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L’'ingestion d’aliment contaminé par les alcaloides de I’ergot réduit les performances des porcelets et provoque des Iésions de
Iintestin et du foie.

La contamination des céréales par les alcaloides de I'ergot est en recrudescence. Ces toxines sont connues depuis des siecles pour
leurs effets sur les systémes circulatoire et nerveux chez ’lhomme et I'animal. Leurs teneurs sont reglementées en Europe pour
I’alimentation animale (1 g de sclérotes/kg de céréales), mais peu d’études décrivent leurs effets chez le porc. Des aliments contréles
ou contaminés par 1,2 et 2,5 g de sclérotes/kg d'aliment ont été distribués pendant 28 jours a trois groupes de 24 porcelets. Malgré
I'absence de signes cliniques majeurs, les deux aliments contaminés ont significativement altéré les performances zootechniques
(réduction du GMQ jusqu’a 16%), et ont eu tendance a augmenter le nombre de globules blancs et de lymphocytes, ce qui peut
altérer la réponse immunitaire. Au niveau du jéjunum, une réduction de la hauteur des villosités, une augmentation des Iésions de
I’épithélium et une diminution du nombre de cellules productrices de mucus ont été observées chez les porcelets exposés. Ces
altérations pourraient compromettre la fonction de barriére physique de I'intestin ainsi que sa capacité d’absorption des nutriments.
Au niveau hépatique, les alcaloides de I'ergot entrainent la désorganisation du tissu, le développement d’infiltrats inflammatoires,
la présence de vacuoles, |'apoptose et la nécrose des hépatocytes et I'apparition d’hépatocytes avec mégalocytose. Le réle du foie
dans les processus de détoxification ou le métabolisme énergétique pourrait donc étre perturbé. En conclusion, nos résultats
montrent que l'ingestion d’alcaloides a des doses proches de la limite reglementaire entraine, chez le porcelet, une réduction des
performances et des lésions intestinales et hépatiques.

Ingestion of feed contaminated by ergot alkaloids reduces the performance of piglets and causes damage to the intestine and
liver.

The contamination of cereals by ergot alkaloids is on the rise. These toxins have been known for centuries for their effects on the
circulatory and nervous systems in humans and animals. They are regulated in Europe for animal feed (1 g of sclerotia/kg of cereals)
but few studies describe their effects in pigs. Three groups of 24 piglets were exposed to control feed or feed contaminated with 1.2
or 2.5 g of sclerotia/kg for 28 days. Despite the absence of major clinical signs, the two contaminated feed significantly altered
growth performance (daily weight gain reduction up to 16%), and tended to increase the number of white blood cells and
lymphocytes, which may alter the immune response. In the jejunum, a reduction in villi height, increased damage to the epithelium
and a decrease in the number of mucus-producing cells were observed in piglets exposed to ergot alkaloids. These alterations may
compromise the physical barrier function of the intestine and its ability to absorb nutrients. In the liver, ergot alkaloids caused
disruption of the tissue, with the development of inflammatory infiltrates, vacuoles, apoptosis and necrosis of hepatocytes and the
appearance of hepatocytes with megalocytosis. The role of the liver in the process of detoxification or energy metabolism may thus
be disrupted. In conclusion, our results show that ingestion of ergot alkaloids by piglets, at doses close to regulatory limits, reduces
performance and induces intestinal and hepatic lesions.
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INTRODUCTION

Les alcaloides de l'ergot de seigle sont des mycotoxines
produites principalement par des champignons du genre
Claviceps. lls sont responsables d’'une maladie qui a causé des
empoisonnements de masse en Europe au Moyen-age,
caractérisée par la gangréne et des convulsions et connue sous
le nom d’ergotisme (EFSA, 2012).

Bien que l'intoxication aigué par les alcaloides de I'ergot soit
devenue rare, ils restent une source de préoccupation car ces
toxines sont toujours présentes dans les céréales et les produits
céréaliers en Europe et en Amérique du Nord (Scott, 2009; Di
Mavungu et al., 2012). En outre, la fréquence des infections a
Claviceps purpurea est en augmentation depuis plusieurs
années (Krska et Crews, 2008; Tittlemier et al., 2015).

