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Les contaminants chimiques dans
les aliments

 Substances et denrées soumises a autorisation :
s . — Additifs alimentaires, Pesticides, Médicaments
7 N
o NH; (o]

HO.

vétérinaires, etc...
— Demande d'autorisation de mise sur le marché :

el bl e dossier toxicologique tres fourni
H H H ]
HsC\g¢10\1?1/(1)\!_:!””OH ¢ Contaminants naturels
L WO| — Mycotoxines, Phycotoxines, Métaux lourds, etc...
o \1/%\5\/ [ " — Aucune demande d'autorisation : aucun dossier
OH \OH<134H3 OH toxicologique digne de son nom




Elements Traces Métalliques

Composants naturels de la cro(te terrestre, non-dégradable

En tant qu'oligo-éléments, certains métaux lourds (comme le cuivre, le
sélénium et le zinc) sont essentiels au métabolisme. A des
concentrations plus élevées, ils peuvent étre toxiques.

'intoxication par les métaux lourds peut provenir de I'eau de boisson
(comme les tuyaux en plomb), de I'air ambiant (a proximité des sources
d’émission) ou de l'ingestion via la chaine alimentaire

Les métaux les plus courants sont le plomb (Pb), le mercure (Hg), le
cadmium (Cd) et I'arsenic (As)
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L Les mycotoxines §
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« Toxines produite par un champignon

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

« Structure chimique trés diverse

« Structure chimique et propriétés toxiques conservées
au cours du stockage et de la transformation/cuisson
des aliments
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Les mycotoxines : un probleme mondial

Europe du Nord
AF 0%; ZEA 3%;
DON 57%; FB 0%; OTA 50%

Amérique du Nord
AF 20%; ZEA 34%;
DON 79%; FB 65%; OTA 35%

Europe Centrale
AF 6%; ZEA 20%;
DON 54%; FB 29%; OTA 41%

Asie du Nord
AF 11%; ZEA 59%;
DON 68%; FB 40%; OTA 16%

Europe du Sud
AF 16%; ZEA 17%;
DON 74%; FB 81%; OTA 30%

Asie du Sud-Est
AF 55%; ZEA 44%;
DON 30%; FB 64%; OTA 33%

Amérique Centrale
AF 20%; ZEA 0%;
DON 80%; FB 100%; OTA 0%

Moyen-Orient
AF 16%; ZEA 14%;
DON 37%; FB 39%; OTA 67%

Asie du Sud
AF 79%; ZEA 40%;
DON 18%; FB 66%; OTA 63%

L

Afrique
AF 85%; ZEA 44%;
DON 52%; FB 80%; OTA 86%

South America
AF 47%; ZEA 51%;
DON 9%; FB 87%; OTA 9%

Océanie
AF 7%; ZEA 17%;
DON 19%; FB 6%; OTA 11%

70 % des denrées sont contaminées




Les rﬁzﬂé:%%xines . un probleme d’actualité dans tous les pays

» Les enquéte mondiales indiquent que 70% de la production mondiale
est contaminée par les mycotoxines (Schatzmayr et Streit, 2013)

« Dans les pays développés, les niveaux de mycotoxines peuvent

dépasser les valeurs toxicologiques de référence (deuxiéme étude
alimentation totale, Sirot et al., 2013)

« En 2014, les niveaux élevés de mycotoxines ont conduit les autorites
francaises a demander pour le mais une dérogation temporaire a la
limite maximale (EFSA J, 2014)

 Le climat influence les niveaux de mycotoxines. Quels sont les
conséquences du réchauffement climatique




Le deoxynivalenol (DON)

Origine
Principale mycotoxine produite par Fusarium graminearum et F. culmorum.
Appartient a la famille des trichothécénes (Type B)
Contamine I'alimentation humaine et animale au travers du mais et du blé.

