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Entièrement situe dans la zone intertropicale, entre 20” et 22” 30 de latitude sud, l’archipel 

néocal&Ionien est soumis a un climat déterminé par les variations annuelles en latitude dc la ceintum anti- 
cyclonique M-tropicale et celles des basses pressions intertropicales. Quatre saisons se succ&dent sur 
l’archipel. De mi-novembre à avril, une saison chaude et pluvieuse durant laquelle des cyclones abordent 
parfois le territoire. De mi-avril à mi-mai, une saison de transition pendant laquelle la pluviosité et la 

temp&ature diminuent; de mi-mai à mi-septembre, c’est l’“hiver” calédonien avec des pluies parfois fortes et 

des tempérahuw gh&alemeti basses. Enfîn, de la mi-septembre à la mi-novembre, une saison skche marquee 
par des tempkatures en hausse progressive. L-a cote Est, au vent, reçoit en moyenne 2 OW mm de pluie 

chaque atm&, la c&e ouest, sous les vents dominants, est beaucoup moins an&e avec une pluviosid voisine 
delOCOmm. 

En Nouvelle Cal&onie, la première relation de la fusariose du mtis date de 1958 (1). Des cette 
@oque, la prkence de F. grarM.ww et de F. mon&&nc avait & repMe dans plusieurs secteurs du 
territoire où elles occasionnaient r6gulièrement des dommages sensibks en s’attaqwnt aux @s. 

En 1981, notre attention se porta sur ce probl&me après qu’une épizootie se fut d&lar& à Noumta 

chez une quarantaine de chevaux entramant la mort de cinq d’entre eux (2). Les premiéns investigations 
montirent alors que ces animaux avaient ed intoxiques par du maïs nkoltc en Nouvelle CalUonie, après une 

forte attaque de Furariwn (Photo 1). Deux ans phu tard, un nouveau cas d’empoisonnement permis de poser 

un diagnostic vtterinaire plus @cia dqub cheval ttait mort de leucoe&phalomalacie toxique ap&s 

avoir ingért du maïs forkment amtami& par F. mottiljcomrc (3). 

L.43 prcmihrcs obeewations de cette maladie, la diversit4 des substances toxiques produites par les 
Fusarium , la varictt et la gravite des symptbmes induits chez de nombreuses csp&es animales, ont 

brutalement II%&? la r&iitc du danger que repr&entent les mycotoxines dans l‘alimentation des animaux, et 
peut eh-e dans celle des hommes. Cette consta&on a conduit lea respowbles de l’agricultum du Tenitoire a 

souhaiter que des recherches soient entmprises sur les Fusuriwn toxicogèncs parasitant le mals, sujet de 

nxherchc dlnt&et gaicral qui ea aussi developp6 activemalt au plan intematioML 

En Nouvelle-Calédonie, ces recherches ont eu un double objectif : d’une part, parvenir a une 
Connaissance approfondie de l’&iologie et de l’&pi&miolo@e de la fuwiose du ma& d’autre part, identifier la 

ou les toxines JwponSbles de la leu~omalacie @ine. 
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Légende des photos (photos F. KOHLER) : 

- Photo 1 : Fusanùm monififonne sur Epis de maïs; épis apparemment sain (à droite); épis de 
la même &oite ayant étd incubé en chambre humide (à gauche). 

- Photo 2 : cerveau d’un cheval atteint de leucoencbphalomalacie, montrant des lésions 
nkrotiques liquéfactives. 

- Photo ,3 : culture A développement microconidial sur maïs 

- Photo 4 : culture a d&eloppement macroconidial sur maïs 
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Elles ont ctc conduim par les laboratoires de Phytopatholo@e et de Phann;rcalo@e de I’ORSI’OM en 
association avec l’IEMVT dans un premier temps puis, avec le Laboratoi~ V&&in&e Territorial et &IL en 
ce qui concerne les Ctudes des mycotoxincs, en coilabofation avec le Iaboratoifc de Chimie Organique 
Structurale de lfmiversitf P. et M. curie (Paris VI) et le laboratoire de Physiobgie Corn@e de hniversiti 
Paris XL 

CestdanscecadnqueccsujetdeWscs’ins&te: 

les mycotoxina de Fusortum mori~orme impliquCts dans 
la leucoendphalomaladc Cquine 
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Le domaine des mycotoxicoses et des toxines associées est tis vaste et de nombreux livres de 
synthèse ou d’articles gk&aux ont parus sur ce sujet (4,5,6,7, 8.9, 10). 

Aussi, en ce qui concerne la mycologie, nous ne dhirons que les esphs renconeées en Nouvelle 
Calédonie; pour la toxicologie, nous ne traiterons que les toxicoses dues a F. mnilifome ; par contre, les 
différents tests biologiques in vitro et in vivo utilMs pour dhecter les diverses mycotoxines fùsaxiennes 
seront expos&; enfin, pour Ia chimie, nous n’aborderons que les métabolites secondaires toxiques isolés de F. 
monii~orme . Les auues métabolites de F. tnonil$orme ainsi que ceux des autm esphs de Fusarium semt 
décrits en am~xes. 
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A) MYCOLOGIE 
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Dans la mycoflore associée a Zea mais, les micromycétes du genre Fusariwn sont reprhentth par de 
nombreuses espèces (11). pour la plupart faiblement pathogénes ou saprophytes. Cependant, huis d’entre 
elles sont dot& d’un pouvoir pathogéne plus 8eve et sont des parasites majeurs du maïs. Il s’agit de 
Fuwrium gramineanun , F. nwni&fotme et F. subglutinans . 

Ces espéces ont Cté identifikes sur tous les continents, dans toutes les grandes zones de culture du 

maïs, avec des fréquences relatives qui varient en fonction des conditions géographiques ou climatiques. Par 
exemple, en Akique, et plus g&&alement dans les r@ons tropicales, F. monilifonne et dans une moindre 
mesure F. subgluîinans , sont les espéces les plus Mquemment prhentes sur le maïs, F. graminearum 

apparaissant surtout dans les zones d’altitude élev& au climat plus frais. 

Parmi les autres espkes du genre Fusarium communément associt?es au maïs, certaines sont des 
parasites faibles dont la pnhence ne pose jamais de problemes pathologiques importants. F. cdmorum , F. 

tricincrum et F. oxysporum , esp&,es signaks par de nombreux auteurs dans toutes les grandes r&ions 
cérhlihes, entrent dans cette catégorie. D’autres esphes peuvent 6galement &e isolées du maïs : F. 

sporotrichioï&s , F. pose , F. avcnaceum , F. equiscti , F. acuminanun , F. sambucituun et F. soiani , . 

