl DON and nivalenol),
Zearalenone (ZEA) and ochratoxin were analysed in the final diet. Mycotoxins were analysed using
Liquid Chromatography coupled with tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) techniques and their
detection limit was 10 pg/kg feed (Laboratory LDA 22, Ploufragan, France). Only mycotoxins which
were detected at least in one of both experimental diets are presented in Table 5.

4.3. Zootechnical performances and sample collection

Pigs were weighted weekly. The daily weight gain was calculated per animal and feed intake was
measured per pen, per week during the four weeks of the experiment. Feed conversion ratio was
calculated by week per pen on the basis of the consumption.

Faecal samples were individually collected on day O (before DON exposure), and days 7, 14, and 28
of the experiment. Samples were immediately divided into two fractions and stored at -20°C: one
fraction was used to count intestinal bacterial populations by cultural methods (see bacteriological
counts), the other being used to perform molecular analysis by Capillary Single-Stranded
Conformation Polymorphism (CE-SSCP).

4.4. Bacteriological counts

Media: Tryptone salt tubes (ref. 42076) were obtained from Biomerieux (Craponne, France), Tryptone
sulfite-cycloserine (TSC, AEB152892), and peptone water (AEB140302) were purchased from AES
Chemunex company (Bruz, France). Tryptone soya agar (TSA, CM0131) was obtained from Oxoid
(Dardilly, France). The D-Cycloserin antibiotic was purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, USA).
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Table 5. Ingredient, nutrient composition and mycotoxin contamination of the
experimental diets.

Diet
Control Contaminated
Energy
Net energy (MJ.kg™) 96 90
Composition (%)
CleanWheat 65 0
Contaminated wheat 0 65
Soybean meal 195 195
Barley 8.5 8.5
Lucerne 3 3
Calcium phosphorus 1.25 1.25
Clay 1 1
lodised salt 0.3 0.3
Limestone 0.2 0.2
Additives 0.08 0.08
Vitamins and mineral mixture® 1.07 1.07
Nutrient component (%)
Dry matter 87.0 87.2
Mineral matter 6.2 6.1
Brut organic matter 80.9 81.1
Crude fat 3.1 3.2
Nitrogen extract 18.2 18.3
Cellulose 2.8 3.2
Amidon 43.4 42.7
Mycotoxin (ug.kg?) @
Deoxynivalenol (DON) 65 2700
15-acetyl DON nd © 20
Nivalenol nd 75
Zearalenone nd 275

@ provided per kilogram of diet: vitamin A, 13,910 IU (IU, International
Unit); vitamin D3, 5,350 1U; vitamin E, 26.8 1U; vitamin B1, 2.5 1U; vitamin
K3, 4.3 IU; vitamin C, 21.4 1U; copper sulphate, 16 mg; iron carbonate, 69.5
mg; manganese, 96.3 mg; zinc, 91 mg. ) Only mycotoxins detected in at least
in one of the experimental diets are mentioned. ® nd = not detectable

Bacterial culture: Due to experimental limitations, analyses could not be performed on fresh samples.
Hence, individual samples were frozen at -20 °C. In order to control the effect of freezing on bacterial
counts, at each sampling day, a sample (15 g) obtained from a pool of fresh faeces from six control
animals was analysed by plate counting before and after freezing. Individual and pool samples were
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thawed in ice for 1 hour before plating. Fifteen grams of thawed faeces were poured in buffered
peptone water at 1:10 (w/v). The samples were serially 10-fold diluted and 3 dilutions of each sample
were plated. Two intestinal bacterial populations were investigated: Anaerobic Sulfite-Reducing
bacteria (ASR) and Aerobic Mesophilic Bacteria (AMB). AMB colonies were counted using a Spiral®
DS Plus plater (Interscience, St Nom-La-Breteche, France) after 48 h of growth on TSA plates (30 °C).
ASR colonies were counted on plates after 24 h of growth in TSC (37 °C) in sealed jars using the
AnaeroGen™ (Oxoid, Dardilly, France) system to create an oxygen-reduced atmosphere. The
concentration of bacteria in the original sample was calculated as the mean of three dilutions for each
faecal sample. The results are expressed as the mean of CFU/g from six animals + Standard Error (SE).

4.5. Capillary Single-Stranded Conformation Polymorphism (CE-SSCP) analysis

Intestinal flora evolution was evaluated by comparison of 48 CE-SSCP profiles from 12 individual
faecal samples.

DNA extraction: Two hundred mg of thawed faeces were diluted in 1.4 mL of lysis buffer (Q1Aamp®
DNA stool mini-kit, Qiagen, France) and vortexed until completely dissolved. DNA extraction was
carried out by using the QIAamp® DNA stool mini-kit according to the manufacturer instructions.
Extracted DNA was loaded on 1% agarose gel in order to verify its quality.

PCR amplification: For the total microflora analysis, DNA was amplified from 1 pL of extracted DNA
solution, and added to the PCR mixture containing 1.3 pL of dNTP (Stratagene, France) (10mM), 5uL
of buffer 10X, 1.3 pL of each primer (100 ng/pL), 0.5 pL of pfu turbo DNA polymerase (Stratagene,
France) (2.5 U/uL), and 40.9 L of high-purified water. The targeting DNA sequence of the V3 region
of DNA 16S was used for total bacteria recognition with already published primers [53] w49
(AGGTCCAGACTCCTACGGG) and wl04* (*TTACCGCGGCTGCTGGCAC) (Sigma-Proligo,
UK). Primer w104* was labelled with 5°-6 Fam fluorescent dye. Primer w49 was labelled with Hex
fluorescent dye. These primers are specific for the Eubacteria phylogenic domain. The mix was run for
2 min at 94°C, then 25 cycles of 30 sec at 94°C, 30 sec at 61°C, 30 sec at 72°C, and 10 min at 72°C.
PCR reactions were performed with a Gene Amp 9700 or 2400 (Applied Biosystems, France). After
amplification, 10 pL of the amplified product were run on a horizontal 2% agarose gel in TBE 1X,
with a DNA ladder of 100 bp size in order to control PCR reactions (Ozyme, France). Gels were
stained with Ethidium Bromide (0.5 pg/mL) during 20 min and the images were captured under U.V.
illumination by a video system.

CE-SSCP electrophoresis: Each DNA from PCR product from was diluted in water according to the
intensity signal observed on the agarose gel to obtained standardised samples. 1 pL of the standardised
proportion of PCR product was diluted in high purified water (1:5, v:v) and then mixed with 18.5 uL
of sequencing buffer mix and 0.5 pL of internal standard HD 400 [rox] (Applied Biosystems, Foster
City, USA). After a denaturing step at 95°C during 5 min, the mix was quickly cooled on ice during 10
min before capillary electrophoresis conducted in a Genetic Analyser 3100-Avent (Applied
Biosystems, France).
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The CE-SSCP gel composition was 6.22 g of CAP polymer (Applied Biosystem, Foster City, USA),
1 g of glycerol (In Vitrogen, France), 1 mL of 10X buffer (Applied Biosystem, Foster City, USA),
completed to 10 mL with Milli-Q water. Capillary Electrophoresis was run at 32°C under 15kV. Each
48 PCR products were analysed by 2 CE-SSCP runs. The statistical analysis by the mixed linear model
(see below) was performed on duplicate CE-SSCP profiles of all the 48 samples.

4.6. Data analysis

All data analyses were computed with the SAS software (SAS, 2004).

Zootechnical data: The zootechnical data are the mean * Standard Error (SE) of results obtained from
twelve or six animals, depending on the date of sacrifice of the animal. These data were analysed by
ANOVA test for repeated and correlated series, after checking for the homogeneity of the residual
variance (Hartley’s test).

Bacteriological data

Bacteriological counts. Bacteriological count data are expressed as the mean of log (CFU/g) +
Standard Error (SE) from six animals. Statistical analyses were performed with the linear mixed model
(see below).

CE-SSCP. The SSCP fingerprints were analysed with the GeneMapper™ software (Applied
Biosystem, Foster City, USA) with a minimum peak height threshold of 50 Relative Units of
Fluorescence (RFUs). Profiles obtained were stacked according to the internal standard position. To
compare CE-SSCP patterns, additional alignments were done in order to adjust the peak positions of
all standardized profiles, using a “profile reference” having the highest number of detectable peaks.
The peaks were selected according to contrast analysis associated with linear mixed models.

Diversity and Richness Indexes. The Simpson index of dominance, S = 1 — Pi? where Pi is the
proportion of the peaks area i (a;) in CE-SSCP profiles (Pi = a; / £ a). The S index measures the
probability that two individuals randomly selected from a sample will belong to the same species. The
diversity decreases when the dominance increases. The Richness R was estimated as the number of
peaks present in a profile divided by the maximum number of peaks detectable in a profile (44 peaks)
for CE-SSCP patterns obtained from dominant population analysis [49].

Statistical models: Linear mixed models were computed with the MIXED procedure of the SAS
software [54]. Random and repeated effects were used for both bacterial count and CE-SSCP statistical
analysis [55-58]. Treatments by time interaction are introduced into the model as fixed effects in
accordance with the design of the study. Animals were incorporated into the model as a repeated
measurement factor in order to take into account the within-animal covariability. Finally, the intercept
of the model was incorporated as a random effect using an unstructured covariance matrix. In the case
of a significant treatment by time interaction, an alternative to multiple comparison procedures, that
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are not available with linear mixed models, was the use of a limited number of contrasts to test
hypotheses of interest. Contrasts were defined to compare both conditions for each time. The
repeatability between 2 CE-SSCP runs was included in the linear mixed model and p values between 2
repetitions were determined.

5. Conclusions

The mechanism of action of DON on eukaryotic cells is well documented but the effect of this toxin
on the intestinal microbiota is largely unknown. In the present study, analysing the CE-SSCP profile of
faecal flora, we demonstrate for the first time that DON modifies the intestinal microbiota of the
animals. Further analyses are needed to better identify the observed changes.
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2. Impact du DON sur le portage asymptomatique de salmonelles chez le

porc

Cette étude a été menée dans le but de déterminer si I'ingestion en continu et sur une
période de plusieurs semaines d'un aliment naturellement contaminé en DON avait une
influence sur le portage asymptomatique SEmonella Typhimurium chez des porcs en
phase de croissance. Outre le suivi de symptdomes cliniques éventuels, nous avons choisi
d’étudier les parameétres zootechniques généraux et, dans une approche expérimentale, de
nous intéresser a la persistanceSd¢monellaspp. dans les tissus et organes, au niveau de

I'excrétion, ainsi qu’a la séroconversion chez les animaux.

Matériels et Méthodes

Animaux et logement

Pour le deuxiéme travail expérimental, le protocole d’expérimentation animale a été
effectué en parallele de celui détaillé dans I'étude précédente (cf. page 93 : &Vathe
(2009), Experimental section), mais sur un total de 72 porcs. De la méme maniére, les
porcelets de 9 semaines d’age ont été logés et alimentés pendant 5 semaines avec un aliment
contaminé ou non par 2,7 ppm de DON, afin de tester I'effet du DON sur le niveau de

portage asymptomatique de Salmonella Typhimurium.

Préparation de la souche Salmonella Typhimurium

La souche bactérienne utilisée pour les inoculations $&dihonella enterica sérotype
Typhimurium résistante a la rifampicine. Avant inoculation, la souche a été isolée sur milieu
Trypton Soja Agar Yeast Extract, TSAYE (AES-Chemunex, France) puis incubée en
bouillon de culture pendant 16 heures a 37°C, pour atteindre une concentration de I'ordre de
10° UFC/ml (Unité Formant Colonie). Aprés deux lavages en solution de Tryptone Sel, TS
(Biomerieux, France), la suspension mere a été dénombrée et ajustée dans 10 ml de TS a une
concentration de PAUFC/mI. Les animaux ont été inoculés par voie orale, avec une dose de

10° UFC de Salmonella Typhimurium avant ou aprés l'introduction de I'aliment contaminé.
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Figure 3: Distribution et traitements des animaux lors de I'essai sur I'effet d’une post inoculation des animaux

recevant un aliment contaminé en DQByinoculationper osde SalmonellaTyphimurium avec 10
UFC de bactérie.



Schéma expérimental et traitements

Au cours de notre étude, cinimaitements différents ont été testés afin d’évaluer
influence d’'une alimentation contaminée en DON sur des animaux infect&ajmaonella
Typhimurium. Un chiffonnage du sol de chaque parc a été réalisé sept jours avant inoculation
de l'agent infectieux (J-7) dans le but d'effectuer une recherch8atteonellaspp. Un
chiffonnage supplémentaire a été réalisé en fin dessai afin de vérifier I'absence de
Salmonellaspp. dans les animaleries des animaux non-infectés. Conformément au protocole
établi pour le suivi des porcs EOPS (Exempt d’Organismes Pathogenes Spécifiques) de la
station, des contréles bactériologiques sur les animaux, les locaux d’élevage et les aliments,
ainsi que des contrbéles sérologiques sur animaux ont été réalisés afin de vérifier le statut
sanitaire des animaux et l'absence de pathogénes majeurs chez les animaux et dans
'environnement. Pour deux des traitements avec mycotoxine, la seule différence a réside
dans la date de distribution de I'aliment contaminé : 7 jours avant infection ou 7 jours apres

infection (Figure 3).

- Cas d’une Inoculation par Salmonella Typhimurium apres contamination par le DON

A J-7, les animaux du groupe DONS(-) (n=12) et du groupe DOQN/S+) (h=12) ont
recu I'aliment témoin, alors que l'aliment contaminé en DON a été distribué aux porcs du
groupe DON#/S(-) (n=12) et du groupe DQMN/S(+) (n=12). Apres sept jours
d’expérimentation (10 semaines d’age), les animaux des groupeg)[BpINet DON+)/S(+)
ont été inoculés individuellement par voie orale avec 10 ml de TS conteffabfF@de
SalmonellaTyphimurium marquée par un gene de résistance a la rifampicine, alors que les
porcs des autres groupes ont recu uniquement du TS.
Des euthanasies ont été réalisées par exsanguination aprés injection d’une dose létale de
doléthal suivant des dates spécifiques a chaque groupe : 6 porcs (3 par parcs) des groupes
DONGH/S(-), DON+)/S(-), DON-)/S(+) et DON+)/S(+) ont été sacrifiés 48 heures post-
inoculation (J+2) et les 6 porcs restant de chacun des lots ont ensuite été abattus a la fin de
I'étude (J+28).

- Cas d’'une Inoculation par Salmonella Typhimurium avant contamination par le DON

Pour des raisons d’organisation, et afin de pouvoir tester une influence du DON post-
infection, 24 porcs ont été placés dans trois animaleries supplémentaires, et répartis selon
trois groupes distincts : groupg-ON(-) (n=6), groupe 8)/DON(-) (n=6) et groupe
S+)/DON(+) (n=12). Comme décrit précédemment, I'inoculation des animaux par Salmonella

-107 - Travail expérimental



Typhimurium a eu lieu 7 jours aprés le début de I'essai (JO). Tous les porcs recevaient un
aliment non contaminé en début d’'essai et, a J+7, les animaux du gie)}pON(+) ont

recu un aliment contaminé en DON, soit 7 jours post-inoculation. Les porcs de chaque
groupe ont été abattus de la méme maniere que dans le cas précédent, mais a des dates
différentes : 6 porcs 48 heures apres introduction de I'aliment contaminé (J+9) et les six
autres du groupe inoculé et alimenté en DON en fin d’essai (J+28), en comparaison des porcs

abattus des groupes inoculés ou non et recevant un aliment témoin du premier essai.