Metabolisme
Absorption rapide, éliminé sous forme conjuguée

Toxicité
- chez la souris : diminution de la prise alimentaire
stimulation ou inhibition des fonctions immunitaires
- chez le porc: diminution de la prise alimentaire, refus alimentaire

vomissements, altération de la réponse immunitaire

Mécanisme d’action
- interférence avec la peptidyltransferase et diminution de la synthése d’ADN,

d’ARN et des protéines
- action également sur le systéeme nerveux



Comment analyser les mélanges




Analyse de la toxicité des mélanges

< Synergie

Additivité

> Antagonisme




Plans expéerimentaux pour analyser la toxicité des

melanges

100 r . D,,= 1M, m=1

s} yo—o—0 = Une approche en deux étapes est recommandée

6ot Rese e o » D'abord une analyse dose-effet de chaque toxique afin de
T o D S o ot prédire des effets des mélanges “non- interactifs”.
£ =f = Ensuite, une comparaison des données expeéerimentales et
% — des données prédites afin de conclure sur le type
g b o d’mteracpon . effet additif (pas d'interaction), synergique ou
3 Chca s antagoniste.
o eor /

o}

w| Bl . s De nombreuses études portant sur l'interaction des

ol o mycotoxines sont difficiles a interpréter, en raison

— - du manque d'expériences dose-réponse.

Dose (uM)




Importance de I'analyse dose reponse : un exemple

Toxicité

Effet
cytotoxique

Mycotoxine A Mycotoxine B Mixture
Mesuré 30+ 4 30+ 4 40+ 5
Théorique - - 60+ 8

Valeur mesurée (40) < Valeur théorique (60)

Conclusion : Antagonisme entre les mycotoxines A and B

Toxicité

Effet
cytotoxique

FB1 (1M) FB1 (1uM) Mixture
Mesuré 30+4 30+ 4 40+ 5
Théorique - - 60 £ 8

Pas d’Antagonisme entre les mycotoxines A and B, un simple effet dose




Les isobologrammes et les index de combinaison

Principe: (i) déterminer les concentrations de toxines, seules ou en meélange,
nécessaires pour avoir un effet donné et (ii) comparer ces concentrations avec

celles qui donnerait un effet additif.
Approche mathématique : index de combinaison

u (Dih oD D]}
al Cl)x = D) / Dx =
\ jz..t:( 0 (Dyy ),{(fﬂx);/fl = U'ax),}"""‘

Approche graphique : Isobologramme

B8,

Index de combinison Type d’ interaction

Dose of B

0.90-1.10 Additivité

Dose of A

Détermination du type d’interaction & de son amplitude




Toxicité des melanges de mycotoxines :
analyse des interactions
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Projet ANR DON & Co (2011-14)
Coord. F. Forget-Richard, MycSa




Les co-contaminations entre mycotoxines,
une realité

- Les champignons produisent plusieurs mycotoxines simultanément
- Les aliments peuvent étre contaminés par plusieurs champignons

- Les rations sont composées de plusieurs matieres premiéres

||‘ La co-contamination par plusieurs mycotoxines
est la REGLE, pas l'exception

La plupart des études ont analysé les effets des mycotoxines présentes individuellement

Il est important d’étudier les effets des co-contaminations et de les prendre en
compte par la réglementation




La multicontamination par des mycotoxines
est un évenement fréquent

Blé (142 échantillons/Europe)

number of groups of mycotoxins
21%

0,5% B0 ®1 52 W3 ¥4 B5 w6
f

46.4% of samples

89.4% of samples
are contaminated

are multi-contaminated

Mais (345 échantillons/Europe)

Average number of groups of mycotoxins: 2.0

Données Pancosma, 2015

number of groups of mycotoxins
1:4%

- 6,1%
hH%3 6,6% MO 1 ®2 W3 M4 M5 w6
87.3% of samples
are multi-contaminated

93.4% of samples

iles
are contaminated

Average number of groups of mycotoxins: 3.2




Interaction entre le deoxynivalenol et d’autres
trichothecenes: études sur cellules

Proliferating intestinal epithelial cells

48 hours-exposure to gradec
- DON, 3-ADON, 15-ADON, NIV : 0 — 7uM
- FX 0 — 0.12uM