Deux esp&ces de Fusarium ont Bti identifiées en Nouvelle Calddonie : F. moniliforme et F. 

grdneawn ; la premii9e étant largement dominante. 
Nos identifications sont fond& sur la hision de la taxonomie du genre Fusarium par Nelson, 

Toussoun et Marasas (11). Les camctkistiques de ces esp&ca sont les suivantes : 

- Fuwiwn nwnikf~ Sheldon (= F. vertici~ (Satx.) Nitenberg) 

Cette espi% appartient a la section LISEOLA. Sur le milieu de r6fCrence P.D.A. (Potato, Dextrose, 
Agar), elle dheloppe un thalle Manc qui, ap& quelques joun de croissance a 25 OC, prend parfois une teinte 

violette a “lie de vin”. La coloration rose-saumon observk dans cehnes cultures indique la phence de 
sporodochlu B -dia 

L’esp&e II~ produit pas de chlamydosports mais souvent des micnxcl&otes de coloration bleu-noir. 
Les macfocouidies suivant les conditions de culture, sont rares ou abondantes. Les microconidies, 

toujours abondantes, disposks en chahtW ou en fausses teteS, sont produites par des conidiophores a 
monophialidea. 

Les chaînettu de microconidies issues de monophialidu d’une part, l’absence de chlamydospoies 
d’autre part, sont les caracths permettant la d&ermination de l’espke; en effet, dans la section LISEOLA, 
seule l’espèce tnoniüforme n’a que des conidiophons P monophialid=, les autos (F. proliferatwn, F. 

subgfuffinanr, F. a~&phyhm ) pos&ht des conidi~res a polyphialldes (Figure 1). 

La fofmc parfaite de Fwurium monilifm estGi&veUaf . 
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microconidics 

F. monil~omy F. prolî$eranun 

. . 
F. sibglW F. anthophyllum 

Figure 1: Les esp&es du genre Fusatîwn appartenant à la saztion LJSEOLA 
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- Fuwium @aninea?wn Schwabe. 
Cette esp&ce appareient a la section DISCOLOR. 
Sur milieu P.D.A.. le thalle est dense avec un mycélium a&ien abondant. La pigmentation, souvent 

plus marquée que chez lkspke prudente, va du jaune ocre au rouge carmin 
Les chlamydospores se forment assez tardivement dans les cultures, soit a partir de macroconidies, 

soit sur des segments d’hyphes mycéliennes. 

L’espke ne produit pas de micruconidies. Les macroconidiea sont formées en abondance par des 
monophialides simples ou ramif%es. Elles sont arquks, septfks et pourvues de parois B~aisses. 

La principale caractkistique qui permet l’identification de cette esp&x dans la section Discolor. est la 

taille et la forme des macroconidies produites sur le milieu de r&f&ence C.L.A. (Camaâon Leaf, Agar) (4). 
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Le gente Fusarium est un des principaux producteurs de mycotoxines. Vingt quatre de ses es@ces 
sont toxicogènes, a des degn% divers. chacune d’entre elles se caract&isant par sa propre gamme de toxines. 

Toutes les esp&ces associees au maïs sont capables de produire des toxines. A cet Egard, F. 

sporonichiotis , F. poae , F. equiseti , F. tricimwn, F. graminearum et F. moniüfotme sont considtties 
comme les plus redoutables. Ces esp&ces ont Cte impliqu&s dans plusieurs maladies humaines, comme 
l’aleucie toxique alimentaire ou le cancer de l’oesophage. Leur responsabilite est egalement reconnue dans une 
longue liste de maladies animales dont la leucoen&phalomalacie dquine (7). 

. . 
1) La 

1-l) Description 
La leucoen&phalomalacie (LEh4) est une maladie des @id& camct&i& cliniquement par des signes 

neurologiques d’origine centrale (incoordination, marche sans but, c&M,...) mis en relation a rautopsie avec 
des lésions nécrotiques liquefactives de la substance blanche des centres nerveux et, notamment des 

h&nisph&es dtibraux (12). 
Le r6le de Fuwrium nwni&~nne a eu? fotmeffement etabli dans cette mycotoxicose animale (13). 

1-2) Localisation 
D&ite sous des appellations vari& : mt?ningite, leucoencephalite, enc&halomyelite, vertige, malaise, 

etouffement, enc@alite Mmorragique, empoisonnement au maïs moisi, cette toxicose chez les chevaux est 
connue depuis 1850 dans les tigions cMali&es des Etats Unis (14.15, 16, 17.18, 19,20). Des milliers de 

chevaux sont morts dans le Maryland au début du sitcle, et dans les &ts du middlcwest durant les années 
1930. En 1974, Lock rapporte deux cas de LEM chez des “Quatter Homes” en Illinois (21). Plus rdcemment, 
en 1978-1979, la maladie a et& responsable de la mort de ccntahs de chevaux (22). Un épisode de LEM eut 
heu en 1983-1984 dans le sud est de la Pennsylvanie et Fann& suivante, de nombreux autres &ts (Virginie, 

Caroline du Nord, Georgie, Floride, Alabama, Mssissipi, Tenessce, Louisiane, Indiana et Iowa) furent 
touchds (23). Durant cette kphi&nie, la pr&ence de la LSM bit associde pour la première fois a des aliments 
commerciaux (24). En 1987.14 cas ont et6 v&ifi& par autopsie dans le Maryland (25). 

Mais cette maladie n’est pas spécifique des Etats Unis. Elle a tti mention& en Att&ique du Sud, 

plus particuli&rement en Argentine (26.27) et au B&ail (28.29); en chine, où plus d’une centaine de chevaux 
en furent victimes en 1955 (30); plus rtccmment, en Egype chez les hes, la maladie &ant lit% aux crues 

annuelles du Nil (31); en Afrique du Sud oil entte 1970 et 1981, quatre accidents de LEM ont eté relates 
touchant une quinGne de chevaux (32); en Europe, et plus pr&is&nent en G&cc, en Allemagne (16,33) et en 
F~oùuncasaetCsuspecttcn1983(34)(Figutr:2). 

En Nouvelle Ckl@nie, la pmni&n apparition de cette mycotoxicose a eu lieu en 1982 et un seul cas a 

dti Signal~ dew ans plus tard (2,3). 
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Figure 2 : R4paMion mondiale de la lcu~~~~~&phalolnakie 4uine 

.$a epizooties 
* casisol&3 
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L’apparition de la LEM est lit% a des conditions climatiques particuliéres. Aux Etats Unis, elle est le 
plus fréquemment rencontrée entre novembre et mars lors de saisons marquees par des sdcheresses pnkoces 
suivies par des conditions humides accompagn&s de temp&atures fraîches et fluctuantes juste avant la nkolte 

(35). 

l-3) Lésions cliniques et pathologiques 

Les lt?sions cliniques et pathologiques ont et6 largement décrites (12.22.29.32, 33, 36). I%?o?dés 
parfois par une anorexie intennittente et de la somnolence, les signes cliniques apparaissent habituellement 
abruptement et la dur& de la malsdie est courte. 

La section coronaIe du cerveau montre de larges cavitks ou la matière blanche subconicale est atteinte 
de necroses liquéfactives (photo 2). L’examen micmscopique de la zzme p&icavitale mvele des ran!factions & 
la matiére blanche, des hemotragies p&ivasculaires, des œdemes et des intïltrats cellulaires composes 
principalement de cellules sanguines, en particulier dVosinophiles. Le foyer de coloration verte, ~ssierement 
visible dans la matien blanche subcorticale de quelques chevaux, consiste en azdemes p&ivasculairw et en 
accumulations extra et intraceUulaires de pigments de type lipofusc& (12). 