Suivi zootechnique et prélevements des échantillons

Pendant la période expérimentale de 35 jours, les porcs ont été suivis quotidiennement et
pesés toutes les semaines. La température corporelle, I'évaluation visuelle de I'aspect des
fécés, ainsi que I'observation d’éventuels signes cliniques et pathologiques ont été réalisés
guotidiennement et de facon individuelle pour tous les lots. La consommation d’aliment et
I'indice de consommation ont été calculés par semaine et par parc, sur la base de la quantité
d’aliment distribué et des refus alimentaires. Le gain de poids moyen quotidien (GMQ) a été
calculé pour chaque animal. Des prélevements de matiéres fécales ont été effectués a J-7
(avant introduction de I'aliment contaminé), JO (avant inoculation), J+2, J+7, J+9, J+14, J+21
et J+28, afin de réaliser une recherche et un dénombremefBaldmnellaspp. et des
coliformes thermotolérants sur féces frais.

Des préléevements sanguins ont été réalisés a la veine jugulaire dans des tubes secs
Vacutaine? (Greiner Bio-one, Autriche), aux mémes dates de prélévements que les matiéres
fécales. Les sérums ont été préparés par centrifugation (1000 g, 18°C, 15 min), puis stockés a
-20°C. Lors de l'autopsie des animaux, les ganglions mésentériques, les contenus du caecum
et du colon ont été prélevés de facon stérile, de maniére a éviter toute contamination exogene

pour rechercher et dénombrer Salmonella spp.

Mesure de la concentration sérique en IgA:

La concentration sérique en IgA a été mesurée par méthode ELISA (Enzyme linked
immuno-sorbent assay) selon des protocoles décrits dans d’autres études (Pinton et al., 2008).
Des anticorps de chévre anti-IgA de porcs (Bethyl, Interchim, Montlugon, France) ont été
utilisés comme anticorps de capture. La Horseradish peroxidase (HRP) marquée contre les Ig
de porcs et du substrat TMB (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine; Pierce, France) a été utilisée
pour la détection des IgA. La réaction a été stoppée par ajout d’acide sulfuriqueSK) (H

et les résultats ont été lus par absorbance a 450 nm sur un lecteur de plague ELISA (Spectra
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thermo, Tecan, Trappes, France), a l'aide du logiciel Biolise 2.0 (Labsystems, Cergy
Pontoise, France). Les IgA ont été quantifiés en référence a une courbe standard, construite

avec des échantillons dont la concentration en IgA est connue.

Evaluation du statut bactériologique des porcs

- Recherche et dénombrement de Salmonella spp.

Les féces récoltés lors de l'étude, ainsi que les contenus ceecaux et les ganglions
meésentériques prélevés aprés autopsie des animaux ont été analysés immédiatement apres
prélevement, afin de vérifier 'absence 8almonella spp. Les échantillons des animaux

inoculés ont été traités individuellement et ceux des animaux non-inoculés ont été poolés.

= Présence/Absence de Salmonella spp.

Pour chaque individu inoculé aveSalmonella Typhimurium, 10 a 25 grammes
d’échantillons frais ont été dilué au 1#T0dans un milieu de pré-enrichissement EPT (Eau
Peptonée Tamponnée; AES-Chemunex, France) puis homogénéisés avant d’étre incubés a
37°C pendant 16 a 20 heures. La méthode bactériologique qualitative de détection
comprenait deux enrichissements effectués en parallele, a partir de la solution de pré-
enrichissement EPT: (1) un étalement de 100 pl sur une gélose semi-solide de Rappaport-
Vassiliadis, MSRV (Biocare, UK) et (2) un dép6t de 1 ml dans des tubes contenant 9 ml de
milieu Mduller-Kauffmann (MKttn) supplémenté au tetrathionate (2%) et novobiocine
(0,004%), (Biocare, UK). Aprés une incubation de 24 heures a 41,5°C, les boites MSRV ont
été observées afin de confirmer la présence ou I'absen8alawnellaspp. Dans le cas de
résultats négatifs, une deuxieme rechercheSdbmonellaspp. a été effectuée sur ces
échantillons en isolant 5 pl de solution MKttn sur un milieu de sélection Rambach agar
(Merck, Allemagne). Les colonies caractéristiques ont enfin été confirmées par isolement sur
milieu Vert Brillant supplémenté en rifampicine a 0,01%, VBrif (Sigma-Aldrich, France), ne

permettant que la révélation de souche marquée.

= Dénombrementle Salmonella Typhimurium
Parallélement, un protocole permettant une évaluation quantitative a été mis en ceuvre
afin de compléter la recherche de salmonelles. Un millilitre de milieu de pré-enrichissement
en EPT a été dilué en série dans des tubes de TS, afin d’obtenir des concentratidna de 10
10° UFC/ml. Les dilutions ont ensuite été ensemencées en trois répétitions, a l'aide de

'automate Spiral® DS Plus plater (Interscience, France) sur des boites de Pétri contenant du
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milieu VBrif, puis incubées a 37°C pendant 24 heures avant dénombrement. La limite de

dénombrement pour les échantillons était alors de 200 UFC/g de matiére fécale.

- Suivi Bactériologique des populations de coliformes thermotolérants

Afin de dénombrer les populations de coliformes thermotolérants, 15 grammes de féces
ont été dilués au 1/ dans de I'EPT, incubés 24h a 37°C, puis dilués & nouveau en série au
dixiéeme, dans des tubes TS, afin d'obtenir des dilutions de solution mére?cie 105
Cinquante microlitres des dilutions sériées ont été ensuite étalées a l'aide de l'automate
Spiral® DS Plus plater (Interscience, France) sur des boites de Pétri contenant du milieu
sélectif VRBL (Violet Red Bile Agar, AES-Chemunex, France), en réalisant deux répétitions
par échantillon. Les colonies ont été comptées aprés 24 heures d’incubation a 44°C. Les

résultats ont été exprimés en UFC/g de féces.

Mesure de la séroconversion

L’évolution des séroconversions apres inoculation a été mesurée par méthode ELISA
avec l'utilisation du kit de détection des anticorps dirigés contre les salmonelles du porc
(HerdChek, Idexx, Suisse). Les échantillons de sérums ont été dilués Stf teds du
tampon de dilution, puis 100 ul de chaque échantillon dilué ainsi que les contrdles négatifs et
positifs du kit ont été répartis en 2 répétitions dans chaque puits, préalablement sensibilisé
avec une suspension antigénique de LPSalmonella Typhimurium. Aprés une incubation
de 30 min a température ambiante, les puits ont été lavés trois fois avec 300 ul de solution de
lavage apres élimination des surnageants. Cent microlitres de HRP anti-porcine conjugué ont
ensuite été déposés dans chaque puits et incubé 30 min a température ambiante. Aprés trois
lavages, 100 ul de TMB ont été ajoutés dans chaque puits, et les microplaques ont été
incubées pendant 15 min a température ambiante. Aprés I'arrét de la réaction par ajout de 100
ul de solution d’arrét du kit, la densité optique (DO) de chaque puits a été lue avec un
spectrophotométre a une longueur d’onde de 650 nm. Les résultats exprimant le nombre
d’animaux ayant séroconverti a un temps t ont été exprimés en fonction d’'un sérum de
référence avec un seuil de positivité fixé a une DO de 0,4. Pour la mesure quantitative de la
séroconversion, les résultats ont été calibrés par rapport aux sérums positifs et négatifs du kit
et exprimés par I'indice de concentration moyen (ICs) d’anticorps dirigés @aitrenella

spp., selon le rapport suivant :

-110 - Travail expérimental



ICs = [(DOech — DOneg) / (DOpos — DOneg)] x (DOpos / DOposM)

DOech = DO de I'échantillon

DOneg = DO du sérum négatif de contréle du kit

DOpos = DO du sérum positif de contréle du kit

DOposM = DO moyenne des sérums positifs de I'ensemble des plaques

Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + 'Erreur Standard de la Moyenne (SEM) des
valeurs obtenues pour les 6 ou 12 animaux par groupe pour chaque analyse expérimentale.
L’évolution dans le temps au sein d'un méme lot a ensuite été analysée par un test T de
Student pour séries appariées, apres vérification de ’homogénéité des variances. Enfin, un
test d’'analyse des variances (ANOVA) a été effectué pour observer des différences

significatives entre deux traitements.
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Résultats:

> Exposition au DON avant infection

Etat de santé et performances zootechniques
- Suivi sanitaire des animaux

D’'une maniére générale, aucun effet significatif de I'exposition au DON sur l'état de
santé général des animaux n'a été observé au cours des 35 jours d’exposition. Aucune
mortalité ni pathologie liée au portage 8almonella Typhimurium n’a été observée non
plus. Que ce soit en présence ou en absence de DON, les seuls signes cliniques visibles en
lien avec I'inoculation d&almonella Typhimurium ont été une hyperthermie passageére, sans
aucun autre symptéme particulier et sans modification de la consistance des matieres fécales.
La température corporelle moyenne de I'ensemble des animaux a été de 39,3°C + 0,3. Les
pics de température, avec un maximum a 40,5°C, ont été relevés chez les animaux infectés le
lendemain de I'inoculation, chez 3 porcs recevant un aliment témoin et 2 porcs ingérant du
DON.

- Performances zootechniques

Les performances zootechniques des animaux des difféerents groupes sont représentées
dans la Figure 2. Le GMQ a été mesuré de facon individuelle tout au long de l'essai. En
revanche, pour chaque groupe expérimental, la moyenne de la consommation alimentaire par
animal et par jour a été calculée sur la base de la consommation par parc (n=6). Une semaine
avant I'introduction du DON dans l'alimentation, tous les animaux avaient un GMQ et une
consommation d’aliment journaliére identique. En fin d’expérimentation, il n’y avait pas non
plus de différences entre les quatre lots d’animaux (Figure 4b). Aucune différence
significative n'a été observée sur les résultats des parametres zootechniques suite a
inoculation a J+7 des porcs p&almonellaTyphimurium. Des différences significatives
sont apparues en cours d’essai et en particulier aprés la premiére semaine d’expérimentation.
En comparaison des groupes recevant un aliment témoin, le niveau de consommation dans les
2 groupes recevant un aliment contaminé a diminué de 44% (animaux infectés) et de 33%
(animaux non infectés) au cours des 10 jours qui ont suivi le début de la distribution de
l'aliment contaminé. Au regard de la proportion d’aliment retrouvée sous les auges, la baisse
de consommation s’est accompagnée d’'un gaspillage plus important. En paralléle, les

animaux recevant un aliment contaminé ont présenté une diminution significative (p<0,05) de

-112- Travail expérimental



45 % de leur GMQ, dans chacun des deux lots, par rapport aux animaux recevant un aliment
témoin. Lors de la deuxieme semaine de l'essai, les porcs des groupes recevant un aliment
contaming, infectés ou non, ont augmenté significativement leur consommation d’aliment de

1,12 £ 0,03 a 2,77 = 0,17 kg/jour et de 1,33 + 0,01 a 2,32 £ 0,23 kg/jour, respectivement,

pour atteindre un niveau de consommation équivalent a ceux des groupes recevant un aliment
témoin. Leur GMQ s’est également amélioré des la deuxieme semaine (J+7), atteignant un
niveau comparable a celui des animaux témoins 3 a 4 semaines apres le début de la

distribution des aliments expérimentaux.

Statut bactériologique des animaux
- Recherche et dénombrement de Salmonella Typhimurium
Les deux lots non-inoculés p&almonella Typhimurium ont été confirmés négatifs en
recherche bactériologique sur les féces pour les animaux vivants, ainsi que sur les contenus
intestinaux, et les ganglions mésentériques pour les animaux abattus, et ce jusqu’a la fin de
l'essai. Par ailleurs, les chiffonnettes faites dans les animaleries avant inoculation des
animaux ainsi qu’en fin d’étude pour les groupes non inoculés sont restées également

négatives.

Tableau 2 : Evolution du nombre de porcs contaminésSadmonellaTyphimurium lors de

'essai sur 'ensemble des animaux inoculés

Traitement
i DON¢)/ DON+)/
Echantillons Concentrazt)mn . (-)/S(+) (+)/S(+)
(UFC/gY J+2Y 347 3414 J+21  J+28  J+2  J47  J+13+21 J+28
. >200 5/6 316 14  0/6 36 16 206 1/5
Feces (n=6)
<200 1/6 3/6 3/4 6/6 3/6 5/6 4/6 4/5
Sur animaux
abattus (n=6)
Ganglions >200 0/6 o5| o6 0/5
mésentériques
Caecum >200 4/6 3/6 3/6 2/6
Colon >200 1/6 3/6 3/6 3/6

) 3, nombre de jours aprés inoculation aSatmonellaTyphimurium.
@ Concentration établie par dénombrement (>200 UFC/g) ou par analyse « Présence/absence » (<200 UFC/g)
® Nombre d’échantillons (< ou > & 200 UFC/g) / nombre total d'échantillons positifs
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L’inoculation deSalmonella Typhimurium a entrainé le passage de tous les animaux a un
statut excréteur des le deuxiéme jour post-inoculation (PI) (Tableau 2). Le suivi du statut
excréteur des porcs a montré que tous les animaux du groupe recevant un aliment témoin sont
restés infectés tout au long de 'essai, alors qu’un porc sur 6 recevant un aliment contaminé a
présenté un résultat négatif a J+21 PIl. Au-dela de ce cas patrticulier, I'apport de DON n’a eu
aucun effet vis a vis de la durée et de l'intensité de l'infection par Salmonella Typhimurium

Bien que tous les échantillons prélevées aient été positifs dés J+2 PI, le niveau de
contamination était inférieur au seuil de dénombrement (200 UFC/g) dans les ganglions
mésentériques dans chacun des deux groupes a chaque date de préléevement (Tableau 2). En
début d’essai, le nombre de porcs infectés et dont la concentration en salmonelles dans le
ceecum était dénombrable n’était pas exactement le méme entre les deux groupes (4 chez les
animaux recevant I'aliment contaming 3 chez les animaux recevant un aliment témoin) et
cet écart s’est retrouvé a J+28 PVER). Pour les échantillons prélevés au niveau du colon,
seul un individu du groupe recevant un aliment témoin a présenté une concentration en
salmonelles supérieure a 200 UFC/g a J+2 PI et trois dans l'autre groupe. Les contaminations
en salmonelles observées dans chaque contenu de colon étaient identiques en fin d’étude dans

les deux groupes d’animaux.

- Dénombrement des coliformes thermotolérants

Un dénombrement de la flore commensale dans les fécés de porc a été réalisé sur une
population de bactéries spécifiques, les coliformes thermotolérants, représentée
essentiellement pdtscherichia coli dans ce cas, sous sa forme commensale. Ce suivi a été
effectué afin d’observer un éventuel effet du DON sur la flore intestinale des animaux
infectés ou non patalmonella Typhimurium. Tout au long de I'étude, les mesures effectuées
chez les animaux des différents groupes ont donné un nombre de colonies de coliformes
thermotolérants compris entre’¥ 16 UFC/g de fécés.

Aucune différence significative’a été enregistrée chez les porcs ne recevant pas de
DON, entre les groupes inoculés et les groupes non inoculés mais ayant recu une solution
placebo. Comme le montrent les résultats en figure 5, seuls les animaux inoculés du groupe
recevant un aliment contaminé ont présenté une diminution transitoire et significative de 28%

du nombre de coliformes thermotolérants dénombrées deux jours apres inoculation, par
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Figure 7 : Evolution du nombre de la séroconversion spécifig8alénonellaTyphimurium au cours du temps
dans les groupes DQINS(+) et DON+)/DON(+). (a), évolution du nombre d’animaux séropositifs.
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anticorps dirigés contr®almonellaspp.



rapport au groupe recevant un aliment témoin. Aucune autre différence significative entre les

lots n’a été observée pendant le reste de I'étude.

