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Effet d’une mycotoxine, la Fumonisine B1, sur la réponse immunitaire vaccinale chez le porcelet

La fumonisine B, (FB,) est la mycotoxine la plus fréquemment rencontrée de par le monde. Elle est principalement pro-
duite par Fusarium verticillioides, champignon qui contamine le maiis mais aussi le sorgho et le riz. A forte dose, cette
mycotoxine entraine chez le porc, une hépatotoxicité et un oedéme pulmonaire. Dans cette étude, nous avons étudié les
effets de cette toxine lorsqu’elle est administrée & faible dose, sur les performances des animaux et sur I'établissement
d’une immunité vaccinale anti-Mycoplasma agalactiae.

Nos résultats montrent qu’une exposition prolongée (28 jours) & une nourriture contaminée par 8 ppm de FB, est sans
effet sur la consommation d’aliment, la croissance et I'indice de consommation des porcelets. De méme, cette mycotoxi-
ne n’altére pas les concentrations sériques des trois sous-classes d’'immunoglobulines (Ig G, Ig A et IgM). Par contre I'in-
gestion d’un nourriture contaminée par la FB, diminue de facon significative la synthése d’anticorps spécifiques anti-
Mycoplasma agalactiae induite par la vaccination.

Nous avons complété cette étude par des expériences in vitro sur des cellules mononuclées du sang périphérique du
porc afin de déterminer le mécanisme par lequel la FB, pourrait moduler la synthése des anticorps. Nos résultats indi-
quent que la FB, diminue la synthése de I'lL-4, cytokine de type Th2 impliquée dans la réponse & médiation humorale et
augmente celle d'IFN-y, cytokine de type Th1 impliquée dans la réponse & médiation cellulaire.

Effect of a mycotoxine, Fumonisin B1, on the vaccinal immune response in piglets

The mycotoxin fumonisin B, (FB,) is the most common mycotoxin identified worldwide, it is the principal mycotoxin pro-
duced by Fusarium verticilloides, a fungus that commonly contaminates corn but also sorghum and rice. At high dose,
this mycotoxin induces hepatotoxicity and lung edema in pigs. In the present study we investigated the effect of low
doses of this toxin on animal performances and on the establishment of a vaccinal immune response towards
Mycoplasma agalactice.

Our results demonstrate that a prolonged exposure (28 days) to feed contaminated with 8ppm of FB, does not have any
effect on feed consumption, animal growth and feed conversion. Similarly this toxin does not modify the serum concen-
tration of the three immunoglobulin subsets (IgG, IgA and IgM). By contrast, ingestion of contaminated feed significantly
decreases specific anti-Mycoplasma agalactiae antibody after vaccination.

This study was completed by in vitro investigations on peripheral blood mononuclear cells to understand the mechanism by
which FB, can dlter antibody production. Our results indicates that FB, decreases IL-4 synthesis, a Th2 cytokine involved in
humoral response, and increases the synthesis of IFN-y, a Th1 cytokine involved in cell mediated immune response.




INTRODUCTION

Les conditions agro-climatiques de culture dans les zones
tempérées peuvent étre favorables au développement de dif-
ferentes espéces de champignons qui secrétent des myco-
toxines. Le développement du champignon peut avoir lieu
n'importe quel stade du développement de la plante mais
aussi durant le stockage. La toxinogénése dépend également
de nombreux facteurs : nature et activité hydrique du sub-
strat, température et type de stockage (TOLLESON et al.,
1996). Les niveaux de contamination, parfois élevés, retrou-
vés dans les produits destinés & |'alimentation animale et/ou
humaine fluctuent en fonction de I'aliment et du pays.

Parmi les mycotoxines, la fumonisine B, (FB,) est la myco-
toxine la plus fréquemment rencontrée de par le monde
(DUTTON, 19946). Elle est principalement produite par
Fusarium verticillioides, champignon qui contamine plus par-
ticulierement le maiis mais aussi le sorgho et le riz (SCOTT,
1993, 1996 ; NORRED, 1993). Chez les animaux de rente,
la fumonisine provoque des affections variées, deux formes
d'évolution fatale étant plus particuliérement caractérisées :
la leucoencephalomalacie équine et I'oedéme pulmonaire
porcin (THIBAULT et al., 1997). Chez I'lhomme, une alimen-
tation riche en maiis contaminé par F. verticillioides est sus-
pectée d’étre en relation avec une forte prévalence de cancer
de l'oesophage (YOSHIZAWA et al., 1994). A de faibles
doses, la FB, affecte aussi le systtme immunitaire (OSWALD
et COMERA, 1998). Nous avons récemment montré qu’une
intoxication orale de porcelets par de faibles doses de FB,
altere la synthése de cytokine et augmente la sensibilité des
animaux aux infections colibacillaires (FOURNOUT et al.,
2000a).