1-4) Fusariotoxicoses équines expkimentales 

La LEM, reproduite exp&imentalement par ingestion de cultures pww de F. mmiZjfonne chez des 
dquides, @es, chevaux, poneys) (12, 13, 17, 22. 33, 35, 36, 37, 38, 39, 4O)(tableau l), est souvent 
associ6e a des leSions du foie. Quelques chevaux traites par de fortes rations sur des p&iodes relativement 
courtes manifestèrent seulement les IWms Mpatiques (12.36.39.40). 

La toxine nsponsable de la LEM est encore inco~ue. La monilifonnine, l’acide fusarique et l’acide 
methoxy-2 ethyl-4 carbolique ont Cti testes sur le cheval sans induire cette maladie (22.35). Les autres 

mycotoxines fusarine C et fusariocine C, isoltes de F. monif$wme (41,42), ne semblent pas non plus être 

responsables de ces pathologies. 

Les l&ions induites chez les non &quidts, par les souches provoquant la LEM, sont Sit&es sur des 
organes diff&aa selon les es#cu. Les organe3 cibles prir@aux sont le cerveau et le foie pour le cheval et 

lb, le foie et le coeur pour les rats (43,44,45), le foie et le coeur pour les babouins (46), les poumons Pour 
les porcs, le foie et les teins pour les ovins (39). 

2-l) Cancer de I’crsophage humain 
En AfPique du Sud, dans la R@ublique du Transkd le taux de cancer de lkrsophage humain est 

beaucoup plus 6ievd dans les districts du sud-ouest que dans ceux du nordcst. Dans ces deux r&ions, le maïs 
est largement utilid dans M.imentarion humaine. La dif&ncc la plus sensible entx ces deux zones est la 



Tableau 1: Toxicités expkimentales chez les équidés de cultures de F. monilifonne sur maïs 

ESPECES AGE. POIDS mATIONS SYMPTOMES REF 

L&u?s 5 1 l5 kg & mayS 1yophiW coulamin~ par 
l? moniliforme 

LEM (13) 

hi? ” 0 II 

&le L6ans 25 4 mcni sans observation 

15 faes 1s 120 6pIs contaminds / jour 12=LEM;3=0 t, 

p?mhu9~3ojous 

zanes 15 4 maïs *bd contami& (F. moniliforme) 

anemue 6-7a& 15kgmaïs1yopb~sur 12jows LEM II 
l&&im& : prot. lot. du x!.nun, ur&.ips de produombine 

ALAT. ASAT, ALP, 
&&&JQ& =o 

----------. ------- -------__e--____ ----- 

Mn- 2ans,23Okg 23 4 en 23 j maïs attificiellement conlamine 0 (36) 

fbeentiex 3 ans, 210 kg 7kgenlOj.ar&de3Oj.l6kga37j 0 

lbeauicx 9 ans, 231 kg Ukgenl5jpuislkgen6j mort au 2ltime j; ~C&E. pUchies hemormgiques, II 

respiration abdomhk rapide. tachycardie. cyanose. 
m : bilirubinémie (69 mg /lOO ml. 70 96 conj.) 

m : hémorragies sur coeur, intestin, eslomac, 
atleinte h@atique. aucune lésion sur le sy&me nerveux. 

âneentier 5ans.228kg 1 kg en 6 j. puis intub. stomacal: 1 kg/j pdt 8 j 0 I, 

etl,25kg/jpdt6j-Tol.:16,5 kgsur25j 

lOans,U)Okg lkg/jpdl3j,2kg/jpdt3j,3kg/jpdl2jet hauv6 mort; hémorragie cardiaque, ptWchies. ecchymoses. II 
cheval hongre 

jument 

4kgrljpdt4j-Tot.:31 kgsurl6j adimes, ictie et atteinte Mpatique 

II 
7ans.302kg 2kg/jpdt9j-Tot.:iSkgenilj somnolence. faiblesse; mort 18 h ap&s les premiers signes 

mêmes symplômes que le cheval pr&x%enl 
--s----_----e-- _____ ------- ----- m-I_ _-em__- ----- ________ ---- ---_ 

P 



---- ---- -c----------_--------- - 
are 

------es- ---- --~---_-_---_-_-_--_--~---- __________ _ 
5 k8 mais contamine sur 12 j mort au 14eme j ,2 j apres être devenu aveugle (33) 

16ans 40 kg de maïs contamine LEM ” 

2 poneys iwnes 2sem&esdemaiscurrtami~ 0 ” 
----_ ----------~-.----------_--------------------------------- ____________-_ 

:beval hongre 7ans.449kg 5 g&g de pids de corps, intubation stomacal lOi?me j : i&re, pUchies hemorragiques, anorexie (12) 
15doscsca22j-Tot.:33,67 kg bj~&i&:ASAT:382 

bilirubiuemie totale : 7,4 mg/100 ml 
J22: apparition de symptômes nerveux; euthanasie 1.5 h apres 

m : œdême du cerveau et atteinte h@tique (fibrcee) 

ihevidbongre 20 ans, 443 kg 2.5 gbg, intub. stom., 3 x /sem., apparition brutale des sy,mgms; eutbanasie 6.5 h apres II 

63Jtkgea52doscacte25B5g/kgsur144j 

Aevalhougœ 13 ans. 350 kg 5 @kg, intub. stom.. 3x./sem.. 5 doses = ict&e, b,&&t& : bilinrbint?mie : 3.2. mg/100 ml I> 

I2jd’ar&puis28doses-Tot.:Z9,6kg ASAT : 214 
!W?me j : symptbmes nerveux; euthanasie : 3 h apres 

LEM et atteinte hêpasique (tibrose) 
---------. ----- _--_--------------------------- ------ 

&E 4 ans, 123 kg 7.6 g/kg. intub. stom.. 12 doses pdt 27 j 39ême j : irritabili~ puis araxie et mort 5 h apres (22.38 
Tot. : Il,25 kg 

puis”peros’maïs8.6kgen 13j 

ihe 4 ans. 105 kg ‘per os” 4.7 g/kg pdt 46 j - Tot. : 24,8 kg eutbanasie au 46eme j : 0 II 
_~-__c ____ - _______ ___-_--_--_----------- ---- ---e-m---------- 

&Vd 8ans.245kg intub. stom.2.5 gIk8 pdt 5 j et 5 g/kg le 7 eme j mort te 8&ue j; œdeme du cerveau, débul de LEM (3% 
Tot. : 4,287 kg atteinte hepatique et renale 

CheVd 5ans,254kg intub. stom., 2.5 g/kg, 6 doses pdt 11 j, mort le 14ème j; LEM et atteinle rénale I< 

Tot. : $81 kg 
--- -- _____________ - -_-. _--__ -__--_---- ---- ----- ----- -----------------------r-------- 



-- ----- ------------L-----------. ----------- ----- ----_-_-- ________________ --__- ____________ 
âne maïs inOC& par F. monili~ortne LEM (35) 

2ônes II aneinfe hépatique, anorexie, jaunisse, léthargie, alaxie, coma n 

poney 
Il $8 ” 