Paramétres sérologiques
- Concentration en IgA

La concentration en IgA a été mesurée dans les sérums des animaux des différents
groupes. Entre JO et J+21 PI, la concentration moyenne pour les animaux des 4 lots a
augmenté significativement (p<0,05) de 0,394 + 0,043 ng/ml a 0,668 + 0,045 ng/ml (Figure
6). Les porcs non inoculés ont présenté une augmentation réguliere et quasiment identique de
leur concentration sérique en IgA entre JO et J+21. Pour les porcs infectalrpanella
Typhimurium, cette augmentation est également bien présente sur la méme période, avec un
taux d’IgA significativement plus élevé (+58%, p<0,01) lors de la premiere semaine Pl par
rapport aux porcs non infectés (+39%). Dans ces deux groupes, une diminution de cette
concentration a été observée lors de la deuxiéme semaine PI, avant de se stabiliser jusqu’a la

fin de I'essai.

- Séroconversion des porcs inoculés

La séroconversion a été mise en évidence une semaine Pl pour les porcs recevant un
régime contaminé en DON et une semaine plus tard pour ceux recevant I'aliment témoin
(Figure 7). Comparé au lot témoin infecté, le nombre d’animaux séropositifs était plus élevé
dans le groupe recevant du DON tout au long de 'essai. De plus, tous les porcs exposés au
DON étaient séropositifs trois semaines post-inoculation, alors qu’'un animal était resté
négatif en fin d’expérimentation dans le groupe aliment témoin (Figure 7a). Le nombre
d’animaux par catégorie n’a pas permis d’analyser statistiquement ces différences.

Apres la comparaison avec des sérums positifs, I'lCs des échantillons qui traduit le
pourcentage de séroconversion des animaux a montré que l'intensité de la séroconversion
n'était pas significativement différente entre les animaux positifs des deux groupes infectés

guel que soit I'aliment distribué (Figure 7b).
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> Exposition au DON apres infection

En paralléle du premier essai, les 24 porcs restant ont été répartis en trois lots
expérimentaux, 12 animaux recevant un aliment témoin (6 non infe@@niehaux infectés)
et 12 animaux infectés p&almonella Typhimurium recevant un aliment contaminé, afin
d’évaluer les effets de l'ingestion de DON sur des porcs déja infectéSabaonella
Typhimurium. Les porcs infectés avaient été inoculés 7 jours avant l'introduction de
'aliment contaminé en DON. Deés le début de I'essai, les parametres étudiés précédemment
sur les autres groupes ont également été mesurés sur ces animaux pour les dates J-7, JO, J+7,
J+9, J+14, J+21, et J+28.

Etat de santé et performances zootechniques

Le suivi sanitaire des animaux n’a révélé aucune mortalité ni pathologie consécutive a
l'infection ou a la présence de DON dans l'aliment, comme observé précédemment dans les
premiers groupes expérimentaux. Sur la totalité de la durée de l'essai, aucun effet de
l'inoculation parSalmonella Typhimurium sur la consommation alimentaire ou le GMQ des
animaux n’a été observé dans les groupes et seuls 2 animaux inoculés sur 12 ont présenté une
légere hyperthermie dans le groupe exposé au DON quelques jours aprés inoculation de
Salmonella Typhimurium. Les résultats observés sur les performances zootechniques des
animaux de ce deuxieme essai ("DON post infection”) apparaissent identiques a ceux
enregistrés dans les autres lots. Tous les animaux ont présenté un GMQ et une consommation
journaliere d’aliment équivalent en début et en fin d’essai (Figure 8).

Apres l'incorporation de DON, le GMQ des animaux a diminué significativement de 1,00
+ 0,04 kg 2 0,61 = 0,07 kg pendant la semaine suivant le début de la distribution de I'aliment
contaminé. Dans le méme temps, la consommation des animaux inoculés et exposés au DON
a baissé de 8% alors que I'évolution de la consommation alimentaire est restée linéaire dans
les autres groupes (Figure 8a). Que le DON soit administré 7 jours avant ou 7 jours apres
l'infection, il entraine une diminution significative du GMQ et de la consommation
alimentaire des animaux pendant une semaine. Tout comme observé lors d'une infection
apres exposition au DON, ces parametres redeviennent équivalents dans chacun des groupes,

2 a 3 semaines apreés le début de la distribution de I'aliment contamineé.
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Statut bactériologique des animaux
- Recherche et dénombrement de Salmonella Typhimurium
A J+7 et J+28 PI, l'analyse des échantillons de féces a révélé la présedaendaella
Typhimurium chez tous les animaux inoculés (Tableau 3), sans qu’aucun effet ne soit apparu
avec l'apport de DON. Pour les contenus intestinaux, une proportion plus importante
d’échantillons prélevés a l'abattage a J+9 PIl, ayant une concentrati@alsmnella
Typhimurium supérieure au seuil de dénombrement (200 UFC/g) a été observée dans le

groupe recevant un aliment témoin.

Tableau 3 : Evolution du nombre de porcs excréteursSdenonella Typhimurium lors

de I'essai sur I'ensemble des animaux inoculés.

Traitement
) Concentration S(+)/DON(-) S(+)/DON)
Echantillons (UFC/gy? )
g J+AY 349 J+14  J+21  J+28 J+7 J+9 J+14  J+21  J+28

. >200 369 o6 1/4 0/6 / 206 16 06  1/6 /
Feces (n=6)

<200 3/6 6/6 3/4 6/6 / 4/6 5/6 6/6 5/6 /
Sur animaux
abattus (n=6)
Ganglions >200 0/6 0/6 0 0/3
mésentériques
Caecum >200 2/6 3/6 4/6 2/4
Colon >200 3/6 3/6 4/6 0/4

) J, nombre de jours aprés inoculation aimonellaTyphimurium
@) Concentration établie par dénombrement (>200 UFC/g) ou par analyse Présence/absence (<200 UFC/g)
® Nombre d’échantillons (< ou > & 200 UFC/g) / nombre total d'échantillons positifs

Au niveau du colon, 50% des contenus des animaux recevant un aliment témoin avaient
une concentration eB8almonella Typhimurium supérieure a 200 UFC/g en fin d’essai, alors
gue tous les animaux du groupe exposé au DON présentaient des concentrations inférieures
au seuil de dénombrement dans leurs préléevements. Dans les ganglions mésentériques, seuls
3 échantillons étaient encore positifs a J+28 Pl dans le groupe recevant un aliment contaming,

soit 2 de moins que dans le groupe recevant un aliment sain.

-117- Travail expérimental



=
4=
i

=
[}
i

=
—_

concentration séarigque en g2 Onofmib

Al M JH4 JH
Jours P
Figure 10: Concentration sérique en IgA chez les porcs des animaux recevant un aliment contaminé 7 jours PlI.
Les résultats sont présentés par la moyenne * erreur standard a la moyenne (SEM), et exprimés en
mg/ml. **; différences significatives entre les animaux inoculés et non inoculéSaghawonella.
Typhimurium (p<0,01).
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Figure 11: Evolution du nombre de séroconversion spécifiq@alnonellaTyphimurium au cours du temps
dans les groupes infectés. (a), évolution du nombre d’animaux séropositifs. (b), évolution de la
concentration en anticorps dirigés con8almonellaspp. Les résultats sont exprimés par la
moyenne + erreur standard a la moyenne (SEM). ICs, indice de concentration des anticorps dirigés
contreSalmonellaspp.



- Dénombrement des coliformes thermotolérants
Tout au long de I'essai, les mesures effectuées chez les animaux des différents groupes
ont montré un nombre de coliformes thermotolérants compris entret1¥ UFC/g de
fécés. Le dénombrement de la population des coliformes thermotolérants dans les feces des
porcs n'a pas montré de différences significatives de concentrations entre les groupes liées a
la présence de DON dans l'aliment ou aprés l'inoculation des animau$gbaonella

Typhimurium.

Paramétres sérologiques
- Concentration en IgA
Entre J+7 Pl et J+28 PI, les porcs non-infectés et recevant un régime non contaminé ont
présenté une augmentation quasi linéaire et significative de leur concentration sérique en
IgA, passant de 0,278 + 0,029 ng/ml a 0,570 + 0,060 ng/ml en fin d’essai. Chez les porcs
inoculés parSalmonella Typhimurium et alimentés avec un aliment contaminé ou non, la
teneur en IgA était la méme dans les deux lots a J+7 PI, puis supérieure a celle des porcs non
infectés. Dans les 2 lots infectés, 'augmentation était significative (p<0,01). Chez les porcs
infectés, une légére diminution a été enregistrée aprés l'introduction de I'aliment contaming,
sans que cette différence soit significative comparée aux autres groupes. En fin d’essai, tous
les porcs inoculés, exposé au DON ou non, présentaient des concentrations en IgA plus
elevée (31% et 21%, respectivement) que celle des animaux non inoculés, mais de maniere

non significative.

Séroconversion des porcs inoculés

Comme dans l'essai précédent, la séroconversion a été mise en évidence une semaine
post-inoculation pour les porcs recevant un régime contaminé en DON et une semaine plus
tard pour ceux recevant un aliment témoin (Figure 11a). Le nombre d’animaux séropositifs
était également plus élevé dans le lot recevant du DON que dans l'autre groupe. Par ailleurs,
tous les porcs exposes au DON étaient séropositifs trois semaines post inoculation, alors que
dans l'autre lot, 5 animaux sur les 6 étaient séropositifs. Les différences apparues n’ont pu
étre analysées statistiguement en raison du faible nombre d’animaux. L'analyse statistique
des ICs des animaux a montré que lintensité de la séroconversion n'était pas
significativement différente entre les animaux positifs des deux groupes inoculés (figure
11b).
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Discussion :

Chez le porc, il a été mis en évidence que le principal effet observable du DON était une
baisse de consommation et du GMQ des animaux (Pestka et Smolinski, 2005; Etienne et
Wache, 2008). Indépendamment de la séquence d’infection des animaux, nous retrouvons ici
des effets similaires a ceux observés dans notre étude précédente €iValch2009), que
les animaux soient inoculés ou non BatmonellaTyphimurium. Les effets restent toujours

transitoires et peuvent étre assimilés a ceux résultant d'une restriction alimentaire modérée.

Lors de cet essai, aucun signe clinique ni pathologie caractéristique n’a été observé suite
a l'infection expérimentale pasalmonella Typhimurium, que ce soit en présence ou en
absence d’aliment contaminé. Il apparait, comme attendu dans le cas des modéles de portage
asymptomatique, qukinoculation des animaux par une dose dé W&FC deSalmonella
Typhimurium n’a pas eu d’'impact sur les parametres de croissance des porcs. Aucun effet
significatif synergique ou antagoniste du DON sur les paramétres zootechniques n’a été
retrouvé, que le DON soit administré avant ou apres l'infection. La séroconversion dans les
15 jours suivant I'infection, ainsi que la présencesdémonellaspp. dans les tissus de tous
les porcs jusqu’a I'abattage, ont montré que I'inoculagien oseffectuée avec une dose de
10° UFC deSalmonella Typhimurium permettait de reproduire un portage asymptomatique
de salmonelle chez les porcs en croissance. Cette observation confirme les résultats d’'une
étude précédente effectuée avec les mémes doses d’inoculation par voie orale éTahguy
2006), ou les auteurs n’ont pas non plus observé d’'effet de cette bactérie sur les paramétres
de croissance des porcs de méme age, alimentés ou non avec une alimentation contaminé en
fumonisine B1.

Chez difféerentes especes animales, de nombreuses études ont montré que l'ingestion d’un
aliment naturellement contaminé en DON a différentes doses modulait la réponse
immunitaire, provoquant notamment une élévation de la concentration sérique en IgA (Pestka
et Smolinski, 2005). Chez les porcs, ces effets du DON sur la réponse immunitaire ou sur
d’autres facteurs hématologiques et biochimiques ne sont cependant pas toujours mis en
évidence, car ils sont largement dépendants de la dose administrée et des conditions
expérimentales. En effet, certains auteurs ont constaté une augmentation de la teneur en IgA
dans le sérum des porcs apres administration de doses de toxine comprises entre 0,8 et 6,8

mg/kg d’aliment (Swamy et al., 2002; Pinton et @D04; Goyarts et al., 2005; Accensi et al.,
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2006; Goyartst al., 2006a), alors que d’autres n’ont observé aucune modification (Bergsjo
et al., 1993; Danicke et al., 2004b).

Entre le premier et le dernier jour de notre étude, nous observons que la concentration en
IgA augmente régulierement et significativement dans tous les groupes d’animaux, mais cette
augmentation s’est toujours révélée largement plus rapide et plus forte chez les porcs infectés
expérimentalement dans la premiere semaine post infection quel que soit le régime
alimentaire administré. Indépendamment des protocoles utilisés, aliment contaminé/infection
ou infection/aliment contaminé, l'augmentation des IgA est majoritairement liée a
l'inoculation des animaux p&almonella Typhimurium, comme observé précédemment dans
d’autres études (Letellieet al., 2001; Steinbackt al., 2003). Nous pouvons également
souligner que la difference, méme non significative, du taux d’IgA observée entre les
animaux non infectés et recevant un régime alimentaire différent ne se retrouve pas chez les
animaux infectés apres distribution de I'aliment contaminé. Dans ce cas particulier, il semble
gue l'augmentation consécutive au challenge infectieux a tendance a masquer I'augmentation

d’IgA liée a la mycotoxine.

Une étude de Jorgensehal. (1999), réalisée chez le porc, a montré que la densité de
coliformes retrouvée dans le tube digestif pouvait étre un indicateur de la contamination en
salmonelles chez le porc. Dans notre étude, l'inoculation des animau$apaonella
Typhimurium recevant un aliment témoin n’affecte pas la concentration de coliformes
fécaux, ce qui peut étre mis en relation avec le modéle de portage asymptomatique de notre
étude et la faible dose d’inoculation utilisée. En revanche, deux jours apres infection chez les
animaux exposés au DON, nous observons une diminution significative de la population des
coliformes thermotolérants fécaux. Ceci semble indiquer que la flore commensale serait
sensible au portage de salmonelles lorsque les animaux sont préalablement alimentés avec un
aliment contaminé en DON. Cette diminution n’est cependant pas retrouvée lorsque l'aliment
contaminé est distribué sept jours aprés l'inoculation des porcs. Ces deux éléments sont
probablement liés au fait que la modification observée est immédiate et transitoire, et qu'un
apport du DON sept jours post-inoculation interviendrait trop tardivement.

Bien qu'un désequilibre de flore ait été mis en évidence en présence de DON et de
salmonelles, la diminution du nombre des coliformes n’est pas liée a une augmentation de
'excrétion de Salmonella spp. Dans le cadre de ces travaux, les coliformes fécaux
thermotolérants sont essentiellement représentés Egaherichia coli sous sa forme

commensale. Les mécanismes de régulation de l'adhésion a la muqueuse des bactéries
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intestinales commensales telle dtiecoli sont peu décrits dans la littérature, la proportion de

E. coli adhérentes et libres, dans le tractus d’animaux sains, reste méconnu. Cependant, la
virulence des souches pathogénes telleSplmonella Typhimurium est liée a ses capacités
d’adhésion a la membrane de la muqueuse intestinale. Les mécanismes d’adhésion de ces 2
souches pouvant étre différents, une décroissance des coliformes n’est pas forcément liée a
une colonisation plus massive de la muqueuse intestinatapaonella Typhimurium. Dans

I'étude précédente de cette thése (Wasthal., 2009), nous avons pu observer que le DON
pouvait avoir un effet sur I'équilibre de la flore intestinale des porcs. Cette association
pourrait également entrainer une altération de la muqueuse intestinale; ce point n'a pas pu
étre mis en évidence dans notre étude, mais mériterait d’étre approfondi plus en détail dans le
cadre d’études complémentaires.

En résumé, I'ensemble de nos résultats ne fait pas apparaitre d'effets majeurs de
l'ingestion de DON par des porcs infectés atmonellal'yphimurium, mais certains points
particuliers semblent malgré tout étre influencés par cette alimentation contaminée. Le DON
n'aggrave pas les signes cliniques en cas d’infectioisaknonellaspp., n'a pas d’'influence
sur I'excrétion de salmonelles par les animaux porteurs et, ainsi qu’en témoignent les
résultats sur les ganglions mésentériques, n'‘a que peu d'effets sur la persistance des
salmonelles dans I'organisme. En revanche, les résultats enregistrés au niveau de l'intensité
de la séroconversion montrent une plus grande vitesse d’apparition d’anticorps contre
Salmonellaspp. lorsque les animaux sont exposés au DON. De plus, une synergie entre le
DON et SalmonellaTyphimurium apparait et s’est manifesté par une diminution du nombre
de coliformes fécaux thermotolérants.