Cytotoxicity assays
(MTT test, mitochondrial activity)




Effet combiné du DON et du 3-acetyl DON

Approche graphique: Isobologramme Approche mathématique: index de combinaison

2 2.0

A 50% toxicity
B 30% toxicity
O  10% toxicity

N
a
1

Antagonistic

- Additive

DON (uM)

Synergistic

Combination Index (Cl)
o

o
o

N

A
0.0 T T T T T
2.5 5 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

3-ADON (pM) Fraction affected

||- Le type d’interaction depend de la dose.
A faible doses on observe une synergie




Effet combiné des trichothecenes de type B

: 20— DON - 15-ADON
20 DON — 3-ADON
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I — The type of interaction changes with the concentration
» At low concentrations, a synergy is observed



Amplitude de la synergie

DRI (dose reduction index): ratio entre lets concentrations de toxines
utilisées seules et en mélange pour atteindre le meme niveau de toxicité.



Amplitude de la synergie

10% cytotoxicity 30% cytotoxicity

Mycotoxin

"I bon

15-ADON 11 0.54 34 0.85 2.2

Comparée aux mycotoxines prises individuellement, la toxicité des
meélanges peut étre obtenue a des doses 10 fois plus faibles

1l




e

—=—==Joxicite combinée des mycotoxines

— " Analyse de la cytotoxicité entre les trichothecénes

. Type d’interaction a faible dose
Mycotoxines

Cellules humaines (Caco-2) Cellules porcines (Ipec-1)
DON & 3-ADON Synergie Antagonisme
DON & 15-ADON Synergie Synergie
15-ADON & 3-ADON Synergie Synergie
DON & NIV Synergie Synergie
DON & FX Synergie Antagonisme
NIV & FX Additivité Additivité

Aux faibles concentrations, la synergie est le
—y ; . .
principal type d’'interaction entre les mycotoxines




Interaction entre le deoxynivalenol et d’autres
trichothecenes: études sur explants intestinaux

Porcine intestinal explants
4 hours-exposure to graded levels
of DON & NIV

Analysis of the expression of

cytokines (IL-1a, IL-1B, IL-8,
IL-17a, IL-22) by qPCR




=—=Joxicité combinée des mycotoxines
~Analyse de la réponse inflammatoire entre DON et NIV

Interaction a faible doses

Cytokine

Type Amplitude (DRI)
IL-1a Synergie 3.58
: DRI  (dose reduction
IL-16 Synergie 15.06 index): ratio entre les
IL-8 Synergie 22.6 concentrations de
IL-17A Synergie 775 mycotoxm,es seules ou
en mélange pour
IL-22 Synergie 15.27 atteindre le meme niveau
de toxicite.

La synergie est le principal type d'interaction observé
'”':> entre le DON et le NIV pour les effets inflammatoires




Toxicité des mélanges de mycotoxines
— meétaux : analyse des interactions
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Projet ANR CaDON (2015-19)
Coord. F. Forget-Richard, MycSa



Co-contamination mycotoxine/élément trace metallique
Exemple du blé dur

(Le blé dur est une des especes céréalieres les plus sensibles a la fusariose et contamination en DON \
dans le cas d’années climatiques a risque, Le DON peut étre retrouvé a une concentration supérieure
au seuil réglementaire Européen (1750 pg/Kg) dans plus de 10% de la récolte frangaise de blé dur.

* Le blé dur est une des especes céréalieres les plus sensibles a I'accumulation de Cd dans les grains:
plus de 30 % des récoltes de blé dur récoltées entre 2011 et 2013 contenaient plus de 0,1 mg/kg de Cd
(seuil réglementaire Europe: 0,2 mg/kg).