Chi34 awiilifw ea “per oa” ou en intraveineuse mort. dég~n~on myocardiale muhifociie, nécrose, 
&me et congestion pulmonaire 

ClEVid acidefusaique 0 II 
ou acide mttbory-2 clbyl-4 carbdique 

PmeY 
-_---_---. _-__-__----I-------__________________I_---- ------ 

ma& inocult par E monilifomre LEiM avec I@$re alleinte h@atique (37) 
2$g/kgp&28j.Tot:15,04 kg 

4 poneys UglLgpdt79j es reghœ alteiule h+alique II 
-me--- --.-- ---------------L----_---------------- ------ 

jument 15 ans. 425 kg intub. stom.. 2.5 g/kg pdt 5 j + le 7 emej 
Ter: 6,375 kg 

apathie, inapp&ence, i&re el constipation; euthanasie à J 11 
&&&& : augmentation de J7 B J 11. bilirubine toîale : 163 

ASAT : 2235, GGT.: 64. LDH : 2685 

W) 

aueinte hkpabque Sevtxe, lkgex acdhe du cerveau 

jument 15 ans, 385 kg intub. @un., 135 g/kg pdt 5 j + le 7 tme j. 
Tot. : 2,!IO2 kg 

euthanasie le 12eme j ,1 h apri% les premiers signes; II 
Iégbre nervositi, parMe de la I&re inf., locomotion impossible ,. 

m:ASAT:34OdeJ8&J12 
GGT:22deJ9aJ12 

LDH: 1088aJlO 
Egide atteiute hépatique, œdhe modkd du cervew 

MAT (SGOT) : at@hme anhuHm&ra~e (transaminase ghmiqw OXdaC6liqUe) >1~,300< UJb 
ALAT(SGPT):ala&eamiWmnsf&ase(traasaminase glutamique pyruvique) >1,1o(k WL 
ALP:Pb@hamealcaline >3o~uuL;cPlc:-pbosphokinase >lOo~lJ4L 
LDH : bxue d&&drc&~ >162,412< LJI& GGT : gamma glutamyltransf~mse >5.60< UI/L 
Biii total >lO,so< ccmd/L; Bili~bine coajugut% >1,7< P~O~L 
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p&ence de F. moniliforme dans la mycoflore des maYs de la @ion à haut risque (47). Une association 
fmquente de F. monilifonne avec des aliments dans des r&ions a haut risque de cancer de l’oxophage a 
egalement etc mentionn& en Chine (48). 

Pour vkifier la cont%tion : F. monihjbme /cancer de ksophage, une culture d’une souche isolde de 
maïs cultivé dans une zone A haut risque a tti admtitie if des rats. En subchronique, les ldsions Mpatiques 
obtenues furent caract&ides comme des cirrhoses et des hyperplasies nodulaires (44). En chronique, des 

cancers primaires du foie (carcinomes Mpatocellulai~~ et dutiti) et des hyperplasies cellulaires basales de 
l’œsophage apparurent (45,49,50). 

L’hepatocarcinogénicite d’un e&amillon de maïs infesté naturellement par F. moniliforme et rkolte 
lors d’une épizootie de LEM a ete mise en evidence chez des rats. Les lesions du foie observées furent des 
néoplasies, des adenofibromes et des cholangiocaminomes (S 1). 

Du fait de son action fortement mutagéne sur S&wmf& typhimuriwn dans le test dAmes (52), la 
fusarine C a etd soupçonnée d’&tm impliquee dans l’&iologie de la LEM, mais elle n’a pas montre d’activiti 
h+atocarcinogénique chez le rat (49.53). 

Quatre nitrosamines ont et& d&ect&s dans du pain au maïs inoculC avec des isolats chinois de F. 

moniliforme 2 la suite d’une nitrosation avec du nitrite de sodium (48,54). Ces m&abolites sont mutagénes 
pour Sulmonelfu ryplkmudum et peuvent produire des tumeurs de l’œsophage chez les rats. Leur n3le possible 
dans l’étiologie du cancer de l’œsophage en Chine est envisage (SS). 

2-2) Maladie des articulations 
L’&ude sur l’iimplicatim de mycotoxines de Fwium dans l’&iologie de la maladie des articulations 

de M&%i n’a pas permis de tirer de conclusion. Cette maladie, localNe uniquement dans une @ion du nord 

du Kwazulu, se cara&rise par utx polyarthrite chronique (56). 

3) Fusariotoxicoscs 

Difftretm animaux de laboratoire ont Cte utilisds pour sClectionner et étudier les souches toxiques de 

Fus-. 

3-1) Babuuin 

La cuItun d’un isolat de F. monif~onnc don& en alimentation a des babouins provoqua un 
infm du myocarde ou une cirrhose h@atique selon les doses (39). Un isola& provenant d’un mafs cultivé 
dans une rdgion a haut tanx de cancer de I’awophage humain, s’est rcvc1c &e fortement toxique pour les 

singes (Cercopithecwpygerythrzu ) en pxovoquant du l@atites dont les ldsions sont similaires a celles dues 
aux~xines.ceshtpatites~xiques~tsernMaMesauxhtpatitesviraleshumaines(46). 
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3-2) Canard 

L’alimentation “pet os” de canards P&in de 1 jour est un test qui a étd largement utilise, en particulier 
par les &&e.s sud africaines, pour étudier le potentiel toxicogène de leurs isolats (43,44,56,57,58,59, 
60). 

La toxine T2 administnk a de jeunes canards provoque des ldsions du tube digestif (61). 

3-3) Cochon d’Inde 
Du maïs contamine par F. monii?jYonne a étd incorpoti a SO % dans l’alimentation habituelle de 4 

cochons d’Inde sans qu’aucun d&ordre neurologique n’apparaisse. A l’autopsie, aprks deux semaines de 
tmitement, deux animaux manifestent des entkites h&uotragiques; les deux autres, euthanasies deux semaines 

* plus tard, ne montrent aucune I&on (13). 
Les cuchons d’Inde sont egalement utilises pour les tests dermonMwnts (62). 

3-4) Hamster 
DumaïsinfecteparF.monüjfonnc aetcincorporta50%dansI’aümuuatioahabituellede4hamsters 

sans apparition de désordres neutulogiques. Cette absewe de toxicité peut ctn attribuée a la perte de la 

toxi@nicitt du champigrmn (13.33). 

3-S) Lapin 
L’application d’extmits &Mr& ou alcooliques de cultures fongiques sur la peau ras& de lapin est un 

test couramment pratiqud pour ddceler des activitts dermon&tosantes. Sur 85 isolats de F. monififowne test& 

en Israël, 74 ont induit une nhction toxique (63). De la mtme fm Vescmder a obtenu des &uhats positifs 

avec des isolats associds a des cas de LEM en Catoline du Nord (60). 
Desessaisd’~~~delapinspardescultruwde~~prwoquantlaLEMchezdesaneSn’ont 

pas abouti (13,33,38). 

3-7) oie 
Deux oies tgyptiumœ alimentks avec du rnti c~~@nant F. moniljfonne et seconnu responsable 

d’w LEM, n’ont pas manife& de sympt&ttes neutologiques (13.33). 