Par rapport a la littérature, ces résultats ne confirment pas ceux reportés dans I'étude de
Hara-Kudoet al. (1995), qui avait observé une amplification de la sensibilité des souris
BALB/c lors d’'une exposition au DON a 2 mg/kg de poids vifs des animaux. Les auteurs
avaient constaté une persistance de la colonisation et augmentation de la croissance des
bactériesSalmonella enteridiglans les ganglions mésentériques, le foie et la rate. Cependant,

il faut prendre en compte les différences lieées a I'espéce étudiée, les sérotgpbnateella

spp., et surtout a la voie d’administration et les doses de salmonelles utilisées. En effet, la
dose utilisée (6 x POUFC) dans I'étude de Hara-Kudo et al. (1995) ne correspondait pas & un
portage asymptomatique de la bactérie, mais a un modéle d’'infection aigué des animaux. Un
modele d’infection aigué aurait probablement masqué les effets de la contamination
alimentaire recherchés dans notre étude. Par contre, nos résultats sont comparables a ceux

obtenus dans une précédente étude, ou les auteurs n'avaient pas observé d’'effet particulier
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d'une autre fusariotoxine, la fumonisine Bl, sur la sensibilité des porcs en phase de
croissance &almonella Typhimurium lors d'un portage asymptomatique de la bactérie

(Tanguyet al., 2006). Dans nos travaux, le modéle de portage a permis de mettre en évidence
des effets cumulés d’'une contamination alimentaire et d’une infection sur la santé digestive

des porcs.
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Dans le cadre de ce travail de thése, nous avons voulu explorer différents aspects
toxicologiques du DON encore méconnus chez le porc. Les études réalisées se sont déroulées
suivant deux approches complémentaires, une partigro et I'autrein vivo. Les différentes
études étant présentées seéparément sous la forme d'articles scientifiques, nous nous
proposons de discuter 'ensemble de nos résultats dans ce dernier chapitre de these. Apres un
rappel des objectifs, nous considérerons tout d’abord les résultats obteritie sur les
fonctions des cellules immunitaires étudiées, puis nous présenterons les premieres
observations des effets du DON chez le porc, lors des expérimentations animales. Enfin, nous
discuterons des liens entre ces deux parties et des premieres conclusions et perspectives a en

tirer.

1. Rappels des objectifs
1.1. Effet du DON sur les cellules phagocytaires

A ce jour, les propriétés immunotoxiques du DON sur la réponse immunitaire non
spécifique et les fonctions des cellules phagocytaires sont encore peu connues chez le porc.
L'effet sur I'activité des neutrophiles, par exemple, n'est pas renseigné. L'impact sur les
macrophages est quant a lui mieux documenté, mais principalement chez 'Homme et la
souris, et non chez le porc. De plus, aucune information n’est disponible concernant I'effet du
DON sur I'expression des récepteurs membranaires impliqués dans la signalisation et la
coopération cellulaire des macrophages lors d'une réaction inflammatoire. Ce manque
d’'information a motivé les premiers travaux de cette thése, qui ont été d'étudier par des
meéthodesin vitro, les effets du DON sur les fonctions principales des neutrophiles et de

caractériser 'impact de cette toxine sur les marqueurs de différenciation des macrophages.

1.2. Effet du DON sur la flore intestinale et la sensibilité aux salmonelles des porcs

Contrairement a d’autres mycotoxines, le DON est tres peu métabolisé lors de son
passage dans I'organisme du porc, ce qui peut expliquer la sensibilité accrue de cet animal
comparé a d’autres especes (Preluskal., 1988; Danicket al., 2004a). Malgré ce constat,
son impact sur I'équilibre de la flore intestinale n’a jamais été véritablement étudié. De plus,
bien que les salmonelles soient fréquemment retrouvées dans les élevages de porcs en

Europe, peu d’études vivo ont tenté d’évaluer les effets liés a la présence de DON dans
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I'aliment sur les animaux porteurs d’agents pathogénes. Ne provoquant pas de signe clinique
observable, le portage asymptomatique de salmonelle reste pourtant une cause de
contamination importante des produits d’origine porcine et constitue donc un véritable risque
de santé publique. C’est pourquoi, nous avons mené des expérimentations sur des porcs en
phase de croissance, afin d’évaluer les effets de l'ingestion chronique d’aliments contaminés
en DON sur la flore intestinale des porcs, ainsi que sur le portage asymptomatique et

I'excrétion des salmonelles.

2. Effets du DON sur les cellules de la réponse immunitaire non
spécifique : étuden vitro
2.1. Protocole expérimental

2.1.1.Le type cellulaire

Afin d’étudier les effets du DON sur la réponse inflammatoire du porc, nous nous
sommes intéressés a deux types de cellules phagocytaires: les neutrophiles et les
macrophages. Ces cellules conditionnent I'efficacité de la réponse inflammatoire de part leur
rapidité d’action, leurs propriétés de migration vers le site infectieux, de destruction des
micro-organismes et leur capacité a alerter les autres types cellulaires du systéme
immunitaire.

L’'impact du DON sur les neutrophiles activés n’est pas connu. Parallélement, il nous
semblait pertinent d’évaluer les effets du DON sur I'expression de certains récepteurs
membranaires des macrophages, récepteurs sollicités lors de I'activation de ces cellules. En
effet, un récent travail expérimental a montré que le DON altérait I'expression de marqueurs
de différenciation des cellules dendritiques porcines, les récepteurs du complexe majeur
d’histocompatibilité class 1l (MHC II), CD86/80, entrainant un déreglement des fonctions de
ces cellules aprés stimulation par un agent pathogéne (Biretzbk 2007). Notre premiére
étude a été réalisée sur des macrophages humains, prenant en compte le fait que I'homme et

le porc montrent un haut degré de similitude au niveau de leur systéme immunitaire.
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2.1.2.Les agents de stimulation

L’objectif principal de nos études vitro était d’étudier les effets du DON sur
I'activation des cellules phagocytaires lors d’'une réaction inflammatoire. En nous reportant a
la littérature scientifique, nous avons choisi d’utiliser différents agents stimulateurs, suivant
le type cellulaire et les fonctions étudiés, dans le but de « mimer » de fagon optimale
'activation des neutrophiles ou des macrophages lors d'une réaction inflammatoire
provoguée par un agent pathogéne. Ainsi, du LPS de souche bactérienne pathogene,
0111:B4, a été utilisé pour l'activation des neutrophiles et de RiFsur I'activation des
macrophages (McDonalet al., 1998; Schrodeet al., 2004). De plus, une protéine
recombinante d’IL-8 a été utilisée pour tester le chimiotactisme des neutrophiles, car il
représente I'un des composés les plus puissants pour attirer ces cellules vers le site
inflammatoire (Witko-Sarsatt al., 2000). Dans ce travail de thése, les agents de stimulation
choisis ont tous fortement activé les cellules étudiées, et nous ont donc permis de mettre en
evidence,in vitro, les risques liés a la présence de DON sur la réponse du systeme

immunitaire non spécifique a un agent pathogene.

2.1.3.Doses d’exposition

Afin d’évaluer les effets du DON sur les fonctions des cellules phagocytaires activées, il
était important de travailler avec des doses de toxine non-cytotoxiques. Au cours des études
expérimentales, nous avons montré que la viabilité des neutrophiles porcins stimulés par du
LPS n’était pas affectée pour des concentrations inférieures a 50 uM (15 pg/ml). Takayama
et al. (2005) ont décrit une absence de cytotoxicité du DON sur les neutrophiles de porc non
stimulés pour des doses inférieures a 10 uM (3 pg/ml), apres observation par coloration
cellulaire. L’'absence de test enzymatique sur la viabilité cellulaire et la non-stimulation des
cellules dans leur étude peuvent expliquer la différence entre nos résultats respectifs.

Notre travail est le premier a démontrer une dose limite de cytotoxicité du DON pour des
neutrophiles (concentration supérieures a 50 puM, soit 15 pg/ml). Selon Goyarts et Danicke
(2006), les concentrations moyennes de DON retrouvées dans le plasma des porcs atteignent
rarement plus de 0,044 pg/ml, aprés I'ingestion chronique d’un aliment contaminé en DON a
5,7 mg/kg (ppm) d’aliment. Les doses de DON susceptibles d’étre retrouvées de facon

courante et en conditions naturelles dans les céréales étant généralement bien plus faible
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(SCOOP, 2003), les contaminations potentielles de DON dans les aliments n’affecteraient
donc pas la viabilité des neutrophiles.

Pour le cas des macrophages humains, nous n’'avons pas observé de cytotoxicité
particuliere du DON a des doses inférieures a 5 uM (1,5 pg/ml) sur I'activité métabolique
mitochondriale des cellules. Nos résultats concernant les récepteurs membranaires tendent
également a confirmer une absence de cytotoxicité des doses testées. En effet, le niveau
d’expression de chaque récepteur membranaire sur des cellules exposées a 5 uM (1,5 pg/ml)
est toujours resté supérieur voir équivalent a celui observé chez des cellules non traitées.

Deux études récentes sur les cellules dendritigues de porc et de 'lhomme ont montré que
le niveau de cytotoxicité du DON envers ces cellules était tres largement comparable
(Hymery et al., 2006; Bimczolet al., 2007). Dans ce contexte, nos résultats suggerent que
les neutrophiles sont beaucoup moins sensibles a une exposition au DON que les
macrophages. Cependant, étant données les concentrations plasmatiques faibles retrouvées
lors de contaminations naturelles en DON dans les aliments, celles-ci n'auraient pas non plus
d’effet sur la viabilité des macrophages. Cette hypothése reste cependant a confirmer, en
raison de la difféerence du temps d’exposition et de la séquence d’activation des cellules

étudiées.

2.2. Le DON diminue les capacités fonctionnelles des cellules phagocytaires
2.2.1.Capacité a diminuer la migration des neutrophiles et l'adhésion des

macrophages (expression de CD54)

Les organismes sont souvent soumis a des agressions chroniques et répétées par divers
agents pathogeénes (parasites, virus, ...). Les systemes de défense immunitaire sont alors
activés et induisent des processus alliant des interactions cellulaires complexes entre les deux
niveaux de la réponse immunitaire : la premiére dite non spécifique, rapide mais ne
différenciant pas les agents pathogénes les uns des autres ; la deuxiéme dite spécifique, plus
lente mais réagissant spécifiguement a chaque type d’agent infectieux et permettant la
prévention d’'une réinfection par ces agents.

Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a deux types cellulaires de la
réponse immunitaire non spécifique, les neutrophiles et les macrophages. Les neutrophiles
sont les premiers leucocytes attirés vers le site inflammatoire, suivis ensuite par les
macrophages. Lors d’'une stimulation par un agent phlogogéne, la migration de ces deux
types de cellules phagocytaires nécessite généralement le couplage entre des molécules
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d'adhésions spécifiques, dont une des représentantes majeures est CD54 ou ICAM-1
(intercellular adhesion molecule 1).

Lors des étudem vitro de cette thése, nous avons mis en évidence que le DON affectait
les propriétés de migration des cellules phagocytaires, a travers la diminution du
chimiotactisme des neutrophiles porcins et la réponse a une activation pary [dEBI-
macrophages humains au niveau de la protéine membranaire, CD54. Les effets observés sont
proportionnels a la dose employée pour chaque type cellulaire, et, curieusement, les cellules
présentent les mémes niveaux de diminution en fonction de leurs sensibilités respectives
(environ 25 et 45 % d’inhibition a 10 et 50 uM (3-15 pg/ml) pour les neutrophiles eta 1 et 5
MM (0,3-1,5 pg/ml) pour les macrophages). De plus, nous avons démontré qu’un
prétraitement des cellules par I'lFNprotégeait les macrophages des effets immunotogique
du DON et que le DON n’affecte pas I'état de base des macrophages mais induit une
diminution de leur capacité a répondre a une stimulation. Vu la diminution dose-dépendante
de l'expression du CD54, impliqué dans le processus de migration et d’adhésion des
macrophages, il est possible que I'effet observé sur le chimiotactisme soit également une des
conséquences de l'action du DON sur certaines molécules d’adhésion des neutrophiles,
comme observé pour les macrophages. Cependant, il faut tenir compte du fait que la capacité
de migration des leucocytes peut étre différente selon le type de cellule étudié, les stimuli
d’activation, le tissu et I'espece animale considérée (Mizgerd, 2002).

Pour interpréter nos résultats, nous pouvons formuler I'hypothése que le DON affecte la
capacité de migration des neutrophiles et des macrophages en diminuant la réponse des
cellules phagocytaires a une activation, via son action directe sur le métabolisme

intracellulaire et sa capacité d’'inhibition de synthese des protéines.

2.2.2.Capacité a diminuer la signalisation et la coopération cellulaire de la réponse

immunitaire non spécifique

L’activation des leucocytes par des agents pathogenes ou des signaux intracellulaires
conduit les cellules activées a surexprimer leurs récepteurs membranaires spécifiques et a
libérer de facon massive certaines protéines de I'inflammation. Dans ces travaux, nous avons
observé que l'exposition de DON aux doses testées des macrophages avait des effets
immunotoxiques sur I'activation et la différenciation de ces cellules, a travers I'expression
des récepteurs du LPS (CD14) et de I'liFNED119). Parallelement, nous avons démontré
gue de faibles concentrations de DON (0,5uM a 5 pM, soit 0,15 a 1,5 pg/ml) pouvaient
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affecter les propriétés de coopération cellulaire des cellules phagocytaires en réponse a une
stimulation, par la diminution de la production des récepteurs membranaires MHC Il sur les
macrophages et la libération de I'lL-8 par les neutrophiles, cytokine responsable, entre autre,
du recrutement d’autres leucocytes en réponse a une stimulation au LPS.

Pour les macrophages, nous avons constaté que l'effet le plus important de la toxine
concernait I'expression du CD119, récepteur de I'tEFNVu le rbéle primordial de ce
récepteur dans l'activation des macrophages, notamment au niveau de la surexpression des
autres protéines membranaires par activation des voies de transcription, nous avons tout
d'abord proposé que la diminution sur les autres marqueurs de différenciation était la
conséguence directe d’'une action du DON sur le récepteur CD119. Cependant, comme nous
n‘avons pas observé de modification de I'expression de ces différentes protéines en I'absence
d’activation, nos résultats ne nous permettent pas, pour linstant, de confirmer cette
hypothése.

Dans le chapitre I-2., nous avons observé que la diminution de la sécrétion d’IL-8 par les
neutrophiles était accompagnée de I'effet antagoniste de ces deux toxines sur I'expression de
la protéine p65 NkB (Nuclear FactokB) phosphorylée. Or, la phosphorylation de cette
protéine est responsable de 'augmentation de I'expression d’IL-8 par les neutrophiles lors
d’'une exposition au LPS, par l'intermédiaire de son action sur les promoteurs des géenes de la
cytokine (McDonaldet al., 1997; Cloutieet al, 2007). Nous avons donc proposé que la
diminution de la production d’IL-8 résulte de I'effet inhibiteur d’'une co-exposition du DON
et du LPS sur la voie de transcription NB- L'implication d’autres voies de signalisation
intracellulaire dans ce processus peut étre envisagée, vu l'effet de doses similaires de DON
sur I'expression de CD14 chez les macrophages. En effet, CD14 est également présente chez
les neutrophiles (Keresztes et Lajtos, 1997) et sa liaison a dautres récepteurs
transmembranaires du LPS permet la libération et donc [lactivation des facteurs de
transcription NR<B, mais aussi I'activation des voies de signalisaties MAPKs (Mitogen-
Activated Protein Kinase), telles que p38, JNK1/2 (c-Jun N terminal Kinase), ERK1/2
(Extracellular Regulated Protein Kinase) (Landmann et al., 2000).