°\30 % des blés durs récoltés entre 2011 et 2013 en France étaient co-contaminés par DON et Cd. J

Données issues des enquétes Arvalis/France Agrimer sur la qualité sanitaire des céréales en France
NB: ces données sont en cours d’actualisation dans le cadre du projet ANR CaDON




Interaction entre la mycotoxine DON et le Cadmium
dans les cellules intestinales humaines

« DON: absorption importante, H/V
glimination rapide g, e Lol
. . . Y —— [T E—
e (Cd: absorption faible, accumulation x|
. T
dans les tissus E| 2 DON/ 1 Cd I 1 DON/ 1 Cd
« Différents ratio pour mimer les gl ® e @ w woe ow u owow
différents types de contamination =
(aigue... chronique) E
8] 15f 15
Meme type d'interaction L s o N T 3 :
[I[I:> entre DON et Cd quelque .
SO|t Ie rat|0 o 1DON/2Cd o 1DON/8Cd

Fraction affected



Interaction entre la mycotoxine DON et le Cadmium
dans différentes cellules humaines

Type cellulaire

Le et al., 2017

BTl [ o oreagonisme

Fa Rein Intestin Sang Foie
HEK-293 Caco-2 HL-60 HepG2

0.2 1.51 £ 0.04 0.98 £ 0.28 0.43 £ 0.04

0.3 1.27+£0.11 1.13+£0.22 0.65 £ 0.04 1.73 £0.02
0.4 1.18 £ 0.08 1.28 £0.18 0.94 £0.03 1.17 £ 0.06
0.5 1.12 £ 0.07 1.45 £ 0.15 1.33 £0.04 0.95+0.04
0.6 1.07 £ 0.06 1.64 £0.19 1.87 £ 0.08 0.82 £ 0.05
0.7 1.02 £ 0.06 1.90+£0.33 2.73+£0.17 0.72 £ 0.05
0.8  0.98+0.04 230%0.61 _ 0.64 £ 0.05

>

Antagonisme
Antagonisme modéré
Antagonisme faible
Additivité

Synergie modéré

Synergie

L'interaction entre le DON et le Cd
varie selon les types cellulaires




Interaction entre la mycotoxine DON et le Cadmium
chez le rat: morphologie intestinale

5009 2
Rats nourris pendant 28 jours avec différents T 4001
régimes = o
L
» Controle 8 o
» DON (nourriture contaminée al0Omg/kg) s
» Cadmium (eau de boisson a 5mg/L)
» DON + Cadmium _— Cd  DON+Cd
> T — b
: : : E 1504 be
Analyse au niveau intestinal =
> Morphologie 2 100
s, . . o
» Protéines de jonction g
A 50+
(&)
0

CTRL DON Cd DON+cd




Interaction entre la mycotoxine DON et le Cadmium
chez le rat: e-cadherine

n
S 10
g5 o T
. !
A: control =5 @ b
B: DON 10mg 3E
C: Cd 5Smg rE-an
D: DON + Cd 3£
e
T 2-
3 CTRL DON  Cd DON+Cd

Le DON, le Cd et le mélange DON+Cd diminue I'expression
des protéines de jonction
* Impossible de caractériser l'interaction car pas d’effet dose




A retenir (1)

- Les contaminants naturels sont fréquents et difficiles voir
impossibles a éliminer

- Ces contaminants sont tres souvent présent en mélange

- L'analyse des interactions entre contaminants, nécessite une
réponse dose-effet pour les composés individuels et les
mélanges.




A retenir (2)

Les mycotoxines interagissent entre elles
Pour les mycotoxines de type trichothécenes, le principal type
d'interaction observé a faibles concentrations, est une synergie.

Les mycotoxines interagissent avec les éléments trace
métallique
'interaction entre la mycotoxine DON et le Cadmium est organe
spécifique.

Cette synergie peut constituer un probleme pour la santé
publique, en particulier lorsqu’elle est observée a faible dose




NOUVEAUX CHALLENGES

 Neécessité de prendre en compte les différents auxquels nous
sommes exposes (notion d’exposome)

 Neécessite d'extrapoler de I'in vitro a l'in vivo pour analyser les
interactions entre les contaminants (le modele explant peut étre
une alternative)

La toxicité des meélanges reste un probleme complexe

La législation doit évoluer et prendre en compte les co-
contaminations
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