3-8) Porc 

Un isolat de F. mo~nnc , rwponszble d’une LEM, provoqua une toxicité aiguc! en alimentation 

“per os” chez PEI poms qui ont ddvelopp& un &&e &&ne pulmwin (39). 
CetanimaIestatw4iutilisdpatrd&ccterksfaueutsdetefus (64)oudet@et(6S)detwrriture. 



29 

Des cas de paralysie dans des élevages de porcs ont eté amibu& a F. monil@mw (66). 

3-9) Rat 
Le rat albinos est l’animal de laboratoin qui semble être le plus adapté a Ntude des mycotoxines 

fusahennes et, en particulier, pour la recherche des toxines responsables de la LIN. Les l&ions obtenues sont 
des cirrhoses, des hyperplasies nodulaires ou nodules ndoplasiques hépatiques, des addnofibromes, des 

cholangiocarcinomes, des thromboses cardiaques intraventricuIaires et des atteintes nkales (39,43,44,45, 
49, 50, 51, 57, 67). 

Des cukures sur riz de F. monilifomw , isolé d’bpis de maïs du Minnesota, provoquent des 

hemorragies dans divers organes et une mortalité importante chez les rats (68.69). 
Comme avec le lapin, une action dennonécrosante peut &re mise en Mience sur la peau raske du rat 

(67, 68, 70). 

3-10) Souris 
Deux composes cytotoxiques, fusariocine A et C, sont fottement actifs en injection intrap&iton&le 

chez la souris (42). 
L’activitd a!stn#nique (hypertrophie ut&ine) de souches de F. monil@nne a etc mcherch& chez des 

sourissansgIïuld~ultat. 
Des cultures de souches finlandaises sont toxiques pour les souris. Elles provoquent des hemorragies 

gastro-intestinales et une I&?re d@$&escence du foie et du myocarde (7). 
Des extraits méthanoliques de mafs inoculd avec des isolats associds !î des cas de LEM sont toxiques 

pour les souris en injection intrap&ritoneale (60). I 

Un essai d’administration par eau de boisson a Cte efftcnié avec dix m&bolites de Frrsurium sp 

(butinolide, dia&oxyscirpbl, &quMine, acide fusarique, acide gibMrellique, moniliformine, -6227 
peptide, T2 toxine. vomitoxine et z&ra@me); seuls les tricbo~ ont et& refus& (71). y 

3-11) Vache 

Des vachu furent Milis& pour rechercher un facteur de refus de nourrinrre associé avec F. 

monil#brme dans le maB (72). 

3-12) Volrillc 

Une expbimentation sur des poussins de 1 jour dont l’alimentation contenait du maïs moisi par F. 

modiforme , a aboutit a une r&Wtion du gain de poids suivie, use dizaine de jours plus tard, par l’apparition 
d’une s&èn déformation des pattes (courbure extdrieure), leur donnant une dCmarche “cow boy”. F. 

rrroniÿfonne produittmefhiaminase, etla~~~enceen~aminequienrtsultepeutamenerdesdifficultesde 
locomotion, des polyn&ites et entrabr la mort (73.74)‘ Un cas de paralysie dans du tlevages de poussins 

et de pouletta dans le sud-oust de la Franc a d’aWurs Cte attribut à F. monüjfonnc (66) 
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L’administration “per os” à de jeunes coqs a étt? utilisée pour isoler la monilifonnine d’une souche de 
F. moniliforme (75). 

L’importance de la temp&ature d’inoculation des souches de F. monilifom pour leur toxiciti a etc 
montde sur de je- coqs. Les souches cultiv&s à 10 OC s’av&&ent peu toxiques alon? que celks cultiv&.s à 
25 OC sont trb toxiques (76). 

L’administration a des poussins de 6 jours d’extraifs hydrom~~liques de cuItm~ de souches ayant 

pnmqut5 la LEA4 chez des aneS, n’a pas provoquC de symptbmes notables (38). 

4) Tests 

De nombreux tests de toxicité in vitro, ou tout au moins ne nécessitant pas l’emploi de mamm@res ou 
d’animaux trop &O~U&, ont été essayés pour étudier la toxicité des souches de Fusurium et les mycotoxines 

qu’elles produisent. 

4-1) V&&aux 
DifSentes esp&œ ~C@ales sont employées : 

-Raciwdccresson(77). , 
- Flantul~ de pois (77). 
-DisquesdefeuillesckRve(77). 

- Graines de maïs (78). 
- Plantub de tabac et de maB (75). 
- Coldoptiles de bl6 (7579). 

-POlllXlS&Ulbi3C(80~ 
-Proropiastesdem&@ykdetabac(81). 

4-2) Oeufs embryonn& de poules 

LasauiwdeœtestP- mycotoxincsaCtC&ablkparLafbMetcoll.(82). 

4-3) Lame# de crusta& 
Les lanw de crusm& Arremia suiitwa ont Cti wilidu par Salkh pour ttudkr les souches de 

FuWun a~7o&~~&~toxia~whrrmauwetanimaksdanslaPCninsuleMalaisc(81). 

4-4) Embryona et larves de poissons 
Le poisson z&bre Btochydonio reti peut constituer un mo&le biologique pour l’&ude d’activiti 

génotoxiques (83). 
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4-5) Bactéries 
Le-s tests de can&rogénése sur l’animal entier sont, parmi les tests toxicologiques, les plus On&ux et 

les pius longs. Sans v&itablement les remplacer, les test in vin0 comme le test bact&ien &Ames peuvent être 
utili&s. Ce test recherche une g&otoxicitd potentielle sur des souches de Sul~~n.&u typhbmuium (55,84, 

85, 86) 

4-6) Fibroblastes humains ou animaux 
Abbas utilise des cultures de fibroblastes diploldes de la peau humaine et des fibmblastes de souris 

pour &udier la cytotoxicit~? des isoiats de F~~ium (67,68). 

4-7) Cellules tumorales 
Wno utilise les cultures de cellules HeLa pour mesurer le de& de cytotoxicité des trichoth&?nes 

037). 

4-8) Réticulocgtes de lapin. 
Les tricho~nes ont un effet inhibiteur sur la syntkse protkique dans les r&iculocytes de lapin (88).. 
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La moniliforminc a éte isol& initialement par Cale et coll. (75) a partir diuw: souche de F. nwrùXfunne 
provenant de grains de maïs des Etats Unis. 

l-l) Structure 
Cette molbxle est un sel de sodium de l’hydroxy-1 cyclobutenc-1 dione-3.4 lorsqu’elle est isolc5.e de 

F. moniii$orme et un sel de potassium lorsqu’elle est m&abolMe par Gibberef&fùjikwo~ (89). 

l-2) Isolement et purification 
La moniliformine peut ttre extraite soit au mCthanol(90,91), soit avec un mélange hydroalwolique 

(92). soit B I’eau (93). Elle est pmifib par chromatographie sur plaque p@arative, filtration sur charbon actif 

et cxistallisation & Mher didthylique (90). ou bien par chtomatographic liquide Cchangeusc d’anion, classique 
(91) ou a haute perfolmance (93) et wlonne de charbon actif (92). 

l-3) Détection et dosage 

En chtomat0graphie sur couche mince, les ~Wlateurs utilisds sont les rayons UV a 354 mn (90,94) , 
avec un minimum de d&ccdon de OAS pg (92); le dinitro-2.4 ph&nylhydrazine avec chauffage (91.94) avec 
utt minimum de ~&C&I de 0.75 pg (92); une solution de nihhydt& m6thariolique a 0.1 RD (9 1) ou la méthyl- 
3 txazahiaz~lino~-2 hymne (95). 