Dans cette étude, nous avons analysé in vivo, les effets de
I'ingestion d’un aliment contaminé par la FB, sur les perfor-
mances des porcelets et sur I'établissement d’une immunité
vaccinale. Pour cette étude, nous avons mesuré les titres en
immunoglobulines totales et les titres en anticorps spécifique
anti-Mycoplasma agalactiae lors d’une réponse primaire et
secondaire. Ce travail a été complété par des expériences in
vitro sur des cellules mononuclées du sang périphérique du
porc afin de déterminer le mécanisme par lequel la FB,
pourrait moduler la synthése des anticorps.

1. MATERIEL ET METHODES
1.1. Animaux et protocole expérimental

L'expérience a été réalisée sur 20 porcelets sevrés répartis
en 2 groupes sur la base de leurs poids vifs. La moitié des
animaux a regu ad libitum un aliment témoin tandis que
I'autre moitié a été nourrie avec le méme aliment supplémen-
t& avec un extrait enrichi en FB,. Cet exirait a été obtenu par
infection artificielle de maiis avec une souche de Fusarium
verticillioides fortement productrice et a été incorporée dans
la nourriture & raison de 8 mg/kg d’aliment.

Le poids vif des porcelets a été mesuré en début d’essai puis
de fagon hebdomadaire ainsi que la consommation d’ali-
ment. Sept et 21 jours apreés le début de I'expérience, les
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porcelets ont été vaccinés avec 1mL d’Agavac (Institut
Pasteur, Bucarest, Roumanie). Ce vaccin est composé d’une
combinaison de souches inactivées de Mycoplasma agalac-
tiae, diluée dans de I'hydroxyde d’alumine.

Au début (JO), au milieu (J22) et & la fin (J28) de I'expérien-
ce, des prélévements sanguins ont été effectués afin de déter-
miner la concentration sérique en immunoglobulines totales
et en anticorps spécifiques.

1.2. Dosage des anticorps

La concentration totale des immunoglobulines de type A, G
et M a été dosée par ELISA (Bethyl, Interchim, Montlucon,
France) aprés la dilution de sérums au 1/2000 (IgA),
1/100000 (IgG) et 1/8000 (IgM) comme précédemment
décrit (GROSJEAN et al., 2002).

La concentration des anticorps spécifiques anti-M. agalac-
tice a également été déterminée par ELISA selon le protocole
décrit par MARIN et al., (2002).

1.3. Dosage de I’expression des cytokines

Des cellules mononuclées du sang circulant (PBMCs) ont
été isolées a partir de sang périphérique de porcelets
contrdles (GOUZE et OSWALD, 2001) et remis en suspen-
sion dans du RPMI-1640 enrichi avec 2 % de sérum de
porc (Sigma, St Quentin-Fallavier, France), de la glutami-
ne & 2 mM (Eurobio, Les Ulis, France) et un cocktail d’anti-
biotiques et d’antifongique : pénicilline & 100 U/ml, strep-
tomycine a 50 pg/ml et amphotéricine B a 250 pg/ml
(Sigma). Aprés ensemencement des cellules dans des
plaques 24 puits, les PBMC ont été stimulées par 10 pg/ml
de concanavaline A (Sigma) et par 100 pM de FB1 puri-
fiée (Promec, Tygerberg, Afrique du Sud). Aprés une incu-
bation de 24 heures & 37°C avec 5 % CO,, le culot cellu-
laire a été repris dans 1mL de Trizol (Gibco, Life
Technologies, Cergy-Pontoise, France) pour doser les
ARNs messagers codant pour deux cytokines (IFN-y et
IL-4) comme précédemment décrit (DOZOIS et al., 1997 ;
FOURNOUT et al., 2000b).

2. RESULTATS

2.1. Effet de I'ingestion d’aliment contaminé
par la FB, sur la croissance des animaux

L'expérience a porté sur 20 porcelets, la moitié des animaux
a recu pendant 28 jours une nourriture contaminée par
8 ppm de FB,, les autres porcelets ont été gardés comme
témoin. Aucun signe clinique et aucune mortalité nont été
observés au cours de I'expérience quel que soit le groupe
d’animaux considéré. Tous les porcelets ont été pesés de
fagon hebdomadaire afin de déterminer leur gain de poids
durant I'expérience. La consommation d’aliment a également
été évaluée et I'indice de consommation calculé. Comme le
montre le tableau 1, la consommation d’une nourriture
contaminée par 8 ppm de FB, n’a pas d'effet sur la quantité
d'aliment consommé, la vitesse de croissance des porcelets et
leur indice de consommation.
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Tableau 1 - Effet de la FB, sur les performances des porcelets

