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25 % des denrées destinées a ’lhomme et aux animaux sont
contaminées par des mycotoxines (source: FAO)

¥ Trois genres fongiques sont les principaux responsables de ces contaminations.
“Plus de 200 mycotoxines répertoriées, 15 majeures.

¥ Les céréales: substrats privilégiés des champignons toxinogenes.

Le reglement CE n°1126/2007
(modifie le CE n°1881/2006 )
fixe les concentrations maximales
autorisées dans les produits
alimentaires dans I'UE. )
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Genre Aspergillus et ses toxines

‘www.bspp.org.uk/NDR/jan2007/2006-61.asp.
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Genre Penicillium et ses toxines
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Genre Fusarium et ses toxines

Trichothécénes B
(DON : deoxynivalenol,
NIV: nivalenol,....)

F.graminearum F.culmorum

R1

i 1 CHs3
CH3 CH3 R2 NH2

HOOC Fumonisines
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Améliorer la maitrise du risque « mycotoxines » implique...

Décrypter les mécanismes et

événements conduisant a la 4,
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Identifier des mécanismes
de détoxification
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Evaluation du risque I
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Les voies de décontamination

Les mycotoxines: des molécules tres thermostables qui se retrouvent dans les produits finis.
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Traitements physiques : triage opthue, decortlcage, mouture
Traitements chimiques : ammoniation , ozone
Procédés fermentaires

«—“‘-\'1

— P—

CIAG, Paris le 25 juin 2015

" SCIENCE & IMPACT




Exploiter les capacités multiples des microorganismes

-~

Production de métabolite antifongique
et/ou "anti-mycotoxine ”

]i—[ microorganisme
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@ @ @ [Agent fongiqli
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. : biosynthése de toxine Dégradatiqn
croissance fongique y des mycotoxine
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Plusieurs études reportent une diminution des teneurs en mycotoxines
au cours de procédés fermentaires

g — -,
/ Dégradation par des activités
microbiennes?
i

-

Piégeage dans la paroi
microbienne?

Diminution des teneurs en mycotoxines o
ne signifie pas forcément détoxification. e E A ERE a
composants de la matrice?
Mycotoxines masquées! b

Devenir du déoxynivalenol au cours de |la panification >

Exemples

Fumonisine dans les ensilages de mais grains >
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Devenir du déoxynivalenol au cours de la panification

Type de Temperature | Fermentation | % réduction
pain (°C) (min) DON
30 30 0

60 0 -
40 23 15 La diminution du DON est augmentée

45 40 ’(par la durée de fermentation
50 20 29

40 41 - "

Viennois 30 45 0 D’autres travaux (Bergamini et al., 2010; Vidal et al., 2009)

90 25 rapportent une augmentation du DON qui
40 35 20 résulterait d’une libération du DON piégé

70 36 dans les tissus végétaux au cours de la
>0 30 49 fermentation

60 >6 Lié au type de levain?

Samar et al, 2001
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Une diminution des teneurs en FB1 est observée dans certains
enSilagES de ma.I'S grainS (Martinez et al, thése CIFRE/Lallemand)

Fumonisines totales par molécule (FB1,FB3, FB2) Fumonisines totales par molécule (FB1. HFB1, F83, FB2)

N

FB3 FB2

FB1 FB3 FB2
Jo

/

1g de FB/ g de mais (ppm)
g de FB/ g de mais (ppm)

FB1

FB1 FB3 FB2

178 178

Ensilage 1 Ensilage 2
Pour confirmer la réelle dégradation des toxines, il est indispensable de considérer 'ensemble >

J141

des toxines « libres » et « masquées »
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Les mycotoxines masquées g3 : Cas des fumonisines et du DON

CQOH

Fumonisines jipce SUUSN S

HaC CH3

l
CH3 CH3 R2 NH2
HoOC o
HOOC

Complexation :
- avec amidon et protéines du mais
- peptidoglycanes des parois bactériennes

; Hydrolyse alcaline

Fumonisines totales

FB complexée/ FB totales + 30%
pour le mais (Dall’Asta et al, 2009)

. Analyse LC/MS

DON-3-G '

DON total

DON-3-G / DON total < 10%
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Une diminution des teneurs en FB1 est observée dans certains
enSilagES de ma'I'S grainS (Martinez et al, unpublished data)