Les taux de production de cette toxine a partir d’un kg de ma& en cultute peuvent varier de 200 ii 

840 m@g (9% de 120 it 1170 mg/kg (58). de 60 a 2100 mg& (59), de 2 a 16 g&g (91) OU de 7 a 15 g/kg 

WJ). 

Pendant longtemps, la pr&a&x de monil$ormiae a Cte wnaovers&. Alors que Burmeister et coll. en 
1979 (90) ont txouvb un Mat de F. monififom extdmemcnt pmductcur de moniliformine, 7 a 10 g/kg de 

substrat de culture, Bottaliw et coll. (W), en Italie, n’en ont pas cl&& dans 13 isolafs et en ont trouvb 
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seulement dans 1 sur 3 de F. subglutinans . De m&me, les sud africains (44,58), en ont detecte dans 13 
isolats toxiques sur 23 de l’espèce subglutinans , mais n’en ont pas identifié dans 29 isolats toxiques de 
F. monil~orme . 

Depuis, Marasas et coll. (59) ont examine 149 cultures toxiques d’isolats de Fusarium appartenant a la 

section Liseola ( F. moniliforme, F. proüferatum, F. subglutinanr, F. andwphilum et F. succiwe ). Excepte 
F. succirae (qui n’avait qu’un seul mpr&entant toxique), tous les autres taxa contiennent au moins quelques 

souches productrices de monilifotmine mais difknt dans le taux de production, Chez F. nwnilifomw , en 

particulier, 4 Mats d’un maïs du Mozambique ont une production moyenne de 98 a 200 mg/kg. Un 
&hantillon de maïs am&icain associe à un cas de LEM, était natumlkment contamti par de la monilifonnk a 

un taux de 2,82 mg/kg (93). 

1-4) Toxicité 
La moniliformine a un effet phytotoxique et r&+teur de ctoissawe sur le bld, le ma& et le tabac (75). 

Elle est aussi toxique pour diffkents mammifèns avec une DL 50 de 4 mg/kg pour les jeunes coqs 
(75). de 2.8 crg/kg pour l’embryon de poule, de $4 mg& pour les poussins de 1 jour, de 1,38 m@kg pour 

des poules de 7 semaines par voie intraveineuse (97), de 29,l et 209 mg/kg respectivement pour les souris 
m&s et femelles (90). 3,68 mg/kg pour les canetons de 7joum, enfin SO et 41.6 mglkg respectivement pour 

les rats m&s et femelles (43). 
Ces deux demietes esp&es montrent apr&s intoxication un affaiblissement musculak progressif, une 

insu.Risance respiratoire, une cyanose suivie de coma et de la mott. L’autopsie des rats r&éle une congestion 
cardiaque aiguë et les I&ons histopathologiques sont caractdrisdes particuli&ement par une degenr’rescence et 
une nécrose myocardique focalMe aigu6, pendant que de sévttes ntkroses cellulaims isolees apparaissent dans 

le foie, les teins, le pancnfas, les gkies &r&aliques, les glatuies a mucus gastrique et les cryptes du petit 
iluesin (43). 

A faibles doses de monilifotmk, les souris survivent plusieurs semaines. Il semble que les souris 
soient capables d’exct&er rapidement cette mycotoxinc ou qu’ehes po&dent un mécanisme de detoxication 

efficace (98). 
F%ur le chevrrt, par voie orale ou intriwm, la monilifotmine est fortement toxique (35). Les signes 

cliniques indudune mort rapltk sans signe pdmonitoin. Les Idsions obscwtes sont une dcgdnkcscencc 
myocardiquem~des~p~,unabtrnepllmoariremarquéu&iacon~o~ 

Le mdcauisme mol&ulaim majeur de l’action toxique de la moniliformine semble constitue par les 
effets inhibitcurs des oxydaims mitoctm&iaka du pyrwate et de l’a-c&giutarate qui sont rencontnks dans 

le mktbohsme tnrg&ique (99b 

l-5) La moniüformine et 18 LEM 
Il semble que la monilifotmine ne soit pas responsable de la LEM; en effet, plusieurs Mats de 

Fusarium moniiifomte de mtis moisi qui induisent la LEM chez les chevaux (43) ont tW report& comme 
n’kint pas pnxlucteur de cette toxine (38,43,44,59). 
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Les fusarinm A, B, C et D ont tout d’abord et6 isol&s par Bjeldanes et coll. en 1980 sous la 
dénomination de fusariogénines, iI partir de cultures de Fuwium moniliforme sur mals (41,86). 

2-1) Structures (100) 

OH 

FusarineA (R=H) C23HBN06 

FusarincD (R=OH)C23H2gNW 

-C CWWW 
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2-2) Isolement et purification 
La fusarine C est isolde d’une culture sur maïs incub& a l’obscuriu? pendant 2 semaines a 25°C. 

1 semaine a 10°C puis 1 semaine a 25°C. Lextraction se fait avec un melange de chloroforme et d’isopmpatml, 

et la purification est effectude par partition de solvants, chromatographie sur silice et sephadex LH 20 (101). 
Elle peut être aussi extraite avec de l’ac&oniaile ou un mtlange à parts égales d’acdtonitrile et de chloture de 

méthylene (95). 

2-3) Dbtection et dosage 
A~&S purification, la fuwine C peut être dos& par chmmatographie liquide à haute performance en 

phase normale ou inverse (52,93,95). 

Wiebe et coll. (86) ont obtenu approximativement 0,4 g de fusarine C et un peu moins de fuwines A, 
B et D a partir d’un kg de ma& moisi. Gelderblom (52) montre que toutes les cultures a partir de 20 isolats de 

F. moniliforme contiennent de la fusarine C a des concentrations variant entre 0.6 et 700 mglLg. Cette 
mol&ule est aussi produite par F. gromincaaa (5 isolats sur 5). mais pas par F. subgluiinans. 

La l’urine C existe naturellement dans le mtis contantin par F. moni~nnc il des taux de 0.02 a 
0.28 mg/kg (52) et 0,39 mg@ (93). 

2-4) Toxicité 

La fusarhe C est fortement mutagéne pour Suimonella ~p/&wiwn dans le test de Ames (52,86, 
101). Son activité est comparable a celle de l’aflatoxine Bl et de la st&igmatocysfiw (52). 