Parameétres Aliment témoin | Aliment contaminé (FB1) | Effet de I’aliment
Poids début essai / (kg) 12,26 +0,75 12,26 +0.79 NS
Poids fin essai / (kg) 28,67 +1,60 27,55+ 3,12 NS
Consommation moyenne (kg/jour) 1,19+ 0,01 1,03+0,1 NS
Gain de poids moyen (kg/jour) 0,59 £0,03 0,55+ 0,03 NS
Indice de consommation 1,95+0,06 1,73 +0,05 NS

Tableau 2 - Effets de la fumonisine B, sur la concentration sérique des différentes classes d’immunoglobulines

Classe d’lg Jour Aliment témoin Aliment contaminé (FB1) Effet de I’aliment
o 0,600 +0,17 0,546 £ 0,14 NS
Ig A (mg/mL) 21 0,947 + 0,48 1,149 + 0,69 NS
28 1,526 + 0,41 1,741 £0,73 NS
o 7,1 £2,01 7,15+ 3,01 NS
Ig G (mg/ml) 21 15,37 + 7,07 18,31 + 5,40 NS
28 22,50+ 3,15 22,52 + 3,77 NS
o 1,97+0,17 1,75+0,18 NS
Ig M (mg/mL) 21 2,37 £ 0,45 2,87 +0,43 NS
28 3,50+0,88 3,90+0,55 NS

2.2. Effet de I'ingestion d’aliment contaminé
par la FB, sur la production d’anticorps

Nous avons ensuite étudié les conséquences d'une alimenta-
tion contaminée par la FB, sur la réponse humorale des ani-
maux. Dans ce but, nous avons mesuré dans les sérums de
tous les porcelets, la concentration en anticorps totaux
(tableau 2) et en anticorps spécifiques (figure 1). Les sérums
ont été prélevés au début de I'expérience (JO) ainsi qu’a 22
et 28 jours de traitement afin de mesurer le niveau basal des
anticorps ainsi que les réponses primaire (J22) et secondaire
(J28) des porcelets a la vaccination.

Comme le montre le tableau 2, la concentration des diffé-
rentes sous-classes d'immunoglobulines (IgA, IgG et IgM)
évolue avec I'age des animaux pour atteindre des valeurs
comparables & celles des adultes au dernier prélévement
(J28). Par contre, I'ingestion d’aliment contaminé par la FB,
n’influe pas sur les concentrations totales de ces 3 sous-
classes d’'immunoglobulines.

Nous avons également analysé les conséquences d’une
ingestion d’aliment contaminé sur le développement d’un
réponse immunitaire spécifique induite lors d’une vaccina-
tion anti-Mycoplasma agalactiae. Les résultats présentés
dans la figure 1 indiquent que les deux immunisations, réali-
sées A J7 et J21 du protocole expérimental, induisent la syn-
thése d’anticorps spécifiques, décelables par ELISA dans les
deux groupes de porcelets (p<0,05). Cette figure montre
également que l'ingestion de FB, diminue les fitres en anti-
corps observés lors des réponses primaire (J22) et secondai-
re (J28). L'analyse statistique révéle cependant que seule la

réponse secondaire anti-M. agalactiae est significativement
diminuée par la consommation de mycotoxine (figure 1).

2.3. Analyse du mécanisme d’action de la FB,
sur la production d’anticorps

Le deuxiéme obijectif de ce travail était d’analyser le méca-
nisme d’action par lequel la FB, altérait la réponse humora-
le. Nous avons donc étudié in vitro les effets de cette myco-
toxine sur la production de cytokines en insistant sur la
dichotomie entre les cytokines de type Th1 et Th2. En effet, la
production de I'un ou I'autre de ces types de cytokines
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Figure 1 - Effet de la FB, sur la synthése des anticorps
anti- Mycoplasma agalactiae



conditionne le type de réponse développée par I'animal
(réponse & médiation humorale induite par les cytokines de
type Th2 versus réponse & médiation cellulaire induite par
les cytokines de type Th1). Nos résultats présentés dans la
figure 2 montrent clairement que la FB, diminue la synthése
in vitro des ARNs messagers codant pour I'lL-4 (cytokine
Th2) par les lymphocytes porcins alors qu’elle augmente
celle de I'lIFN-y (cytokine Th1). Des résultats similaires, dimi-
nution de la réponse Th2 et augmentation de la réponse
Th1, ont été obtenus, in vivo chez des animaux ayant
consommé de la FB, pendant une courte période (résultats
non présentés).
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Figure 3 - Effet de la FB1 sur la production d'ARNs
messagers codant pour IL-4 et IFN-y par les PBMC porcins
lors d'une stimulation mitogénique

3. DISCUSSION

La fumonisine B, est une mycotoxine qui contamine les végé-
taux et particuliérement le mais. De par son alimentation
riche en mais, le porc est une espéce trés exposée a cette
mycotoxine. Par ailleurs, les similarités anatomiques, physio-
logiques et nutritionnelles entre le porc et 'homme font qu’il
constitue un bon modéle d’étude. Nous avons étudié les
effets immunomodulateurs de la FB, directement sur cet ani-
mal cible. Dans un travail précédent, nous avions montré
qu’une ingestion de faibles doses de FB, augmentait la sensi-
bilité des porcelets & I'infection par des souches pathogénes
d’Escherichia coli (FOURNOUT et al., 2000a). Cefte étude
avait pour objectif d’analyser les effets de cette mycotoxine
sur la réponse vaccinale.