Plus de 50 alcaloides de l'ergot ont été identifiés et les
principaux produits par C. purpurea sont |'ergométrine,
'ergotamine, I'ergosine, I’ergocristine, I|’ergocryptine et
I’ergocornine. Leur toxicité est principalement liée au fait qu’ils
sont des ligands des récepteurs adrénergiques,
dopaminergiques et sérotoninergiques du systeme nerveux. Les
récepteurs adrénergiques et dopaminergiques activent le
systéme nerveux sympathique, qui contrble les activités
inconscientes de I'organisme (rythme cardiaque ou contraction
des muscles lisses). Les récepteurs sérotoninergiques
contrélent les fonctions de veille (sommeil, prise alimentaire ou
thermorégulation) et sont impliqués dans des affections
psychiatriques et/ou neurologiques. Leur ingestion entraine des
perturbations de la reproduction, de la croissance, des atteintes
des systémes nerveux et cardiovasculaires (Strickland et al.,
2011; Canty et al., 2014; Korn et al., 2014). Les symptOmes
cliniques typiques des intoxications sont la vasoconstriction qui
peut évoluer vers la gangréne et des signes neurotoxiques qui
incluent des vertiges et des convulsions (EFSA, 2012).

La réglementation fixe a 0,5 g/kg la quantité maximale de
sclérotes d'ergot dans le blé tendre et le blé dur destinés a la
transformation pour la consommation humaine et a 1 g/kg la
quantité maximale dans les céréales non moulues destinées a
I'alimentation animale (European-Union, 2002).

La fréquence de contamination par les alcaloides de I'ergot dans
le monde renforce I'importance des études toxicologiques pour
mieux comprendre comment ils peuvent altérer des systemes
spécifiques, en particulier les fonctions intestinales et
hépatiques. Le but de cette étude était d'étudier, chez le porc,
les effets de I'ingestion d’aliment contaminé par les alcaloides
de l'ergot sur les performances, les paramétres biochimiques
sanguins, I'histologie et I'expression de génes dans le foie et le
jéjunum. Nous avons choisi de travailler pour un des aliments
testés a un niveau de contamination proche de la limite
réglementaire.

1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Composition des aliments et contenu en alcaloides de
I'ergot

Les aliments ont été préparés a base de mais, blé, tourteau de
soja, huile de soja et aliment minéral vitaminé de fagon a
obtenir la composition chimique suivante, exprimée en % de
matiére séche : matiéres azotées totales (20%), cellulose brute
(2,7%), matiere grasse (4,4%), matiére minérale (6%). Des
céréales non contaminées ont servi a la fabrication du régime
contrble. Deux lots de sclérotes de blé ont été utilisés pour
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préparer les deux aliments contaminés a 1,2 et 2,5 g de
sclérote/kg d’aliment, correspondant a des teneurs en
alcaloides totaux de 2,36 et 5,05 mg/kg. La premiere dose est
proche de la limite de 1 g/kg fixée par la directive européenne
(European-Union, 2002). Les alcaloides totaux ont été identifiés
et dosés dans les aliments par le laboratoire Qualtech par
technique de chromatographie liquide couplée a |la
spectrométrie de masse (LC/MS/MS) (Tableau 1).

Tableau 1. Teneurs en alcaloides totaux des aliments
contaminés (mg/kg).

Sclérotes (g/kg) 1,2 2,5
alcaloides 236 5,05
totaux (mg/kg)
Ergotamine 0,52 1,03
Ergotaminine 0,24 0,58
Ergosine 0,29 0,58
Ergosinine 0,16 0,34
Ergocristine 0,26 0,47
Ergocristinine 0,18 0,40
Ergométrine 0,17 0,44
Ergométrinine 0,06 0,12
Ergocornine 0,15 0,30
Ergocorninine 0,11 0,29
Ergocryptine 0,13 0,30
Ergocryptinine 0,09 0,21

Dans ces aliments, les alcaloides majeurs qui ont été détectés
sont l'ergotamine, I'ergosine et I'ergocristine. Leurs épimeéres
(-inine) représentent environ les deux tiers de la quantité totale
d’alcaloides. Par ailleurs, le déoxynivalénol (DON) était présent
a faible concentration dans le blé (19 pg/kg) et le mais (171
pg/kg). Les autres mycotoxines (dérivés acétylés du DON,
nivalénol, toxines T2 et HT-2, zéaralénone et fumonisines)
étaient en dessous de la limite de détection.