En conclusion, nos résultats suggéerent que les effets du DON sur la coopération et la
signalisation cellulaire lors de la réponse a un stimulus peuvent étre reliés a une altération de
I'activation des voies de transcription intracellulaire des neutrophiles et des macrophages.
Pour le moment, nos expérimentations ne nous permettent pas d’identifier les voies
meétaboliques impliquées et de savoir si les diminutions observées sont dues a un effet direct

ou indirect de la toxine.
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2.3.Conséquences de la présence de DON sur la réponse immunitaire non spécifique et la

sensibilité aux infections

Ces travaux montrent que le DON a des effets immunosuppresseurs sur les neutrophiles
et sur les macrophages. La diminution des capacités fonctionnelles de ces cellules pourrait
ainsi entrainer une augmentation de la sensibilité de I'h6te aux agents pathogéenes. En effet, la
diminution de la migration des neutrophiles et de leur production d’IL-8 pourrait conduire a
une diminution du recrutement de ces cellules sur le site inflammatoire et engendrer ainsi une
moindre élimination des agents pathogenes (Stredtat., 1992). De la méme maniere, la
présence du DON pourrait diminuer les capacités de reconnaissance et de présentation de
'antigene des macrophages, méme apres une production ¢'[faM-les lymphocytes T
CD4+ et les cellules NK (Natural Killer), activés par un agent pathogene (Sclatdker
2004).

Ces effets observés sont des conséquences directes de l'action du DON sur les
neutrophiles et les macrophages. Cependant, une cascade de réactions indirectes sur la
coopération cellulaire en découle. Pour comprendre cela, considérons une action simultanée
du DON sur les deux types cellulaires étudiés, nos résultats sur les macrophages humains
pouvant, a priori, étre extrapolés chez le porc. Lors d’'une infection par des bactéries Gram
négative, I'action du LPS induit la production d’IRNpar les Lymphocytes T CD4+ et les
cellules NK. Ces derniers activent ensuite les macrophages par action sur leurs récepteurs
membranaires tels que CD54, CD14 et MHC II, qui, & leur tour, produisent deyl'#ihi
gue d'autres cytokines comme I'IL-8, modulant ainsi les fonctions des neutrophiles et des
lymphocytes T (Schrodeet al., 2004). Or, le DON est connu pour avoir des effets
immunotoxiques sur les différents types cellulaires précités et sur la productionydi&iné
les tissus lymphatiques chez de nombreuses especes (Pteatka2004; Liet al., 2005;
Severinoet al., 2006; Pintoret al., 2008). Il semble donc que le DON puisse réprimer la
réponse de ces cellules de la réponse immunitaire en cas d’'inflammation. La diminution de la
réponse immunitaire non spécifique par le DON observée dans notre étude nous apporte ainsi
des informations supplémentaires quant a une possible augmentation de la sensibilité aux
pathogenes des animaux, comme cela a déja été observé chez des souris exposées au DON
(Hara-Kudoet al., 1995; Sugita-Konishi et al., 1998).

Dans la partie 1l-2. de ce travail de thése, I'absence d’effet du DON sur le portage
asymptomatique de salmonelle des animaux infectés expérimentalement ne semblent pas

confirmer notre hypothese formulée a partir de ces observativiso. Avant de conclure,
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il serait cependant nécessaire et trés intéressant d’étudier les fonctions des cellules
phagocytaires et les modes d’action du DON chez des animaux infectés avec des doses plus

importantes de pathogenes et recevant un aliment contaminé en DON.

2.4.Perspectives

L'utilisation de macrophages humains nous a permis de montrer que le DON diminuait la
réponse a I'IFNy, activateur de certains récepteurs membranairedignds dans les
fonctions principales des cellules phagocytaires. A notre connaissance, c’est la premiére fois
gu’une étude montre des effets du DON sur des récepteurs membranaires des macrophages et
ce, quelle que soit I'espece. Une étude similaire serait a envisager sur des macrophages de
porcs, en explorant en parallele les fonctions de ces cellules et les voies de signalisation
intracellulaire impliquées dans la production des récepteurs membranaires. Enfin, I'emploi
d’inhibiteurs du récepteur a I'lFN; CD119, nous permettrait de savoir si la diminutiena
sensibilisation des macrophages par le DON résulte principalement de l'inhibition de ce
récepteur, ou d’'une action de la toxine sur 'ensemble des CD étudiés.

Nos résultats sur les neutrophiles suggerent que le DON diminue la production d’IL-8 en
réponse au LPS par un effet antagoniste au niveau des facteurs de transcript®nlINF-
serait intéressant de confirmer notre hypothése en vérifiant d’'une part, si les ARN messagers
de I'lL-8 sont altérés selon les mémes conditions expérimentales, et d’autre part si
I'expression des inhibiteurs de la voie des tB-est également modulée. De plus, I'analyse
des autres voies de signalisation telles que les MAPKs nous permettrait de caractériser le
mode d’action général du DON sur les neutrophiles lors d’'une stimulation simultanée au
LPS. Bien que nayant pas observé d'altérations de la phagocyteseotl’ pathogene par
les neutrophiles, I'analyse de la production des composés oxygénés impliqués dans la
destruction des microorganismes pathogénes serait un plus a la caractérisation des effets de la
toxine sur les neutrophiles de porcs. Enfin, une étude récente a mont&alquenella
Typhimurium est capable de moduler I'expression des facteurs de transcriptidd ddrs
les ganglions mésentériques des porcs, lui permettant ainsi de coloniser plus rapidement
'organisme des animaux (Wamg al., 2007). Vus les résultats obtenus sur les neutrophiles
dans notre étudim vitro, I'analyse de I'expression des facteurs de transcriptiomBIEhez
les cellules phagocytaires prélevées sur des porcs exposés au DON et inf&adnqaella
Typhimurium nous permettrait d’aller plus en avant sur la caractérisation des modes
d’actions du DON.
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3. Effet du DON sur la flore intestinale et le portage deSalmonella

Typhimurium : étude in vivo

3.1. Protocole expérimental

3.1.1.Dose d’exposition au DON

Au cours de nos expérimentatioimsvivo, nous avons choisi d’étudier les effets d’'une
intoxication chronique de DON chez des porcs infectés ou noBgberonellalyphimurium
avec une dose de toxine relativement peu élevée, mais représentative des teneurs susceptibles
d'étre retrouvées couramment sur le terrain. En effet, les recommandations de la Commission
Européenne du 17 aolt 2006 fixent un seuil de DON dans les aliments finis de 0,9 mg/kg,
mais il n'est pas rare de retrouver des lots de céreales chez les producteurs de porcs
comportant des teneurs en DON plus élevées. De plus, il nous semblait important de pouvoir
comparer nos résultats sur les parameétres enregistrés avec ceux déja mentionnés dans
d’autres études, utilisant les mémes conditions d’alimentation (Rattdr, 1994; Grosjean
et al., 2003; Pintoret al, 2008). Dans ce contexte, nous avons choisi de travailler avec une

dose de toxine approchant les 3 mg/kg d’aliment (ppm).

3.1.2.Aliment

Afin de se rapprocher le plus possible des conditions de terrains, nous avons fait le choix
d’utiliser un aliment naturellement contaminé en DON. Un des problemes majeurs rencontrés
dans cette étude a été la difficulté de trouver un blé présentant une dose de DON supérieur a
4 ppm, et ne contenant pas de teneur élevée d’autres mycotoxines. Finalement, l'aliment
préparé avait une teneur en DON de 2,7 ppm, des teneurs relativement faibles en ZEA et en
NIV (0,225 et 0,075 ppm, respectivement), et les autres mycotoxines recherchées
(Trichothécenes A et B, Fumonisine B1 et Ochratoxine A) n‘ont pas été détectées dans
'aliment administré aux animauans nos études, il est a noter qu’aucun signeqciéou
effet particulier pouvant étre relié aux faibles taux de zéaralenone (Tableau 1) n’a été observé
(Zinedine et al., 2007).
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3.1.3.Echantillonnage

Pour des raisons bien évidentes, les analyses bactériologiques ont été réalisées sur des
échantillons de féces, I'étude hebdomadaire des contenus intestinaux se réveélant impossible
vu le nombre d’animaux utilisés dans nos études. Bien que le métabolisme et la proportion de
bactéries different selon les différents compartiments du tube digestif, il est admis que la
plupart des bactéries viables et non viables de la flore commensale des intestins se retrouvent
dans les fécés et sont détectable par méthode moléculaire (Mai et Morris, 208dalQtt
2004). Le but étant de trouver des marqueurs bactériologiques de la santé digestive des porcs,
I'emploi de féces nous a tout de méme permis de caractériser certains effets du DON, mais
'analyse des contenus intestinaux et leurs comparaisons avec les profils de flores des féces

obtenus dans notre étude nous permettrait de confirmer nos résultats.

3.1.4.Modéle animal

Nous avons choisi de travailler avec des porcs de 9 semaines d’age, en phase de
croissance, moment pendant lequel apparaissent généralement les infecti®alsnpaella
spp. sur le terrain. Il était important de pouvoir s’affranchir au maximum des variabilités
interindividuelles des animaux. Or, de nombreux facteurs sont susceptibles d’influencer la
composition de la flore intestinale et ainsi de masquer potentiellement les effets du DON sur
celle-ci. En effet, I'age des animaux joue sur la composition de la flore digestive, notamment
lors du sevrage des porcelets (Simpsnal., 2000; Hopkinset al., 2001). De plus,
I'utilisation de porcs EOPS a slrement eu une influence sur l'intensité et I’homogénéité de
nos résultats. Les conditions d’expérimentation de notre étude étant bien standardisées, les
animaux ont été gardés dans un environnement controlé (température constante, atmosphere
pressurisée) et a I'abri de toutes infections supplémentaires. Enfin, le nombre d’animaux a été
un facteur déterminant pour les analyses des résultats. Ainsi, I'utilisation de 6 a 12 animaux
par traitement nous a permis de montrer des effets significatifs du DON sur la flore

intestinale a I'aide d’'un modele d’analyse statistique élaboré dans notre laboratoire.

3.1.5.Modeéle infectieux

L’objectif de notre modele d’infection était de montrer dans quelle mesure l'ingestion

d’'une alimentation naturellement contaminée en DON pouvait influer sur I'excrétion et le
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portage asymptomatique des salmonelles chez le porc. Une enquéte épidémiologique a
montré qu’en Bretagne, 36,2% des lots de porcs en élevage étaient excréteurs de salmonelles,
augmentant ainsi les risques de contamination des produits d’origine porcine @talet

2003). De plus, un modéle d’infection pathologique (dose plus élevée en salmonelles ou
souches plus pathogénes) aurait pu masquer les effets liés a la contamination alimentaire des
animaux. C’est pourquoi nous avons choisi de travailler avec un modele de portage
asymptomatique d8almonellaenterica Typhimurium, sérotype le plus répandu en Europe a
'heure actuelle (Boyeret al., 2008). Enfin, l'utilisation de ce modele nous a permis de
comparer nos observations avec celles d’'une autre étude réalisée récemment au sein de
'AFSSA — Ploufragan, concernant les effets d’'une autre fusariotoxine, la fumonisine B1, sur

le portage asymptomatique de Salmonella Typhimurium.

3.2. Effet du DON sur la flore intestinale et sur le portage de salmonelles
3.2.1.Cas d’'une intoxication des animaux par le DON

Indépendamment de la présence Smonella Typhimurium ou de la chronologie
d’infection, nous avons observé que tous les porcs recevant un aliment contaminé en DON
présentaient une diminution nette, mais transitoire, de leurs parametres de croissance pendant
une période de 7 jours environ suivant la distribution de I'aliment contaminé. Nos résultats
sont sur ce point en accord avec d'autres études concernant cette mycotoxine, qui mettent
également en évidence un effet passager du DON, du moins quand celui-ci est distribué a des
doses inférieures a 4 ppm (Bergspp al., 1993; Almet al., 2006). Cependant, la
concentration sérique en IgA des animaux recevant un aliment contaminé en DON n’a jamais
augmenté significativement comparé aux animaux recevant un aliment non contaminé, alors
gue I'élévation de cette concentration est considérée comme un indicateur d’une intoxication
par le DON. En utilisant un protocole d’exposition a de plus fortes doses (3,9 mg/kg
d’aliment), Bergsjoet al. (1993) n’ont pas constaté non plus de différence du niveau d’IgA
dans le sérum des animaux recevant un aliment contaminé, et ce malgré une importante
diminution des parametres de croissance des animaux durant les 5 semaines de I'essai. Notre
protocole expérimental a donc confirmé qu’'une dose de 2,7 mg/kg d'aliment de DON dans
I'aliment entrainait un effet direct, mais transitoire, sur les performances zootechniques des
porcs, sans signe clinique apparent de maladie. Comme le montrent nos résultats, les

parametres de croissance des animaux sont également modulés par une certaine
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accoutumance des animaux au DON, qui semble souvent la regle, du moins quand le DON

est administré seul et en quantité modérée.

3.2.2.Le DON peut altérer I'équilibre de la flore intestinale des porcs

Dans nos études, aucun effet véritable du DON sur les différentes populations
bactériennes recherchées n'a pu étre mis en évidence par les méthodes de bactériologie
classique. Nous avons cependant montré que la présence simultanée de DON et de
Salmonella Typhimurium chez les animaux diminuait le nombre de coliformes
thermotolérants deux jours apres l'infection des porcs, et ce seulement dans le cas d’'une
infection postérieure a la distribution de l'aliment contaminé. Ce point doit étre mis en
relation avec le fait que les méthodes de bactériologie classique ne permettent d'appréhender
gue les populations dominantes cultivables et non la totalité des espéeces microbiennes. La
technigue CE-SSCP  (Capillary  Electrophoresis  Single-Stranded  Conformation
Polymorphism) détecte une plus grande diversité microbienne que les techniques culturales
classiques (Tannockt al., 2000). Son utilisation nous a permis de mettre en évidence
certaines modifications de la microflore intestinale chez les porcs, aprés un mois de
consommation d'un aliment contaminé en DON a 2,7 mg/kg d’aliment. Ces résultats
déemontrent que le DON a un effet sur I'équilibre de la flore intestinale des porcs. Nous
pouvons également conclure qu’'une méthode de biologie moléculaire telle que la CE-SSCP
semble étre un atout supplémentaire pour la caractérisation des effets d’une intoxication au

DON des porcs.