Sa prdsence a dtd ddoe1d.e dans des CchanGllons de mtis, collect& dans une @ion de Pennsylvanie 
sujette it une epiddmie de LEM chez les chevaux et ayant ptwoqud des pMnom&es hdpatotoxiques et 

hépatowcinogdniques chez 16 rat (93). Son action acWtricc de cancer a Cti recherchbc sur le rat et les 
r&ultats ntgatifs indiquent qu’elle n’est pas responsable de l’activiti hdpa&wr&og&ique des Mats de 

F. mot@fonne (53). 

3) Fusariocincs A et C 

Ces deux mycotoxines ont dtd isoI&s d’un filtrat de cuIturc de Fwrium mond&me par une Quipe 
japonaise (42,102). 
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HO 0 

Fusariocine C C27 Hz8 06 

Cette structure a éte &ablie par diffracdon aux rayons X (103). 
La strucnuc de la fusariocine A n’a pas éte ddfïnie. 

3-2) Isolement et purification 
L’isolat est cultive sur milieu de Adye modif& a 27°C pewiant 7 jours. Le f&at de culture est ajusté a 

pH 2 et extrait a l’ac&ate d’&hyle, puis au chloroforme. A~&S chromatographie sur silice, le produit est 
cristallisé dans la pyxidine sous la forme de prismes jaune PQte. ‘L 

3-3) ToxicitC (42) 
Sa DL 50 sur souris est de 397 mgkg. 
La fusariocine C est cytotoxiquc pour les cellules HeLa et les cellules leucémiques L1210. PourJes 

pnzmi&m, l’effet toxique apparait a la concentration de 5 pg,hnl et pour les secondes, l’effet semble dt?pendant 
dutemps,letauxd’inhibitionétantdelS%àl~ap~24hetde85%~lamCmedoseaprès72h 

In vivu , la U&cine C montre une ldgén activiti antitumotale sur la forme ascitique du wcinome 

d’EMish. 

4) ZéaralOnanc 
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4-2) Production 
Les conditions de temp&ature de culture du champignon sur maïs, prtwnisks pour une production 

maximale de zearaldnone, diffènnt selon les auteurs. Miro& et coll. (106) considknt que les enzymes 
responsables de la biosynthese de la F2 sont activés a basse temp&ature (12 OC.) et qu’une meilleure 

production est ensuite obtenue par hcubation A 27 OC. D’autres ddbutent la cultu~ par une tem@ratun élev& 
pour optimiser la croissance du champignon et continuent par une temp&ature plus basse (5,67,104,107), 
alors que Bottalico et coll. (96) montrent que la plupart des souches toxicogéniques en produisent a 
tem#ratutt wnstante de 27 OC. 

4-3) Isolement et purification 
La z&ral&one est extraite a Mhanol, purif% par chromatographie et cristallis& sous forme 

d’aiguilles blanches dans le chloroforme et l’hexane (5,104). 

4-4) Détection et dosage 

La méthode la plus wurammart employk est la chmmatographic sur couche mince avec diffkents 
systèmes de solvants (5) et une rtvélation soit aux rayons W (67,104, 108,109) soit avec divers r&clifs 
(110, 111). Des m&hodes plus sensibles comme la chrumatographie liquide & haute pression, la 

chromatographie en phase gazeuse seule ou Ii& a la -taie de masse peuvent &e utilisks ($94,112, 
113). 

4-S) ToxicitC 

Sa pudcubiti est de pwoqucr un syndmme œ8tmgbique chez le porc : c%&ppement de N&us 

et des glandes mammaires, atrophie du testicuh et prolapsus vaginal, apparition d’une vulve aunéfibe et 
cedtmacibe (5, NM). C.ue aivit+ usaugcnique peut &e &C&C sur l’ut&us de suuis (67,104,106). 

La~ationdezCanlCaonepordestnuesenflndegnwsesseprovoquelanaissancedemorts- 
n6s ou de porcelets SO- d’incoordination des membres an%ns avec les pattes toumks vers l’ext&ieur 

(107). 
La zcaralcnone est un ltger stiznulateurde missance aussi bien pour les muscles que pour les tissus 

vegt%aux (106). 
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L’acide fbwique est un m&abolite de difT&entes e.spkes de Fmuriwn dont F. mmùlforme . 

5-l) Structure 

Acide fusarique CIO H13 N 02 

L’acide dthydrofùsarique a aussi éti isold de GiMereUufujikuroT. (115). 

HO00 

)Q- 
Acide d4hydrofuwique Cl0 Hll N 02 

S-2) ToxicitC (115) 

L’acidefw4quecsuni&ititeurdelacroissanccdesplantu. 
Il pos&de des piopri& antibact&iemw, antitImgiq~ et insecticides (116). 
Il moIltlc UIIC action hypotensive chez le lapin, le chien ou le rat B une dose de 20 mg/kg par voie 

inaaperitonéaleer~actioncnrcticplesurleciziarenperar.(117). 
Sa DL 50 sur souris est & 100 mgjkg en injection intraveineuse et de 80 mg/kg en injection 

ilmap&im 
Ce composé est aussi un agent ch6lateur qui est ccwontre! dans certaines maladies de dbveloppement 

awmaldesoecbczlesanimaux(7). 
C’est un inhibiteur puissant de la dopamiae g-hydroxylase du plasma sanguin, c’est a dire que 

cliniquemenr, chez llwmme, il dduit la ptwsion du sang a&iel (118,119). 

L’acide fwlique n’est pas toxique pour le cheval (3s). 
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6) Nitrosamines 
Quaa nitrosamines, Ndim&hylnitrosaminee, Ndi&hylnitrosaminc, N-méthyl-N-benzyinitrosamine 

(M33NA) (48) et N3-méthylbutyl-N-l-acetonylniaosamine (MAMBNA) (54) ont et& isol&s de pain de maïs 
irmcuk! avec des isoiats chinois de F. tnmil~m suivi d’une niuwation avec du nitritc de sodium. 

6-1) Structures 

MAMBNA ( Cg H18 N2 0) 

6-2) ToxicitC 
Ces nitrosamines sont connues pour Ctre caxcino~ques. Elles sont mutagènes pour les souches de 

Sdmonei&a typhimwium (55). Elles peuvent jouer un 1-61~ dans Ntiologle du cancer de l’awphage en Chine. 

Les autres m&abolites isolds de F. moriliforme ou de Gibkrelkr fujikuroi , ainsi 
que les mycotoxines et mbaboiites isok d’autres espkes de Fuserfun sont décrits en 
annexe. 
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RCHES SUR WLEMN NOUVWJXDONIE; 
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Pour des raisons evidentes, il n’était pas possible d’aborder 1’6tude exphimentale de la 
toxicogtnic de F. moniliforme sur l’esphce animale qui nous a révC16 l’existence d’un probkme de 
mycotoxines alimentaires en Nouvelle-CaEdonie. 

Nos premières études ont donc hé orienties vers la mise au point de tests biologiques, 
permettant de mettre en hidence, de façon r&p&itive et rapide, le pouvoir toxicoghe des souches du 
parasite, sur des esp&es mieux adapth & l’expkimentation toxicologique que le cheval. 