1.2. Animaux

Les phases d’expérimentation animale ont été réalisées dans les
installations d’Arvalis-Institut du Végétal (Villerable, France) en
stricte conformité avec la directive Européenne relative a la
protection des animaux utilisés a des fins scientifiques
(2010/63/UE). Deux bandes de 36 porcelets (P76 X Naima),
sevrés a 21 jours et agés de 34 jours ont été répartis en trois
groupes de six males et six femelles (contrdle, ergot dose 1,
ergot dose 2). Logés dans des loges individuelles, ils avaient
accés libre a la nourriture et a I'eau.

1.3. Performance de croissance des animaux

Les animaux ont regu les régimes expérimentaux pendant 28 jours.
Le poids et la consommation d’aliment ont été mesurés a |'age de
34,48 et 62 jours (J34, )48 et 62, respectivement). Les animaux ont
été observés quotidiennement pour détecter des signes possibles
d’intoxication et les symptomes possibles dus aux alcaloides :
troubles de I'équilibre, nécrose des extrémités, diarrhées.

1.4. Prélevement des échantillons

A la fin de I'expérience, du sang a été prélevé sur tous les
animaux pour faire un hémogramme et pour collecter du
plasma qui a été congelé pour une analyse biochimique. Six
animaux de chaque groupe ont été autopsiés et des
échantillons de foie et de jéjunum ont été soit fixés dans du
formol tamponné a 10% (Sigma, Saint-Quentin Fallavier,
France) pour l'analyse histopathologique, soit congelés dans
I'azote liquide et stockés a -80 °C jusqu'a I'extraction d'ARN.
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1.5. Hémogramme et biochimie du sang

L’hémogramme a été réalisé par le laboratoire MEDIBIOLAB
(Vendéme, France) a l'aide d’un automate SYSMEX XT2000i.
Les concentrations plasmatiques de marqueurs du
métabolisme basal et des fonctions rénale et hépatique
(phosphatase alcaline, alanine aminotransférase, aspartate
aminotransférase, amylase, créatine kinase, lactate
déshydrogénase, lipase, albumine, bilirubine totale, protéines
totales, cholestérol, créatinine, glucose, phosphore et urée)
ont été déterminées par la plateforme GenoToul-Anexplo
Toulouse (France) a I'aide d’un analyseur Pentra 400 (Horiba,
Allemagne).

1.6. Analyse histopathologique et morphométrique

Les échantillons de jéjunum et de foie ont été déshydratés
dans des bains d’alcool et inclus dans la paraffine. Des sections
de 3 um ont été colorées a I'nématoxyline-éosine (HE, Sigma)
pour une analyse histopathologique. Un score lésionnel a été
établi prenant en compte le degré d’importance de la Iésion
(facteur de gravité) et son étendue (intensité ou fréquence
observée), noté entre 0 et 3. L’analyse morphométrique de la
mugqueuse du jéjunum a été réalisée en mesurant la hauteur
de 30 villosités prises au hasard en utilisant un systéeme
d'analyse d'images MOTIC 2,0 ML1. Enfin, la coloration par
I'acide périodique de Schiff (PAS) a permis d’évaluer la densité
des cellules caliciformes dans le jéjunum (Bracarense et al.,
2012).

1.7. Analyse de I'expression des génes par PCR quantitative
en temps réel

Des fragments de jéjunum ont été placés dans des tubes lysis-
matrix D (MP Biomedicals, lllkirch, France) contenant du phénol
et du thiocyanate de guanidine (Extract-All, Eurobio, les Ulis,
France). L'ARN a été extrait apreés la lyse du tissu dans un Fast-
Prep FP120 (MP Biomedicals). La concentration, l'intégrité et la
qualité de chague ARN ont été déterminées par
spectrophotométrie (OD 260) en utilisant un Nanodrop ND1000
(Labtech International, Paris, France). Les ARN totaux ont été
rétro-transcrits en ADN complémentaires en utilisant le kit
ADNCc-RT High Capacity (Life Technologies, Saint Aubin, France).
Les expériences de PCR quantitative en temps réel ont été
réalisées dans des plaques de 384 puits dans un thermocycleur
ViiA7 (Life Technologies) comme déja décrit (Cano et al., 2013).
Les réactions ont été réalisées en duplicat et la moyenne des
valeurs de cycle seuil (Ct) a été utilisée pour déterminer le
niveau d’expression des genes. Le niveau d'expression des
genes a été déterminé par la méthode delta Ct qui correspond
au calcul de la différence entre le Ct du gene d’intérét et celui
du gene de référence. Les séquences des amorces utilisées ont
été publiées dans des travaux précédents (Arce et al., 2010;
Cano et al., 2013; Gourbeyre et al., 2015; Pinton et al., 2015).
Les genes de beta-2-microglobuline (B2M) et peptidylprolyl
isomérase A -cyclophiline A (PPIA) ont été utilisés comme
genes de référence pour la normalisation des données apres
analyse dans le programme NormFinder (Andersen et al.,
2004).