3.2.3.Ll'ingestion d'une alimentation au DON n’'aggrave pas I'excrétion de

salmonelles

On aurait pu penser que la baisse significative et immédiate du nombre de coliformes
thermotolérants observée aprés linfection expérimentale s’accompagnerait d’une
colonisation plus massive du tractus digestif par les salmonelles, et d’une excrétion plus
forte, chez les animaux recevant un aliment contaminé (Jorgenaén1999). Nos résultats
ne nous permettent pas de conclure en ce sens, quelle que soit la chronologie d’introduction
d’aliment contaminé par rapport a lI'inoculation des porcs. En revanche, il est intéressant de

noter que la présence de DON dans l'aliment entraine une variabilité plus faible des résultats
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concernant la présence et/ou la persistanc8atimonella Typhimurium chez les animaux,
comme en témoignent la séroconversion plus rapide des animaux exposés a la toxine.
L’exposition du DON n’a pas provoqué de signes cliniques chez les porcs infectés par
Salmonella Typhimurium. A linverse, chez la souris, certaines études ont mis en évidence
une hypersensibilité des animaux infectés Batmonella spp. lors d’'une exposition a
différentes doses de DON. Hara-Kueloal. (1995) ont montré que I'administration orale de
DON de 2 mg/kg PV a des souris BALB/c, 2 semaines avant une inoculati®alrdenella
enteridisfavorisait la multiplication de la bactérie dans les ganglions mésentériques et le foie
des animaux. Dans une autre étude utilisant un protocole similaire, une diminution de la
résistance des souris face a cette bactérie a également été observée, alors que I'exposition de
DON a 3 mg/kg PV provoquait une augmentation de la mortalité des souris (Sugita-Konishi
et al., 1998). Sur la base de la consommation hydrique des animaux, les auteurs ont calculé
gue les premiers effets observés apparaissaient avec une ingestion journaliére de 0,12 mg/kg
de poids vif des animaux. Si nous reportons ce méme calcul pour notre étude, en considérant
la consommation journaliere des porcs sur les 4 semaines de I'essai, nous retrouvons une
dose similaire de consommation journaliere (0,15 mg/kg PV) sur I'ensemble de l'essai.
Méme si la comparaison avec un modéle murin reste difficile, il est possible d'imaginer que
I'administration d’'une dose de DON plus élevée pourrait entrainer des effets plus importants
chez des animaux infectés @almonella Typhimurium. D’autres modéles infectieux avec
des doses plus élevées en pathogénes, tels qu'un modele pathologique, pourraient étre

également envisagé dans des expérimentations ultérieures.

3.3. Perspectives

3.3.1.Approfondir les aspects descriptifs et fonctionnels des effets observés

Dans la premiére partie de ces travaux « in vivo », nous avons montré que l'ingestion de
DON a 2,7 mg/kg d’aliment pouvait entrainer une modification des profils de flore intestinale
chez les porcs. Il pourrait étre intéressant de confirmer si, comme cela semble étre le cas dans
cette étude, I'association d’une infection Batmonella et I'ingestion de DON peut perturber
la flore intestinale a différents niveaux du tube digestif des animaux. A cet égard, les
techniques de biologie moléculaire comme la CE-SSCP sont certainement des voies
intéressantes a développer. En parallele, il serait intéressant de pouvoir identifier les

populations bactériennes impliquées dans le déséquilibre de flore, a I'aide d’autres techniques

-136- Discussion générale



de biologie moléculaire sur gel, qui ont déja été utilisées dans d’autres études pour la
caractérisation de la flore intestinale de porc (Simpson et al., 2000).

De plus, il a été montré qu’une autre fusariotoxine peut moduler la colonisation du tube
digestif des porcs par des bactéries coli pathogene (Oswalét al., 2003), et que
I'exposition a certaines mycotoxines, dont le DON, entraine des réactions inflammatoires au
niveau des cellules épithéliales de I'intestin (Bouhet et Oswald, 2005). L'étude de certains
parameétres immunologiques et histologiques des cellules épithéliales, ainsi que celle des
récepteurs spécifiquesSalmonella Typhimurium au niveau des différents compartiments du
tractus digestif permettrait probablement de caractériser plus précisément les mécanismes liés
a la toxicité du DON.

3.3.2.Conditions « terrains »

Les animaux en élevage sont soumis a différents facteurs exogénes qui pourraient
moduler l'interprétation des résultats observés. De plus, si I'infection par un agent pathogéne
reste toujours un élément essentiel, il faut souligner que d’autres éléments interviennent dans
un processus infectieux, dont certains sont en relation directe avec l'alimentation. Il faut
également considérer que le stress alimentaire est d’autant plus fort qu'il est brutal et
discontinu. Comme nous l'avons décrit précédemment dans ces essais, les porcs EOPS
recevaient un aliment contaminé bien homogéneisé et de maniere réguliere et uniforme. Ces
conditions ont certainement entrainé une accoutumance des animaux. En conditions
d’élevage industriel ou conventionnel, la teneur en mycotoxine de I'aliment est beaucoup
plus hétérogene et les doses de mycotoxine ingérées par les animaux sont alors beaucoup plus
variables. Un essai de toxicité aigué causée par une forte dose de mycotoxine lors d’'une
infection par des salmonelles serait donc intéressant a envisager. Cependant, en condition
terrain, le nombre d’animaux étudiés devra étre plus élevé, la variabilité interindividuelle
étant plus importante. Parallélement, il est important de noter que les lots de céréales utilisés
dans les élevages porcins présentent souvent une multi-contamination en mycotoxines,
provenant de la méme souche fongique ou non, et capables d’apparaitre sous les mémes
conditions climatiques. Cependant, il existe encore trés peu d'études concernant les effets
d’'une alimentation multi-contaminée, et les effets de la présence simultanée de différentes

mycotoxines ne sont pas encore bien connus.
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4. Perspectives: relation entre les essaiis vitro / in vivo

Dans le premier chapitre de ce travail de these, nous avons montré que le DON a des
effets immunotoxiques sur les cellules phagocytaires des porcs pour des concentrations de
toxine de l'ordre de 0,15 a 15 pg/ml, suivant la cellule étudiée. Nous avons donc suggeére que
le DON, par son action sur le systeme immunitaire, pourrait entrainer une sensibilité accrue
des porcs lors d’'une infection par un pathogene. Les résultats observés par les essais
semblent confirmer que I'ingestion d’un aliment contaminé en DON a 2,7 ppm ne permettrait
pas de retrouver des concentrations suffisantes de DON dans le plasma ou les tissus qui
présenteraient des effets toxiques sur la réponse immunitaire non spécifique des porcs en cas
d’infection. En effet, la contamination testée n’a pas eu de conséquences sur I'excrétion et la
durée de portage dSalmonellaTyphimurium. Cependant, notre hypothése pourrait étre
éprouvée expérimentalement en étudiant les fonctions des cellules phagocytaires de
limmunité non spécifique, prélevées chez des porcs ayant ingéré différentes doses de DON
et inoculés parSalmonella Typhimurium, tout en mesurant les concentrations de DON
retrouvées dans le plasma et les tissus sur des laps de temps court (quelques heures). En effet,
Salmonella Typhimurium peut étre retrouvée dans les tissus moins de 2 heures aprés son
inoculation chez des porcs (Reed et al., 1986).

Dans ce travail, nous avons choisi délibérément un modele de portage asymptomatique de
la bactérie. Il serait également intéressant de tester d’autres souches ou espéces a différentes
doses, afin de déterminer plus précisément les doses de toxines ayant un effet sur I'infection
et I'excrétion de pathogenes. L’absence d’effet synergique entre le DC3dlmbnella
Typhimurium ne signifie pas forcement que le DON n‘augmente pas la sensibilité envers
d’autres sérotypes de la méme espéce de salmonelle ou envers d’autre pathogenes, et bien
évidemment, le modeéle de portage reste déterminant.

Par ailleurs, les effets du DON sur les performances et sur I'équilibre de la flore
intestinale ont été mis en évidence dans ce travail de thése, mais les conséquences de ce
déséquilibre de flore restent a déterminer. Les mécanismes induits par la présence de DON
liés a cette modification de I'écosystéme intestinal sont encore méconnus. Les conséquences
de ces changements sur la colonisation du tube digestif par les pathogenes et sur la réponse
immunitaire locale font I'objet, aujourd’hui, d'une recherche accrue dans le cadre plus
général de I'étude des interactions hoéte/pathogénes, et des relations structure/fonction du

tractus digestif. Sur les futures études envisagées concernant I'influence d’'une alimentation
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contaminée en mycotoxine sur la sensibilité aux pathogenes, il sera donc indispensable de
prévoir des études histologiques des diverses sections du tractus digestif, en complément de
I'étude des parameétres immunitaires de la réponse immunitaire locale et des analyses de flore

intestinale.
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La connaissance et I'évaluation des risques liés a la présence de mycotoxines dans les
aliments des animaux de rente sont des éléments essentiels pour lutter contre les effets
toxiques de ces contaminants naturels. Les travaux realisées dans ce travail de these avaient
pour objectif d’apporter de nouvelles données sur les effets toxiques du DON chez les porcs,
notamment en relation avec une infection par un pathogéne. Nos approches originales tant au
niveau technigque que scientifique nous ont permis de mettre en évidence des propriétés
toxiques du DON non encore mise en évidence jusqu’alors.

Au cours de nos études en laboratoire, nous avons démontré que les cellules du systeme
immunitaire non spécifique sont des cibles du DON. La propriété de cette toxine a diminuer
les capacités fonctionnelles des cellules immunitaires pourrait contribuer largement a
laltération des systemes de défense de l'organisme mis en jeu lors de réactions
inflammatoires. Nos résultats permettent donc d’aller plus en avant dans I'hypothése selon
laquelle un organisme humain ou animal, exposé au DON dans des quantités non
négligeable, serait plus vulnérable face a des agents biologiques pathogénes de
'environnement. Des travaux complémentaires utilisant d’autres pathogenes, des doses plus
importantes de salmonelles ou de DON dans I'aliment demandent encore a étre poursuivis,
afin de conclure plus précisément sur le réle de cette toxine comme facteur aggravant des
infections du porc.

Le travail de thése a mis en évidence des modifications de I'équilibre de la flore
intestinale des animaux sains exposés avec une dose modérée de DON. Ces observations
améliorent nos connaissances sur les effets de cette toxine chez le porc, et pose la question de
impact d’'une ingestion de forte dose de DON lors d’intoxication aigué. Sur un plan
technique, l'utilisation de nouvelles méthodes moléculaires pourrait étre un outil de

diagnostic supplémentaire pour I'identification de I'intoxication des porcs par le DON.

En conclusion, le DON ne semble pas augmenter la sensibilité des porcs a une
infection, ni accroitre I'excrétion de salmonelles lors d’'une infection expérimentale modérée
ou en cas de portage asymptomatique de salmonelles. Cependant, la prise en compte des
aspects multifactoriels du « terrain » ainsi que nos observations sur les effets toxiques sur la
réponse immunitaire locale et sur les effets méme transitoires sur la prise alimentaire et les
performances zootechniques, sont autant d’éléments qui ne vont pas dans le sens d’'une
innocuité du DON et qui nous amenent tout de méme a nous interroger sur les effets
éventuels d’autres pathogenes plus virulent ou de doses de toxine plus importante ou surtout

plus fluctuante dans l'alimentation des animaux.
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Abstract — Consumption of food or feed contaminated with fumonisin B; (FB,), a
mycotoxin produced by Fusarium verticillioides, can lead to disease in humans
and animals. The present study was conducted to examine the effect of FB; intake
on the intestinal immune system. Piglets were used as a target and as a model
species for humans since their gastro-intestinal tract is very similar. The animals
were orally exposed to a low dose of FB; (1 mg/kg body weight FB;) for 10 days
which did not result in clinical signs. However, when compared to non-exposed
animals, FB-exposed animals showed a longer shedding of F4" enterotoxigenic
Escherichia coli (ETEC) following infection and a lower induction of the antigen-
specific immune response following oral immunization. Further analyses to
elucidate the mechanisms behind these observations revealed a reduced intestinal
expression of IL-12p40, an impaired function of intestinal antigen presenting cells
(APC), with decreased upregulation of Major Histocompatibility Complex Class
IT molecule (MHC-II) and reduced T cell stimulatory capacity upon stimulation.
Taken together, these results indicate an FB;-mediated reduction of in vivo APC
maturation.

Fumonisin B; / intestinal APC / F4(K88)+ enterotoxigenic Escherichia coli/
mucosal immunization



1. Introduction
Mycotoxins are secondary fungal metabolites that can be produced in crops and
other food commodities both pre- and post-harvest. The consumption of
contaminated food/feed can be responsible for diseases in humans and animals
[26, 30]. The fumonisins, which are produced by Fusarium verticillioides and
related fungi, are among the most widespread mycotoxins [23]. Different types of
fumonisins have been structurally identified. The ‘B’ series include the most
prevalent type, the fumonisin B; (FB,), which is estimated to contaminate 59% of
the corn and corn-based products worldwide [14]. Consumption of FB;-
contaminated moldy sorghum and maize can result in several human
gastrointestinal disorders [3]. An increased prevalence of neural tube defects
among Mexican-American women is also attributed to FB; contamination of the
crop harvest. Furthermore, fumonisins can cause liver and kidney toxicity and
carcinogenicity, pulmonary edema and immunosuppression [24]. Their mode of
action is not completely understood but they are known to influence the
sphingolipid metabolism through the inhibition of ceramide synthase [11].
Sphingolipids are a class of membrane lipids which play an important role in
several cellular mechanisms such as signal transduction pathways, cell contact,
growth, differentiation and death, and immunity.
As fumonisins enter the body following consumption of contaminated food/feed,
the intestine will be the first organ exposed to these toxins and negative effects of
these toxins on the gastrointestinal tract have been reported [9]. In pig, FB,
increases the intestinal colonization by pathogenic Escherichia coli [27]. This
could be attributed to the negative impact of FB, on the intestinal barrier. Indeed,
FB, alters the intestinal barrier function by influencing the sphingolipid
metabolism, as demonstrated by an increase in the amount of free sphingoid
bases, a depletion of glycolipids in the plasma membrane and an increase in trans-
epithelial flux [6, 18]. However, an effect of FB; on the mucosal immune system
could also be involved in the altered interaction between FB;-exposed animals
and intestinal pathogens. Several studies demonstrated that FB; affects the innate
immunity, as well as humoral and cellular responses from the acquired immunity
[2, 7,21, 24, 38]. It is shown that FB, decreases IL-8 expression both in intestinal
tissue and in an intestinal epithelial cell line [8]. Further information concerning
the mode of action of FB, on the intestinal immune system is however needed.
F4" enterotoxigenic E. coli (ETEC) adhere with their F4 fimbriae to F4-specific
receptors (F4R) on the intestinal epithelium of piglets, then colonize the small
intestine and induce diarrhea. Following infection, an F4-specific immune
response is induced within a week which terminates the F4" ETEC excretion [44].
F4 fimbriae induce a strong mucosal immunity in piglets. Mucosal immunization
of weaned piglets with purified F4 fimbriae induces a potent F4-specific intestinal
immune response protecting these animals against a subsequent oral challenge
with F4" ETEC [41]. The F4-mediated adhesion to specific F4R is required for
this protective F4-specific immune response as an oral immunization of F4R-
negative animals fails to induce such an immune response [42]. In the present
study, the F4 model is used to analyze the influence of FB; feeding on the porcine
intestinal immune system.



2. Materials and Methods
2.1. Experimental design
2.1.1. Animals and housing
Twenty five conventionally bred pigs (Belgian Landrace x Pietrain) weaned
between 3 and 4 weeks of age were housed in isolation units. They were fed ad
libitum with a commercial starter diet and treated orally with colistine, an
antibiotic against Gr~ bacteria, for three consecutive days following weaning
(Promycine pulvis, VMD, Berendonk, Belgium, 150 000 U/kg body weight/day)
to prevent E. coli infections which could arise due to handling and transport of the
animals. The piglets were screened to be F4-seronegative using the F4-specific
ELISA [41] as well as F4R" using the PCR method described by Rasschaert et al.
[33]. The presence of the F4R was confirmed post-mortem using the in vitro
villous adhesion assay. Adhesion of > 5 bacteria per 250 um villous length was
considered as positive [10]. Males and females were equally divided in the
groups. All animal procedures were approved by a local ethical committee.

2.1.2. FB, feeding and allotment

Piglets were randomly divided into a group that received a FB;-containing fungal
extract (n = 11) and a group that received PBS (n = 14) (Tab. I). FB; was
extracted from an in vitro culture of the Fusarium verticilloides strain NRRL
34281 as previously described [27]. This crude extract contained 54% FBi, 8%
FB, and 9% FB; and no detectable amounts of zearalenone, fusarochromanone,
deoxynivalenol or other thrichothecenes. One week after weaning, FB; (or PBS)
was orally provided at a dose of 1 mg/kg of body weight/day in 10 mL PBS for 10
days (day -10 until day 0). All animals were weighed at the beginning and at the
end of the administration period. On day 0, animals were either challenged with
an F4" ETEC strain (n = 10), orally immunized with purified F4 fimbriae (n = 9)
or euthanized to analyze the effects of FB; on the mucosal immune system
(n=06).