Dans un premier temps, nous avons moniré qu’une exposi-
tion prolongée (28 jours) & une nourriture contaminée par
8 ppm de FB, est sans effet sur la consommation d’aliment,
la croissance et I'indice de consommation des porcelets.
Ces résultats sont & rapprocher de ceux obtenus par
ZOMBORSKY et al., (2000) qui montrent que des aliments
contaminés par 0, 10, 20 ou 40 ppm de FB, n’ont pas
d'effet sur la croissance et sur la consommation des porce-
lets. Par contre, ROTTER et al., (1996) ont montré une
diminution de gain de poids de 8 % et 11 % chez les por-
celets males nourris avec un aliment contenant 1 et 10 ppm
de FB, respectivement.
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Dans un deuxiéme temps, nous avons analysé les consé-
quences d’une alimentation contaminée par la FB, sur la
production d’anticorps. Nous avons analysé & la fois la pro-
duction totale des différentes sous-classes d’immunoglobu-
lines et la production des anticorps spécifiques. Le dosage de
taux d’immunoglobulines sériques montre une trés légére
augmentation de ces taux chez les animaux recevant une
nourriture contaminée. Ces résultats concordent avec I'étude
de TRYPHOMONAS et al., (1997) qui montre une tendance
& l'augmentation des IgG chez des rats recevant 15 ou
25 mg/Kg poids vif de FB, pendant 14 jours. A l'inverse,
I'ingestion pendant 2 semaines d’une nourriture contaminée
par un mélange de fumonisine B1, B2 et de moniliformine &
des concentrations respectives de 61, 10.5 et 42,7 ppm
entraine une diminution significative des IgG chez les poulets
(QURESHI et al., 1995).

Au niveau de la réponse spécifique, nous avons mis en évi-
dence une diminution significative du taux d’anticorps anti-
Mycoplasma agalactiae chez des porcelets recevant une
nourriture contaminée avec 8 ppm de FB,. Cette diminution
apparait dés la réponse primaire et est accentuée lors de la
réponse secondaire induite lors du rappel vaccinal. Une
diminution du taux en anticorps spécifiques a également été
observée chez des dindes vaccinées contre le virus de
Newcastle nourries pendant 4 semaines avec un aliment
contaminé par 200 ppm de FB1 (Ll et al., 2000). La diminu-
tion d’anticorps spécifiques a aussi été observée chez des
porcelets recevant une autre mycotoxine, |’ Aflatoxine B,
(JOENS et al., 1981 ; MARIN et al., 2002).

Ce travail a également permis de déterminer un mécanisme
d’action de la FB,. Nos résultats montrent que cette mycotoxine
altére la balance entre les cytokines Th1 et Th2, elle diminue la
production d’IL-4 (cytokine Th2) et augmente celle d’IFN-y
(cytokine Th1). Sachant que les cytokines Th2 sont impliquées
dans le développement de la réponse humorale et la produc-
tion d’anticorps (SHER et COFFMAN, 1992), nous faisons I'hy-
pothése que la diminution de la production d'IL-4 est respon-
sable de la diminution de la synthése d’anticorps spécifiques
lors de la vaccination. Une seule étude a analysé la production
de cytokines régulatrices chez des animaux recevant une nour-
riture contaminée avec de la FB, (THEUMER et al., 2002). Elle
montre que les splénocytes de rats ayant ingéré pendant 12
semaines 100 ppm de FB, produisent moins d'IL-4 que les ani-
maux ayant regu une nourriture témoin.

En conclusion, nos travaux indiquent que I'ingestion de FB,
est capable d’altérer I'immunité vaccinale. Ceci peut avoir
des conséquences importantes en santé humaine ou animale
oU l'on compte sur la vaccination pour prévenir les infec-
tions. En effet, la contamination des aliments par les myco-
toxines pourrait conduire & une rupture de I'immunité vacci-
nale et, & terme, provoquer I'émergence de maladies
infectieuses méme dans des troupeaux convenablement vac-
cinés. Des études complémentaires sont nécessaires a la fois
au niveau fondamental pour déterminer les cibles de la FB,
sur le systtme immunitaire, mais aussi & un niveau plus
appliqué pour déterminer les doses maximales tolérables
dans I'alimentation animale ne provoquant pas une diminu-
tion de I'efficacité vaccinale.
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