Fumonisines totales par molécule (FB1, HFB1, FB3, FB2) Fumonisines totales par molécule (FB1, HFB1, FB3, FB2)
. FB2
02 &P HFB1 forme masquée " )
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) mm FB1  HFB1 | FB1  HFB1 ' ' B L TR,
- 10 178 1141 ’
‘B3 FB2 FB1 FB3  FB2 ‘ FB1 FB3  FB2 | FB1 FB3  FB2
10 ‘ - | 1141 10 7= 141
Ensilage 1 Ensilage 2

| I s’agit bien d’une diminution liée a une activité de dégradation et non pas une complexation >
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Identifier les agents/consortia microbiens responsables de la métabolisation

Deux stratégies
complémentaires

Approche globale:

Approche ciblée:

Comparer le microbiote de produits

Isolement, Screening fermentés présentant une évolution
et Validation contrastée des teneurs en

mycotoxines
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Approche ciblée: Exemple de la recherche de microorganismes capables de
dégrader les fumonisines dans les ensilages de mais grains

(Martinez et al, thése CIFRE/Lallemand)
I1l. validation des isolats
capables de métaboliser la FB1 /
¥
‘ / | |

Il. Screening préliminaire: isolats capables A ,w}mm ey Isclement aprés srrichissement
de se développer en présence de FB1 (DO) " eoondod

1g mais+ 10ml (tampen phasphate
50 mb+ 0,01% TweendD)

‘/} “hml ¥ )
- A%
Vi [ o3 M-_‘I,:;‘r;\:wmm M(Ag (29.:’:;?1:;?
/ 0@ F = (250 pgimL), 6-8J
y 25'C 2.50 - .
Bactéries: MRS + Levures: MEA + lsmuu-n:-m(sum)l
_plramicine (aérobiose chloramphénicol v v w———

. Réalisation d’une banque
d’isolats a partir de microsilos
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Approche ciblée: Screening des isolats potentiellement capables de
dégrader la Fumonisine

045 1 o MM+ po + FB1 dans le solvant [ Isolat pOSitif DT [ Isolat négatif
0.4 = MM+ o + solvant ) E o4 !
c
€ o35 S o035
o n
a 03 @ 03
3 c
£ 0.25 g 025 -
2 [}
3 0.2 3 02
2 <
< 0.15 0.15 -
0.1 , ‘ ] 01 - - - - - -
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Temps de culture (heures) Temps de culture (heures)
Mise en culture sur un milieu ou la source principale de carbone et azote est la mycotoxine >
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Microorganismes identifiés pour leur capacité de dégradation des mycotoxines

Reference

Catégorie Agent microbien Mycotoxine cible Origine
Mycobacterium fluoranthenivorans sp. Nov. .
DSM44556, Rhodococcus erythropoli. AFB1 Sols contaminés HAP Vel & aI.,;)(())(;S AT el
NCB1492 ( Delftia/ Comamonas group) FB1 Sols | Benedetti et al., 2006
ATCC 55552 or 2412.1 FB1 Tiges mais Duvick et al., 2000; Heinl etal.,
2011
Sphingopyxis sp. MTA144 FB1 Sols Taubel 2005; Heinl et al., 2010
Eubacterium biforme OTA Intestin porc | Upadhaya et al., 2012
Lactobacillus vitilinus, Sphlngomonas A OTA Fluides rumen Schatzmayr et al., 2006
Bactéries Stenophomona spp., Eubacterium spp.
Pediococcus parvulus OTA Vin | Abrunhosa et al., 2014
Lactobacillus spp. and Leuconostoc spp. ZEN Collection | Niderkorn et al., 2007
Eubacterium sp. BBSH 797 TCTA ; DON Fluides rumen bovins Fuchs et al., 2002
E3- 39 (Agrobacterium/ Rhizobium group) DON, 3- ADON Sols Shima et al., 1997
Clostridiales, Anagrofllum sp., Collinsella sp., DON sl Eeulen Yu et al., 2010
and Bacillus spp.
Lactobacillus plantarum Patuline Aliments fermentés pour animaux Hawar et al., 2013
Gluconobacter oxydans Patuline Pommes Ricelli et al., 2007
. . . . . : . Duvick 1 -2001. Blackwell
Exophiala spinifera and Rhinocladiella atrovirens FB1 Tissus mais uvic 998a| 010999 ackwell et
Saccharomyces cerevisiae Patuline Origine commerciale Most and Long, 2002
Levures Intestin de termite Mastotermes

Trichosporon mycotoxinivorans

Geotrichum spp., Metschnikowia spp., Kluyveromyces
spp., Saccharomyces spp.