2.2. Experimental infection and immunization

2.2.1. F4" ETEC infection

Five piglets of both the FB, and PBS group were orally infected with the F4"
ETEC strain GIS26 (Tab. I). Piglets were sedated with Stresnil (40 mg/mL;
Janssen-Cilag, Berchem, Belgium), after which the gastric pH was neutralized by
intragastric administration of 62 mL NaHCO; (1.4% (w/v) in distilled water).
Next, 10" F4" ETEC in 10 mL PBS were intragastrically administered. From day
0 till day 9, the fecal F4" E. coli excretion was daily quantified by dot blotting,
using the F4-specific monoclonal antibody (mAb) IMMO1 as previously described
[41]. The prevalence and the severity of diarrhea were scored blindly according to
the visual aspect of the feces. All piglets were weighed every 3 days from the start
of the FB, administration till the end of the F4" E. coli excretion.

2.2.2. Oral F4 E. coli immunization

Three animals of both the FB; and the PBS group were orally immunized with 2
mg purified F4 fimbriae in 10 mL PBS (FB,+F4 and F4 group respectively) on
three subsequent days (day 0-2) (Tab. I). Three non-exposed animals receiving



only PBS served as negative controls (PBS group). F4 fimbriae were purified
from strain IMMO1 as previously described [41]. From 3 h before till 2 h after
immunization, piglets were deprived of food and water. One week later (day 7-8),
the animals were euthanized by intracardial injection of pentobarbital (24 mg/kg;
Nembutal, Sanofi Santé Animale, Brussels, Belgium) followed by exsanguination.
Subsequently, monomorphonuclear cells (MC) were isolated from the jejunal
lamina propria (LP) as described in section 2.4.1. and from the mesenteric lymph
node (MLN) and jejunal and ileal Peyer’s patches (JPP and IPP) as previously
described [44]. For each MC suspension, the number of F4-specific IgM, IgA and
IgG antibody secreting cells (ASC) were determined as described by Van den
Broeck et al. [42]. Spots in 5 wells (10° MC/well) were counted with an ELIspot
ree})der (Immunospot, CTL) to obtain the number of isotype-specific ASC per 5 x
10° MC.

2.3. FB; and the mucosal immune system

Three animals from both the FB; and the PBS group were euthanized at day 0 to
analyze the influence of FB; exposure on the intestinal immune system (Tab. I).
MC were isolated from MLN, LP, IPP and JPP (section 2.2.2)

2.3.1. Intestinal immune cell subpopulations

To analyze whether FB, feeding influenced the number of immune cells in the
intestinal mucosa (T cell populations: CD2'CD3", CD3°CD4", CD3'CDS",
CD4'CDS§"; myeloid cells: CD172"; B cells: IgM+MHC-II+; APC and endothelial
cells: [gMMHC-IT"), 2.5 x 10’ cells were incubated with optimal concentrations
of mAbs (Tab. II), washed and incubated with the appropriate isotype-specific
FITC- or PE-conjugated antibodies (Southern Biotech, Birmingham, Alabama,
USA). After a final wash step with ice-cold PBS, 5 nM Sytox Red (Invitrogen,
Merelbeke, Belgium) was added to allow gating of living cells. Data were
acquired on a FACSCanto flow cytometer (Beckton Dickinson, Erebodegem,
Belgium) with a minimum event count of 30 000 and analyzed with FACSDiva®
software.

2.3.2. MC proliferative activity

The MC were also functionally characterized by analyzing their proliferative
activity. The cells were cultured at 5 x 10° cells/well in a 96-well culture plate in
leukocyte medium (RPMI-1640, 5% FCS, 1 mM sodium pyruvate (Gibco,
Merelbeke, Belgium), 2 mM L-glutamine (Gibco), 100 pg/mL kanamycin
(Gibco), 50 pg/mL gentamycin (Gibco), 50 puM 2-mercaptoethanol) and
subsequently treated with F4 (20 pg), flagellin (20 pg) or 5 pg of one of the
mitogens concanavalin A (ConA) (Sigma, Bornem, Belgium), pokeweed mitogen
(PWM) (Sigma) or phytohemagglutinin (PHA) (Sigma) or left untreated. Flagellin
was isolated from the strain GIS26 [FdeG using the same protocol as to purify F4
fimbriae [46]. Cultures were maintained at 37 °C in a humidified atmosphere at
5% CO,. After 72 h the cells were pulse-labeled with 1 uCi [*H]-thymidine
(Amersham ICN, Bucks, UK) per well and 18 h later harvested onto glass fiber
filters (Perkin-Elmer, Life Science, Brussels, Belgium). The incorporated
radioactivity was measured using a [=stintillation counter (Perkin-Elmer).



2.3.3. Cytokine expression by MC

To analyze the influence of FB, feeding on cytokine expression by intestinal MC,
107 cells per sample were stored at —80 °C in TRIzol Reagent (Invitrogen) until
cDNA synthesis. The amount of mRNA transcripts from genes encoding
cytokines was measured in triplicates by real-time quantitative reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (QRT-PCR). Briefly, 8 ng cDNA was
mixed with the Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) and porcine-specific primers for housekeeping genes
(cyclophilin A, [Z4microglobulin, [-aktin) and genes encoding cytokines (IL-1L_1]
IL-6, IL-12p40, IL-18, TNF- ) (Tab. III). The reactions were denatured at 95 °C
for 10 min followed by 40 cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C for 1 min in the ABI
Prism 7000 Sequence Detection System. Data were analyzed using the method of
Peirson et al. [28] and individual values for cytokine expression were obtained
after normalization to the 3 housekeeping genes (relative quantification).

2.4. Activity of the small intestinal lamina propria CD11R1" cell population
2.4.1. Enrichment of CD11R1" cells from jejunal lamina propia MC

MC were isolated from the lamina propria by collagenase digestion as previously
described [46]. The peritoneum and muscle layers were stripped off, after which
the intestine was opened along the mesenteric side. Subsequently, the remaining
tissue was cut into pieces (1 cm?) and incubated in a shaking incubator for 3 x 40
min at 37 °C, 150 rpm, in HBSS-EDTA solution (Ca*"/Mg*"-free HBSS pH 7.2,
0.94 mM DTT (Sigma), 2.52 mM kestranal (EDTA), 100 U/mL penicillin, 100
pg/mL streptomycin) to remove the epithelium. Next, the tissue was incubated in
a shaking incubator for 30 min at 37 °C, 150 rpm in complete medium (RPMI
1640, 5% FCS, 20 mM HEPES (Gibco), 0.1 mg/ml DNasel (Roche),
penicillin/streptomycin (P/S)) and subsequently into a collagenase solution
(complete medium, 0.18 U/mL Collagenase A (Sigma)) for 1 h at 37 °C, 120 rpm.
The cell suspension was then filtered through a wire mesh, followed by a 70 pm
cell strainer (Beckton Dickinson), pelleted (400 g, 10 min, 4 °C) and resuspended
in complete medium for 10 min at 37 °C. Subsequently, the low density LP MC
were enriched by lymphoprep density gradient centrifugation (Axis-Shield, Oslo,
Norway) at 800 g and 18 °C for 30 min.

APC were further enriched from the MC fraction by immunomagnetic separation
with the anti-CD11R1 mAb (Tab. II) and the EasySep® FITC selection kit
(StemCell Technologies, Grenoble, France) according to the manufacturer’s
instructions. CD11R1 is recognized by the anti-human CD11b mAb TMG6-5,
which binds the same epitope on human CD11b and porcine CD11R1. However,
the cellular expression pattern of both molecules differs greatly, implying a
different function of CD11R1 in pigs [13]. Nonetheless, CD11R1 has previously
been used to characterize porcine APC [4, 50]. The isolated cells were labelled
with anti-CD11R1 and FITC-conjugated anti-mouse IgG; (BD). Subsequently,
these cells were linked to magnetic nanoparticles using the FITC selection
cocktail. To remove unlabelled cells, the cell suspension was placed in a
EasySep® magnet for 5 min, after which the supernatans was poured off. The



retained cells were resuspended in PBS/ImM EDTA and the procedure was
repeated to achieve a 90-95% purity of CD11R1" lamina propria cells.

2.4.2. Phenotypic analysis and Mixed Lymphocyte Reaction (MLR)

The enriched CD11R1+ LP cells were cultured in a 24-well plate at 5 x 10’
cells/well in DMEM (Gibco), supplemented with 10% FCS, P/S and 20 pg/mL
gentamycin. The cells were stimulated overnight with 50 pg purified endotoxin-
free (AffinityPak Detoxi-gel; Pierce) F4 or flagellin at 37 °C in a humidified
atmosphere at 5% CO,. Following stimulation, cells were analyzed for surface
expression of MHC-II and CD80/86 by flow cytometry as described above. Gates
were set on the CD11R1" LP APC population.

Stimulated CD11R1" LP cells were also used as stimulator cells in a MLR to
analyze their allogeneic T cell stimulatory capacity as previously described [5].
Briefly, PBMC were purified from heparinized blood samples from an unrelated
pig by lymphoprep density gradient centrifugation. Lymphocytes were further
enriched from the PBMC cell fraction by depletion of CD172" monocytic cells
(Tab. II) using magnetic cell sorting (MACS system; Miltenyi Biotec GmbH).
CD11RI" LP cells were added to 2 x 10° lymphocytes at different ratios per well
of a 96-well plate. After 3 days of allogeneic responses, cocultures were pulsed,
harvested and the proliferation was measured as described above.

2.5. Statistics

Statistical analyses were performed using SPSS 16. Normal distribution of all the
data was analyzed using the Kolmogorov-Smirnov test and tested for variance
homogeneity with the Levine test. The number of F4" E. coli excreted per day,
average daily weight gain, the FCM data and cytokine results were compared with
one-way ANOVA and Bonferroni adjustment. The ELIspot and the MLR data
were first logarithmically transformed to homogenize variances and then analyzed
with a one-way ANOVA and LSD adjustment to test the effect of FB, exposure.
A two-way ANOVA (FB, exposure, day of the experiment) was used to analyze
the effect of the FB, treatment on the whole F4" E. coli excretion period. A value
of p <0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Oral FB; intake prolongs intestinal infection

F4-seronegative and FAR" piglets were infected with F4™ ETEC to analyze the
influence of FB exposure on an intestinal infection. The overall shedding of F4"
E. coli was higher in the FB,; group (p = 0.040) and the excretion lasted 2 more
days than in the PBS group (9 vs. 7 days) (Fig. 1A). To examine if this longer
shedding could be attributed to a different F4R expression level, a villus adhesion
test was performed. There was no difference between FBj-exposed and control
animals in adherence of F4" ETEC to the villi (30 to 89 bacteria per 250 um
villous length for all piglets). The mean consistency index of the feces was similar
for both groups and the average daily weight gain was not affected by FB, before
(FB; group 0.189 £ 0.052 kg/day; PBS group 0.205 + 0.028 kg/day) or after the
F4" E. coli infection (FB; group 0.275 + 0.063 kg/day; PBS group 0.297 * 0.053



kg/day). These results show that consumption of FB;-contaminated feed could
lead to a prolonged intestinal infection.

3.2. Oral FB; intake reduces the mucosal immune response

The effects of FB; exposure on the immune response of piglets to an F4 mucosal
immunization were analyzed by enumerating the F4-specific ASC (Fig. 1B-D).
One week after the immunization, significant higher numbers of F4-specific ASC
were found in the F4 group compared to the PBS group (IgM: MLN (p = 0.001),
JPP (0.001) and the IPP (0.014); IgA: MLN (0.005), JPP (0.044), IPP (0.001) and
the LP, (0.013); IgG: MLN (0.040) and IPP (0.023)). Furthermore, immunization
of FB;-exposed animals resulted in significant more F4-specific ASC compared to
the PBS group (IgM: MLN (p = 0.002), JPP (0.021) and LP (0.043); IgA: MLN
(0.026), JPP (0.03) and IPP (0.001); IgG: LP (0.043)). These results indicate that
both in the F4 and the F4+FB,; group an F4-specific immune response was
mounted. When the F4+FB,; group was compared to the F4 group, lower numbers
of F4-specific IgM and IgA ASC were observed in most tissues. This difference is
only significant for [gM ASC in the JPP (p = 0.003). Nonetheless, the overall
mucosal immune response (total number of IgA ASC, independent from intestinal
location) was significant lower in the F4+FB, group compared to the F4 group (p
= 0.02), which seems to indicate that FB;-contaminated feed could have a
negative influence on the induction of antigen-specific immune responses
following mucosal vaccination.

3.3. Modulation of the mucosal immune system by oral FB, exposure

To analyze the influence of FB; exposure on the mucosal immune system, MC
were isolated from MLN, LP, IPP and JPP of FB,-exposed (FB, group) and non-
exposed (PBS group) animals. The number of B cells, myeloid cells and specific
T cell populations were identical in both groups (data not shown). Moreover, the
number of MHC-IT'IgM~ LP MC was not influenced by FB; treatment (FB:
18.9% =+ 8.5; PBS: 16.3% + 6.3). Similarly, their proliferation following
incubation with different mitogens, F4 fimbriae or flagellin, was not influenced by
FB, (data not shown). However, the analysis of cytokine mRNA by qRT-PCR
revealed a significant reduction of IL-12p40 expression in the IPP of FB;-exposed
animals (p = 0.027) (Fig. 2). Furthermore, in the LP both IL-6 and IL-12p40
mRNA expression were reduced. The IL-12 cytokine is mainly produced by APC.
Therefore, further experiments were performed to analyze whether FB; exposure
could influence intestinal LP APC. Immunomagnetic enrichment of LP cells
routinely yielded a 90-95% pure population of CD11R1" cells, consisting of
MHC-II" APC with contaminating MHC-IT" eosinophils (Fig. 3a and b). The
CD11R1"MHC-II" LP APC appear to have a typical dendritic cell morphology
(Fig. 3d). Interestingly, in vivo FB; exposure had no influence on the relative
CD11R1" eosinophil or APC percentages in FCM analyses (data not shown).

In vitro stimulation of CD11R1" LP cells with F4 and the TLRS5 ligand flagellin
resulted in a significantly increased expression of the APC maturation markers
MHC-II (F4: p = 0.003 and Flag: 0.001) and CD80/86 (Flag: p = 0.001) in
comparison to unstimulated cells, implicating CD11R1" LP APC in the mucosal
immune response to F4" ETEC (Fig. 3¢ and e). Importantly, previous oral



exposure of piglets to FB; impaired the ability of these CD11R1" LP APC to
mature in response to the mucosal antigens F4 and flagellin. Upregulation of
MHC-II in cells from FBj-exposed animals was reduced in comparison to APC
from the control animals (p = 0.02 and 0.043 respectively), whereas the difference
in CD80/86 expression was not significantly, it was however numerically lower,
in the FB; group (Fig. 3e). To address a possible influence of FB;, on APC
function, isolated CD11R1" LP cells were analyzed for their T cell stimulatory
capacity in an allogeneic MLR. The cells were stimulated overnight with F4 or
flagellin and used as stimulators. Stimulated CD11R1" cells from control animals
induced potent T cell proliferation, whereas previous FB, exposure of piglets
significantly reduced the T cell stimulatory capacity of these cells, whatever the
stimulator or the APC/T cell ratio (Tab. IV). These data seem to indicate that oral
FB, exposure reduces the maturation of intestinal CD1 IR1"LP APC.