1.8. Analyse statistique

Les données obtenues (moyenne t écart-type) ont été
analysées par ANOVA suivie d’un test PLSD Fisher apres
vérification de I’homoscédasticité. Des valeurs de P<0,05 sont
considérées significatives.
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2. RESULTATS

2.1. Effets des alcaloides de I'ergot sur les signes cliniques et
les performances des animaux

Aucun symptdme caractéristique de la toxicité aiglie des
alcaloides de I'ergot, comme des troubles de I'équilibre ou une
nécrose des extrémités, n'a été observé chez les animaux
exposés. Les effets sur l'alimentation ont été observés des le
début de I'exposition (Métayer et al, 2015). Durant les 14
premiers jours, la faible consommation moyenne journaliere
(CMJ) dans le groupe exposé a la dose la plus élevée a entrainé
une réduction du gain moyen quotidien (GMQ) de 20,5%. Apres
28 jours d’essai, les animaux exposés a 1,2 et 2,5 g de
sclérotes/kg aliment ont vu leur CMJ réduite de 9% et 17,8%
respectivement et leur GMQ réduit de 6,6% et 15,7%
respectivement (Tableau 2).

Tableau 2 - Effet de la teneur en alcaloides d’ergot
sur les performances de croissance des porcelets

Sclérotes (g/kg) 0 1,2 2,5 P | ETR
. 134 10,3 10,2 10,2 | NS | 0,3
Poids

(ke) 62 | 268a | 258a | 242b | ** | 26
- * %

cvy  |134448| 786a | 735a | 654b 117

(81 |j3s062| 988a | 899b | 812¢ | *** |142
_ *%

Gmq |134148| 496a | 462a | 394b 78

&) |j3a062| 5912 | 554ab | 498b | ** | o1

c 134148 | 1,59 1,59 1,66 | NS |0,10

©/8) | 34562 1,68 1,62 1,64 | NS |0,10

*P<0,05 ; **P<0,01 ; ***P<0,001 ; NS P>0,05
Les moyennes sans lettre commune sont différentes
ETR : écart type résiduel pour I'analyse de variance

2.2. Effets des alcaloides de I'ergot sur les parametres
biochimiques sanguins

L’exposition a la plus forte quantité de sclérotes a entrainé une
augmentation significative de la concentration en globules
blancs (+13%) et en lymphocytes (+25%) révélant une
stimulation de la défense immunitaire. L'analyse biochimique
du plasma a mis en évidence, chez les animaux exposés a 1,2 et
2,5 g de sclérotes/kg aliment, une diminution significative de la
créatine kinase (respectivement-43% et -61,5%), une
diminution significative du cholestérol (-11%) chez les animaux
exposés a la faible dose et une augmentation du glucose
(+15,7%) chez les animaux exposés a la forte dose. Aucune
différence n’a été observée sur les autres parametres de
I’'hémogramme et de I'analyse biochimique.