OTA, ZEN, DON

AFB1, ZEN & DON

darwiniensis

Non documenté

Schatzmayr et al., 2006

Repeckiene et al 2013




Approche globale: Comparaison de microbiotes

Stratégie d’étude: exemple d’une stratégie appliquée aux ensilages grains

(Martinez et al, thése CIFRE/Lallemand)

a partir des ensilages

[Enrichissement du microbiome}
o \ 1g mais + 15mL PBS
1 (24X)
-,

Gradient de sonication . Analyse Métagénomique:
Centrifugations successives.
! v Extraction d’ADN du microbiome.
[ Culot microbien } v' Shotgun whole genome sequencing.
(débarrassé de 'ADN de mais ) v Illumina HiSeq V3 paired- end (100 pb)

1

Extraction d’ADN =% | Vérification de la qualité =+ _w/

Dosage et amplification des génes de
référence (Macl, V34)
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Etape préliminaire: valider la méthode d’extraction ADN microbien

QC Analyse
Ensilage Temps de
fermentation Echantillon Total sequences (Mi.) %GC Mapping /gt:;r:i::;);:le référence
0 S1D0 2—: 48.5 i; 0.36
S1
78 51078 48.8 E 0.12
0 s00 41.6 > 0.34
S2
78 52078 54.6 37 0.05
N 37

[E;Iu/ti;)\n/fermentation ]

Nb important
de séquences

Tres faible
contamination mais
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Une premiere image: un changement conséquent dans la structure du
microbiote au cours de la fermentation

% GC > 52

100%
90%
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So% @ Unknown
40% sequences
e ¥ Viruses
20%

- M Eukaryota
0% ~ m Bacteria

En5|lage 1 En5|lage 2
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Com|:_>osition du microbiote des deux ensilages

10402

1e+00
L

Ensilage 1

1002
L

A t0, la composition du microbiote des deux ensilages
semble peu différente avec une prédominance des proteobacteries

1 1] |
10-02 1e+00 Te+02

Ensilage 2
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Composition du microbiote des deux ensilages

Length (op) |A 178, on observe des différencegs nettes
2% dans la composition du microbipte des deux
fo ensilages / spécialisation
=

Genre spécifique .

§ | Ensilage 1
— e o TP
) eI "g'm
o
T 8
c &
Ll

Genre spécifique
Ensilage 2




Valider la capacité a dégrader des isolats/ consortia microbiens

S

Comprendre les mécanismes
de dégradation

~——
Identifier les métabolites de Repérer les activités
dégradation enzymatique/génes
/‘\ /\
Marqueurs Marqueurs
biochimiques moléculaires
\/ N

CIAG, Paris le 25 juin 2015




Métabolites marqueurs de la dégradation des fumonisines

Intermédiaire

FB1- 1ITCA
FB1
7?2 =
0 COi)H 18 \l, \'176 N
~>(l\ . COOH 158
AN ANS oH  OH 704 2%

/\/\(JYYY\/\/W“ )
e 686 —> i

Fragmentation théoriques MS/MS de [FB1+ H]*
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Validation de la capacité a métaboliser la fumonisine d’un isolat candidat

Cinétique de FB1 et HFB1 in vitro par l'activité de la souche ATCC 55552

8E-09

7€-09
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Voie de dégradation de la fumonisine B1
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FB1 ¢ oo Carboxylesterase HFB1
COOH
o OH  OH FumD oH OH OH
H:,c a |-|ac EH3+2TG|*
Hs Hs NH, ':: Hy ©OH CHj NH;
COOoH
Hooe™ Aminotransférase
Fuml ou
désaminase oxydative
2-Keto HFB1
OH OH  OH
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Marqueurs de degradatlon de la FB1 : genes FUM | et FUM D

SCIENCE & IMPACT

Harting D., et al 2010 Biomin communication
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Les voies chimiques de dégradation d’autres mycotoxines
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De l'identification a I'’exploitation

, Définir les conditions optimales d’expression des potentiels de dégradation :
Température, pH, activité de 'eau,

0 Installation du/des microorganismes au sein du consortia existant?
. Veérification de I'absence de toxicité des produits de dégradation

'\._\\
s

Autorisation de mise sur le marché

Seul produit sur & Additif alimentation animal
le marché & Préparation enzymatique[ > fumonisine decarboxylase produite par
) VI une levure génétiquement modifiée Komagataella pastoris
EFSA Journal 2014; 12(5): 36667
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Merci de Votre Attention

(ot

Pour plus d’informations sur les approches métagénomiques
INRA Bordeaux MYCSA : Nadia Ponts & nadia.ponts@bordeaux.inra.fr
INRA Bordeaux BFP: Sébastien Theil & sebastien.theil@bordeaux.inra.fr
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