4. Discussion

The present study shows that despite the short administration period and the low
dose (Img/kg BW/day), which did not result in any clinical signs or reduced
weight gain, oral FB, intake prolongs an intestinal ETEC infection. This appears
to agree with previous reports wherein piglets receiving FB; orally had an
increased intestinal colonization 48 h following infection with pathogenic E. coli
[27]. We did not analyze ETEC colonization, but FB; had probably no influence
on the intestinal colonization since the F4R expression level was similar on villi
of FB;-exposed and non-exposed animals. Furthermore, based on results of
previous F4" ETEC infection experiments, large differences in in vivo F4R
expression are required to see differences in F4" ETEC colonization between
animals [41, 45]. On the other hand, FB, is known to affect the intestinal barrier
[6], cytokine production by enterocytes [8] and other components of the innate
immune response that are first line defense mechanisms [7]. The latter are
involved in the initiation of the adaptive immunity which seems to be delayed
since the excretion lasted 2 days longer in the FB;-exposed piglets. Therefore, an
effect of FB, on the acquired immune system could be involved.

It has been shown that FB; reduces the efficiency of intramuscular vaccination
[37]. Accordingly, the present study shows for the first time that a mycotoxin
could reduce the induction of an antigen-specific intestinal immune response. In a
model with oral F4 immunisation, significant lower numbers of antigen-specific
IgM ASC were detected in the JPP of FB;-exposed piglets. Furthermore, both the
F4-specific IgM and IgA ASC were reduced after FB;-exposure. This result
suggests that FB; could interfere with the induction phase of the immune
response, especially since the overall mucosal [gA immune response was
significantly reduced in FB;-exposed piglets. The adaptive immune system needs
around 3 to 5 days to induce an F4-specific immune response and the first F4-
specific ASC that appear in the intestine are mainly F4-specific IgM ASCs that
subsequently switch to IgA [42, 44]. There are no indications that FB, influences
IgA synthesis, in contrast to the mycotoxins deoxynivalenol (DON) and nivalenol
which selectively stimulate IgA production in porcine Peyer’s patches [31].
Dendritic cells (DC) have a central position in the mucosal immune system by
connecting innate and acquired immune responses. In the lamina propria, DCs



take up antigens and migrate to the mesenteric lymph nodes where they interact
with T cells. Binding of pathogen-associated molecular patterns to pathogen
recognition receptors triggers DC maturation and enables them to induce effector
T cell responses. DC maturation is characterized by an increased expression of
MHC-II and co-stimulatory molecules like CD40, CD80 and CD86 and the
secretion of polarizing cytokines like IL-10 and IL-12 [16]. After in vivo FB;-
exposure, we observed a reduced transcription of IL-12p40 by MC, although
restricted to the intestinal IPP, which suggests an effect of FB; on APC since
these cells are the main producers of this cytokine [39]. Here we found that
CDI11R1" LP APC from control animals upregulated MHC-II and CD80/86
expression in response to F4 and Flag stimulation. On the contrary, CD11R1" LP
APC from FBj-exposed animals had a reduced upregulation of MHC-II
expression. We also observed a tendency of FB; to reduce the upregulation of
CD80/86 expression. Both findings indicate that intestinal CD11R1" APC from
FBi-exposed piglets are less responsive to F4 and Flag stimulation. This
contradicts results obtained with human MoDC, where the expression of CD86
was not modulated by FB; treatment [36].

These data suggest that FB, could affect the maturation of LP APC. A hallmark of
mature DC is their ability to induce T cell proliferation due to increased
expression of MHC-II and costimulatory molecules, such as CD80/86 [40].
Although a mixed population of CD11R1" APC and eosinophils was used to
investigate the T cell stimulatory capacity, the obtained results were consistent
with the MHC-II and CD80/86 expression. We show for the first time that F4 and
flagellin enhance the T cell stimulatory capacity of porcine intestinal CD11R1"
APC. Moreover, we demonstrate that in vivo FB; exposure of piglets resulted in
an impaired T cell stimulatory capacity of intestinal CD11R1" LP APC. To our
knowledge, this has not been previously demonstrated. On the contrary, Bimczok
et al. [5] did not observe a reduced ability of porcine MoDC to induce T cell
proliferation after treatment with deoxynivalenol, despite the reduced expression
of MHCII, CD40 and CD80/86. This discrepancy could be explained by the type
of mycotoxin itself or the cell type used as APC model. The possibility that the
observed reduction in functional APC maturation is due to an effect of FB; on
CD11R1" APC or eosinophil migration seems unlikely since we observed no
difference between FB-exposed and control animals in the number of isolated
CDI11R1" cells, in the relative percentage of CD11R1" APC or eosinophils or in
the percentage of MHC-IT'IgM™ LP APC. The small intestinal LP MC contains
mainly 2 MHC-II" cell populations, APC and endothelial cells [15]. Although we
cannot discriminate between these populations in this study, the number of
endothelial cells should remain constant irrespective of FB; exposure. Although
APC migration does not seem to be affected by FBy, the latter could still influence
the function of CD11R1" LP APC. However, it has been demonstrated that only
the CD11R1" LP APC migrate from the LP to the MLN [4], suggesting that these
cells are functionally the most relevant APC with respect to the induction of a
primary immune response.

Despite the small numbers of animals, we report for the first time an effect of a
mycotoxin on intestinal APC maturation. The reduced maturation of FB;-exposed
intestinal APC could explain the longer F4" ETEC excretion and the lower F4-
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specific immune response to oral F4 immunization in FB;-exposed animals. Other
effects of FB; on the acquired immune system are reported like influx of immune
cells [32, 38] or altered T cell proliferation following mitogen stimulation [17,
21]. In the present study FB; exposure did not alter these parameters in the
porcine intestine.

The observed negative impact of FB; on the immune system could be a threat for
the health status of humans and animals. The results of this study could be
extrapolated to man since the gastrointestinal tract of both species share a lot of
similarities [12]. This stresses the need to further develop methods to reduce the
consumption of FB;-contaminated food [48], which is common in developing
countries where the prevalence of several infectious diseases is high [20, 25]. The
negative impact of FB; on the mucosal immune system can support the emergence
of infectious diseases and suggests that the efficiency of vaccination programs
would be increased with a concomitant reduction of FB; intake by the local
population.
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Figure legends

Figure 1. A) Mean fecal F4" E. coli (log 10) per gram feces (+ SEM) following
F4" ETEC infection of FB-exposed (FB;, n = 5) and non-exposed animals (PBS,
n =5) at 1 to 9 days post infection (dpi). The asterisk indicates a significant
difference (P < 0.05) between both groups. B) Mean F4-specific IgM, C) IgG and
D) IgA ASCs (£ SEM) per 5 x 10° MC in lamina propria (LP), mesenteric lymph
nodes (MLN), jejunal (JPP) and ileal Peyer’s patches (IPP) of control animals
(PBS, n = 3), F4-immunized animals (F4, n = 3) and FB;-exposed and F4-
immunized animals (F4+FB;, n = 3) at one week following immunization.
Different letters indicate a significant difference (p < 0.05) between groups: a)
PBS-F4, b) PBS-F4+FBy, c) F4-F4+FB,.

Figure 2. The mean fold change of expressed cytokines to a combination of the
housekeeping genes cyclophilin A, [2dmicroglobulin and [-aktin (£ SD) in the
lamina propria (LP), mesenteric lymph nodes (MLN), jejunal (JPP) and ileal
Peyer’s patches (IPP) of non-exposed animals (PBS, n = 3) or FB;-exposed
animals (FB;, n = 3) at the end of the FB, administration period. The cytokine
expression level is represented in fold change compared to the PBS group (mean
value of 1). The asterisk indicates a significant difference (p < 0.05) between both
groups.

Figure 3. Increased expression of APC maturation markers MHC-I1 and CD80/86
on CDI1R1" LP APC in response to stimulation with 50 pg F4. (a) Forward and
side scatter characteristics of enriched CD11R1" cells, consisting of APC and
contaminating eosinophils. (b) Eosinophils do not express APC maturation
markers. (c) Purified CD11R1" cells, gated on the APC population. One
representative experiment out of 3 independent experiments is shown. (d) An
isolated LP APC stained with anti-CD11R1 TexasRed, anti-MHC-II FITC and
DAPI, bar = 10 um (e) Mean fluorescence intensity (MFI (£ SD)) of isolated
CD11R1" LP cells stained for CD80/86 and MHC-II expression and gated on the
APC population from non-exposed (PBS, n = 3) or FB;-exposed animals (FB;,
n = 3) following overnight stimulation with 50 pg F4 (F4) or flagellin (Flag). The
asterisk indicates a significant difference (p < 0.05) between both groups; the
letters indicate a significant difference between unstimulated (medium) and
stimulated cells within groups.
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Table 1. Overview of the experimental design and analyses.

Day
-10

Day
9

25 recently weaned piglets in experiment

Control animals FB,-treated animals
11 piglets 14 piglets
3 piglets 3 piglets 5 piglets 3 piglets 3 piglets 3 piglets 5 piglets
Slaughter: Oral F4 ETEC Slaughter: Oral F4 Oral PBS ETEC
FCM infection FCM infection
MLR MLR
Cytokines Cytokines
APC APC
Slaughter: Slaughter:  Slaughter:
mucosal mucosal mucosal
ELISPOT ELISPOT  ELISPOT
Fecal Fecal
ETEC ETEC
excretion excretion

FCM, Flow CytoMetry; MLR, Mixed Lymphocyte Reaction; APC, antigen presenting cells
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Table I1. Overview of the antibodies used in flow cytometry.

Specificity Name Isotype  Reference
CD2 MSA4 IgG2a [29]
CD3 PTT3 IgGl1 [49]
CD4 74-12-4 IgG2b [29]
CD8 11/295/33 IgG2a [35]

CDI11RI1 TMG6-5 IgG1 [13]
CD25 K231.3B2 IgGI [1]

CD80/86 huCTLA-4 mulg fusion protein (Ancell, IgG2a
Bayport, MN, USA)

CDI172 74-22-15 IgG2b [29]
MHC-II MSA3 IgG2a [19]
IgM 28.4.1 IgG1 [43]

hu, human; mu, murine
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Table II1. Nucleotide sequences of primers for real-time PCR.

Gene Symbol (gene bank Primer sequence Amplicon

accession number) size

Cyclophilin A® F (600 nM) CCCACCGTCTTCTTCGACAT 92

(NM_214353) R (600 nM) TCTGCTGTCTTTGGAACTTTGTCT

[Zdmicroglobulin® F (900 nM) TTCTACCTTCTGGTCCACACTGA 162

(NM_213978) R (300 nM) TCATCCAACCCAGATGCA

[=aktin, [47] F (300 nM) TCATCACCATCGGCAACG 133

(AY550069) R (300 nM) TTCCTGATGTCCACGTCGC

IL-1C1 F (300 nM) GAGCTGAAGGCTCTCCACCTC 87

(NM_001005149) R (300 nM) ATCGCTGTCATCTCCTTGCAC

IL-6 F (900 nM) TTCACCTCTCCGGACAAAACTG 122

(NM_214399) R (50 nM) TCTGCCAGTACCTCCTTGCTGT

IL-12p40° F (300 nM) GGTTTCAGACCCGACGAACTCT 112

(NM_214399) R (900 nM) CATATGGCCACAATGGGAGATG

IL-18, [34] F (300 nM) CGTGTTTGAGGATATGCCTGATT 107

(NM_213997) R (300 nM)
TGGTTACTGCCAGACCTCTAGTGA

TNF- [ ]R2] F (300 nM) ACTGCACTTCGAGGTTATCGG 118

(NM_214022) R (300 nM) GGCGACGGGCTTATCTGA

* present study for reference.
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Table IV. The stimulation index of proliferated allogeneic lymphocytes after
coculture with graded numbers of CD11R1" LP cells, consisting of APC and
eosinophils, isolated from FB;-exposed and non-exposed animals.

APC stimulation Mean stimulation index p-value
APC/ T cell ratio Control animals FB-treated animals

F4 stimulation
1/10 38.60+6.18 1.33+£0.75 <0.05
1/30 13.12+1.16 1.10 £0.07 <0.001
1/90 17.92 £2.20 0.97 £0.09 <0.01
1/270 6.63 £1.41 0.95+0.71 0.08

Flagellin stimulation
1/10 71.92+15.94 2.84+1.64 <0.05
1/30 30.30+£5.54 1.65+0.20 <0.01
1/90 41.02 +8.28 1.13+£0.46 <0.01
1/270 9.84+2.99 0.86 +0.33 <0.05

Mean + SD (n = 3). CD11R1" cells were incubated overnight with either F4 or flagellin to induce
activation. The SI was calculated by dividing the individual cpm values of every condition by the
mean cpm value of the control coculture (untreated CD11R1" cells and lymphocytes). SI from
both negative controls, CD11R1" cells and lymphocytes alone, were lower than 1.5.
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Figure 1.
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Figure 2
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RESUME:

Le déoxynivalénol (DON) est une mycotoxine issue du métabolisme secondaire de moisissures,
et se retrouve fréguemment comme contaminant naturel de nombreuses denrées d’origine
végétale. Les objectifs de nos travaux ont été d’évaluer les propriétés toxiques du DON chez le
porc en croissance, sain ou porteur d’agent pathogene, car cette espéce est connue pour sa
sensibilité envers la toxine. Nous avons dans un premier temps étudié in vitro les effets du DON
sur la réponse immunitaire non spécifique des animaux. Dans un deuxieme temps, I’impact de
I’ingestion d’un aliment naturellement contaminé sur les performances et la flore intestinale des
porcs a été étudié. Enfin, le modele de portage asymptomatique de salmonelles a été choisi pour
caractériser I’effet de I’intoxication sur I’excrétion de ce pathogéne. En fonction de la dose de
DON utilisée (0,5 - 5uM), la pré-exposition des macrophages a la toxine a entrainé une
inhibition de leur activation par I’IFN-y a travers une diminution de I’expression de leurs
récepteurs transmembranaires CD14, CD54, CD119 et HLA-DP/DQ/DR, impliqués dans les
fonctions de coopération et de signalisation des macrophages. En revanche, le DON n’a pas eu
d’effet particulier sur des macrophages préalablement actives par I’IFN-y. L’exposition au DON
n’a pas alteré la capacité de phagocytose des neutrophiles. Cependant, le DON (10 - 50 uM)
réduit les propriétés de migration de ces cellules, et diminue la production d’IL-8 par les
neutrophiles stimulés par du lipopolysaccharide. Nos résultats suggerent que la diminution de la
production d’IL-8 serait due a une inhibition de I’expression de la sous-unité p65 des facteurs de
transcription-kB (NF-kB). Dans les études in vivo, nous avons observé une diminution transitoire
de la croissance de tous les porcs aprés une semaine d’ingestion d’un aliment contaminé par le
DON (2,7 mg DON/kg d’aliment). Des modifications de profils de flore bactérienne intestinale
ont également été mises en évidence par CE-SSCP (Capillary Electrophoresis Single-Stranded
Conformation Polymorphism) apres 28 jours d’intoxication chronique. Comme attendu, aucun
signe clinique ou physiologique important n’a été observé suite a I’inoculation des porcs avec
10° UFC de Salmonella Typhimurium, hormis une augmentation immédiate de la concentration
sérique des immunoglobulines A. Une légére accélération de la séroconversion des animaux
infectés par Salmonella Typhymurium et exposés au DON a été observée, ainsi qu’une
perturbation passagére de la population de coliformes thermotolérants des féces, deux jours apres
I’infection. Aucun autre effet synergique de I’intoxication et de I’infection n’a été observeé sur la
persistance et I’excrétion de la bactérie par les porcs infectés.

En conclusion, nos résultats montrent qu’in vitro, le DON diminue les fonctions des cellules
phagocytaires (neutrophiles et macrophages) et qu’in vivo, aux doses de DON et de salmonelles
administrés, cette mycotoxine altere la flore intestinale des porcs, mais ne semble pas étre un
facteur aggravant du portage asymptomatique de salmonelles.

MOTS-CLES: Déoxynivalénol, Mycotoxine, Porc, Systeme immunitaire, Macrophages,
Neutrophiles, Marqueurs de différenciation, Flore intestinale, CE-SSCP,
Salmonelles.
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