2.3. Effets des alcaloides de I'ergot sur la morphologie du
jéjunum et I'expression des génes du foie

Des lésions du jéjunum ont été observées chez les animaux
exposés aux alcaloides de I'ergot : atrophie des villosités,
cedéme de la lamina propria et vacuolisation du cytoplasme des
entérocytes (figure 1). Une augmentation trés importante du
score lésionnel obtenu sur le jéjunum des animaux exposés a
1,2 et 2,5 g de sclérotes/kg aliment a été observée (150% et
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240% respectivement) (figure 2). Le nombre de cellules
caliciformes productrices de mucus a significativement diminué
(-34%) dans les deux groupes d’animaux exposés aux alcaloides

figure 3).
(A) animal contréle

(B) animal exposé a 2,5 g sclérotes/kg

Figure 1 — Coupe
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Figure 2 — Score Iésionnel obtenu a partir de coupes
de jéjunum colorées a I'nématoxyline-éosine.
Les moyennes sans lettre commune sont différentes.
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Figure 3 — Nombre de cellules caliciformes dénombrées
par champ microscopique sur des coupes de jéjunum colorées
au PAS. Les moyennes sans lettre commune sont différentes.

L’exposition du jéjunum aux alcaloides entraine des effets
délétéres et, compte tenu du peu de données disponibles dans
la littérature, nous avons cherché a évaluer I'impact de ces
contaminants sur I'expression génique. Nous nous sommes
concentrés sur trois groupes de génes : ceux codant pour des
protéines impliquées dans la prolifération ou les jonctions
cellulaires, dans la production de mucus, de lysozyme ou
d’enzymes de la bordure en brosse ; ceux codant pour certains
médiateurs inflammatoires et immunologiques (cytokines) et
ceux codant pour des récepteurs, les Toll Like Receptors (TLR),
présents a la surface de certains types cellulaires, capables de
reconnaitre des motifs moléculaires portés par des
microorganismes pathogénes bactériens ou viraux.

Nos résultats ont mis en évidence une tendance a
"augmentation de I'expression des genes du premier groupe
(prolifération, jonctions cellulaires et mucus) chez les animaux
exposés aux alcaloides sans effet évident de la dose.
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Le profil d’expression des genes des cytokines et des TLR
montre en revanche une tendance a la diminution liée a la dose
(figure 4).
Figure 4 — Expression des génes dans le jéjunum.
Le niveau d’expression chez les animaux controle
a arbitrairement été fixé a 1.
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Figure 4a — Expression des genes codant pour des protéines
des jonctions cellulaires
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Figure 4b— Expression des genes codant pour des cytokines
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Figure 4c— Expression des génes codant pour des TLR

2.4. Effets des alcaloides de I’ergot sur la morphologie
du foie

Des effets déléteres ont été également observés sur le foie,
notamment la désorganisation du tissu des cordons hépatiques,
une inflammation, la vacuolisation nucléaire des hépatocytes,
une mégalocytose, I'apoptose et la nécrose des cellules du foie
(figure 5). Une augmentation du score lésionnel du foie (+273%
et +310%, respectivement), (figure 6) a également été observée.
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(A) Coupe de foie animal contréle

(B) Coupe de jéj

Figure 5 — Examen histologique
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Figure 6 — Score lésionnel obtenu a partir de coupes de foie
colorées a I'hématoxyline-éosine. Les moyennes
sans lettre commune sont différentes.

3. DISCUSSION

La réglementation actuelle fixe a 1g/kg la quantité maximale de
sclérotes dans les aliments composés pour animaux. Dans cette
étude, nous avons exposé les porcelets a des doses proches de
la réglementation (1,2 g de sclérotes/kg d’aliment) ou double
(2,5 g de sclérotes/kg d’aliment), ce qui correspond a une
contamination en alcaloides totaux de 2,36 et 5,05 mg/kg.
L’ergotamine, I'ergosine et I’ergocristine, et leurs épimeéres sont
les principaux alcaloides présents dans ces aliments. Cette
composition peut varier selon les sources de contamination.
Cependant, les effets observés sont d’avantage liés a la teneur
totale en alcaloides plutot qu’a leur proportion (Mainka et al.,
2007).

La consommation d’aliment quotidienne des animaux exposés
a la plus forte dose a diminué pendant toute la période de
traitement avec une réduction plus forte du gain moyen
quotidien au cours des 14 premiers jours de I'essai. Ces résultats
sont conformes a ceux obtenus par Mainka et al. (2005), qui ont
également observé la réduction des performances chez des
porcs exposés a un aliment contenant 10 g d'ergot/kg pendant
environ 110 jours, incluant les périodes de croissance et de
finition. Des observations identiques ont été faites sur des
porcelets exposés a des doses jusqu’a 22 mg d’alcaloides
totaux/kg d’aliment durant 5 semaines (Danicke et Diers, 2013).
La réduction de croissance est tres probablement liée a la
réduction de la consommation. Cependant, l'impact des
alcaloides sur I'altération de la motilité gastro-intestinale et sur
la digestibilité des nutriments peut jouer un réle (Strickland et
al., 2011; Klotz, 2015).

Le tractus gastro-intestinal est le premier organe en contact
avec des contaminants présents dans l'alimentation. Les
fonctions intestinales de barriere et immunitaire peuvent étre
affectées. L'analyse histologique de coupes de jéjunum montre
que l'intégrité intestinale est affectée.
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L'augmentation du score lésionnel et notamment le
raccourcissement des villosités dans le jéjunum des animaux
exposés pourrait s’expliquer par I'effet des alcaloides sur les
récepteurs sérotoninergiques présents dans les cellules
épithéliales intestinales, sur les neurones afférents primaires et
sur les neurones moteurs sécrétoires de l'intestin (Spiller,
2007). La réduction de la hauteur des villosités reflete une
altération de I'équilibre entre la prolifération et I'apoptose des
entérocytes. L'évaluation histologique et morphométrique du
tissu intestinal est un critére d'effet sensible pour I'évaluation
des effets de I'exposition aux alcaloides. Sur la base des effets
sur les performances, Mainka et al. (2007) ont proposé un
niveau critique pour lingestion quotidienne de 0,09 mg
alcaloides totaux/kg de poids corporel. Nous avons mis en
évidence des effets significatifs sur d’autres marqueurs,
notamment la réduction des cellules caliciformes ainsi que le
score lésionnel du foie, a un niveau d’exposition trés proche que
I’'on peut estimer, pour la dose la plus faible, en fin d’essai a 0,08
mg alcaloides totaux/kg de poids corporel. Cette réduction
révele une insuffisance de la fonction de barriere intestinale car
ces cellules sont productrices du mucus qui protége I'épithélium
contre l'adhérence et l'invasion par les agents pathogénes
(McGuckin et al., 2011). Cette altération, ainsi que celles
révélées par les analyses histologiques, pourraient expliquer
que, par un mécanisme de compensation, les cellules
intestinales accroissent la production d’ARN messagers codant
pour les mucines ou certaines protéines des jonctions serrées
comme nous |'avons observé.

L'intestin joue également un réle crucial dans la défense de
I'organisme contre les agents pathogénes (Ramiro-Puig et al.,
2008). Pour assurer ces fonctions, les cellules intestinales
expriment des récepteurs, les Toll Like Receptors, qui se lient
spécifiguement a des motifs moléculaires associés aux
pathogénes et partagées par divers micro-organismes
(Gourbeyre et al., 2015). lls sont des médiateurs clés pour
induire une réponse inflammatoire par I'activation du facteur
nucléaire kappa B (NFkB) qui induit I'expression de génes
codant pour des cytokines inflammatoires. Dans cette étude,
nous avons montré que les niveaux d'expression de plusieurs
TLR et cytokines sont négativement régulés par I'exposition aux
alcaloides. Par conséquent, on peut émettre I’hypothése que
I'ingestion d’alcaloides de I'ergot va entrainer une tolérance
réduite vis-a-vis de la microflore commensale et réduire la
capacité de l'organisme a induire une réponse inflammatoire
contre les agents pathogenes, ce qui pourrait augmenter la
sensibilité aux infections (Kumar et al., 2011).

CONCLUSION

La contamination des céréales par les alcaloides de I'ergot est
en augmentation dans les pays de I’'hémisphere Nord et est une
source de préoccupation pour la santé humaine et animale.
Cette étude visait a évaluer I'effet de deux doses d’alcaloides de
I’ergot dont une trés proche de la réglementation européenne
pour l'alimentation animale. Nous avons démontré que les
alcaloides réduisent les performances des porcs et en absence
de signes cliniques majeurs, altérent I'épithélium intestinal et
réduisent le nombre de cellules caliciformes. Ils modulent
I'expression des genes impliqués dans la fonction de barriére et
la réponse immunitaire. Ces résultats suggérent que l'ingestion
d'aliments contaminés, au-dela de la diminution des
performances, peut prédisposer les animaux a des infections
par des agents pathogénes entériques.
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