Une soixantaine d’isolats de F. monilifonne ont 6t.6 tes& sur plusieurs espèces vag&ales 
(bld, pois, féves, maïs) ou animales (poissons, rats, souris, canetons, poussins, oeufs embryonnés 
de poule), suivant diverses mcithodes d’application (test cutan6) ou d’administration (injection intra- 
p&iton&le, inttastomacale ou intrac&6brale, sondage asophagien, pet OS ). 

Les souches is&es du maïs sont puritïCes sur un milieu P.D.A. (Potato, Dextrose, Agat) à 
fort pouvoir antibiotique (P&.icilline, Colimycine), et consew&s en tubes sur tme st&ilis&, substrat 
qui limite la croissance v&g&ative du champignon et r&it en cons@uence les risques de variations et 
de mutations. Les souches utilisées dans les Qpreuves d’intoxication sont, en génkal, issues 
dkolements monoconidiens afin de travailler avec des clones. 

Les Mats sont cultivés sur les substrats suivants : 

. . . - de & : pomme de terre-dextrose : 125 g de purée 
“mousseline” et 10 g de glucose dans 11 d’eau distil&. Ce milieu est stkilisc par autoclavage. 

. . . . dec - :milial&czapc~milieudeu~no 
WCldhip&: sacc~se : m 

PeptOW: 10 8 
niaate&scdium 2g 

Phosphatedipotassique lg 
suIfa& de n3agdsium (7H20) 1 g 

chlonxcdcpo&lssium a75 g 
sulfate de fer Wl g 

pour 11 d’eau distiw. 

Weu U&o : identique au milieu Czapek excepti . 
stitcdcma~um os g 
chlorure de potassium OS g 

Ces milieux sont SM* par autociavage. 



45 

- &&&a&&& : le maïs en grains entiers ou concasds est disposé en fioles dErlenmeyer de 
5 1, à raison de 1200 g de maïs et 1200 ml d’eau par fiole. Ce substrat est st&ilisé 2 fois lh30 a 120 
“C. Il est ensemence avec 30 ml d’une suspension de spores issues de cultures de Fusurium sur 
P.D.A. 

- Substrat ris : 400 g de riz &IV~ additionnd de 240 ml d’eau sont disposés en Erlenmeyer de 
2 1, st&ilis& puis ensemences dans les mêmes conditions que le maïs. 

. . 
1) lbts de bhvtotoxlaté 

l-1) Méthodologie 
Les cultures sur milieux liquides czapek ou pomme de terre-dextrose dc diff&entes souches de 

Fusmiwn sont fila& sur buchner et verre f?itt& Le my&lium essore est broyé à l’Uhra-Turrax dans 
100 ml dkau distill&. 

- Pour le maïs (75), les Cchanti.Uons auquels on a ajoutt une solution de Tween +O (l/lOOO), 
sont déposés au centre de la gaine de plantules de 7 jours. L’observation dure 2 & 3 semaines. 

.-, ,: 

- Pour les pois (77), les 6chantillons sont dilu& par une solution de Tween et de glycerol, et 
sont pulv&rids sur les plantules. L’observation dure 2 B 3 semaines. 

),’ 

- Pour le bld (79). des ColCoptiles de 5 mm de bld de 6 jours ayant poussd à l’obscuritt sont ‘a- 9“. .‘~~:~i 
déposes dans des tubes contenant du tampon phosphate ciuate, du sucrose ct du fUtrat de culture. “. ,’ ’ 1; 
Apr& 24 h à l‘obscurité, les c&optiles sont mesut&. 

. E, ” i <I e 

- Pour les pois (77), l’accroissement intemodale est mesur& sur des fragments d&os& dans <)_ 
des tubes contamt du tampon phosphate, de l’aci& indola&ique ct du fïltrat de cultum apr+s 24 h. 

- Pour les f8ves (77), le diam&e de disques de feuilles dans un m&ngc de sucrose et d’acide 
indoladàque dans un tampon phosphate est tnesur$ apr&s 48 h de haute intensid lumineuse. 

l-2) Résultats 
Le seul test qui donne des tMltats signi6catXs est celui de la phytotoxicité sur maïs. Il sera 

utilisC dans un premier temps pour s&ctionncr les souches toxiques et rechercher les meilleures 
conditions de culture et sera ensuite tilais& au profit des tests sur rats, car aucune corr&àon n’a pu 
être mise en Cvidcnce cna la phytotoxicité et la toxi& enregistr& sur les rongeurs. 
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2-1) Méthodologie 
Ces tests ont &6 couplts avec ceux de phytotoxiciti. Les filtrats de culture et les bmyats de 

myc6lium sont d@oSts dans des petits aquarium de 1 litre contenant 5 tilapias ou 5 guppies 
(Gambusia &his ), ou 10 crevetxes d’eau saumke. La mortalité est obsen& durant 48 heures. 

2-2) Résultats 
La toxicité des cultures n’est pas nettement marqu& et la reproductibilid des rCsuitats n’est 

pas assur6-c avec ce test. 

. 
3) Iniection 

3-1) Méthodologie 
Les échantillons fusariens sont administr& sous un volume de 0,5 A 1 ml. Le protocole vise à 

meure en Cvidence une intoxication aigu6 apr&s l’administration d’une dose, ou chronique après une 
sirie d’adminisaations lt dose plus faible. 

Ces expdrienccs ont concun6 : 
- 38 souches diff&enteq 
- 3 substrats de culture (maïs, Czapek, pomme de terre-dextrose), 
- 6 conditions de culture : 

*21 joursà31 OC, 
*7joursB2S°C,15joursà140C,puis15joursB250C, 
*21joursà25°C,7jours&140C 
* 10 jours B 25 “C, puis 10 jours à 12-15 “C, 
*4scru&cscnaknancc(jourB25°C,nuit~100C), 
*10jours~2!5°C,7joursà120C,puis10joursB2SoC. 

- de nombreux types d’&han~ons administ& (c~nccntr& 10 fois, bruts ou dilu& du Y10 
au 1/1000~ : 

* flltrafs ou sumagcants de culturw bruks, 

* myc4iums bruts ou broyés puis Nds, 
*mycuiumstraitisalachal~ouauxrayonsuv, 
* extraifs chlaw&hyl&iques de flrrats ou de mycQiums, 
* extmits m6thanoi-eau de flltrafs ou de my&lim 
* extraits à l’ac&atc d%thyle de cultures entiti 
* films de m aqueuses de maïs contamink 

Plus de 250 Mantillons diffkws ont Cté administr6s à environ 1500 souris. 
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3-2) Résultats 
Les symptômes et k%ions suivants ont bté nlev& : 
- intoxication aiguë : mortalitc en quelques minutes à 24 heures, sans lésion macroscopique. 
- intoxication chronique : mortaliti au bout de plusieurs jours. Les Msions macroscopiques 

sont peu fréquentes mais de même type : gastro-entkite parfois hémorragique, congestion et hkno- 
n-agies pulmonaires. 

Le bilan de cette expkience par voie intrap&iton&le chez la souris est très modeste. Il n’est 
pas possible d’affirmer que le test est peu sensible mais, dans les conditions utilis&s, peu d’extraits 
se sont mon& toxiques. De plus, les tisultats obtenus sont peu reproductibles. 

. 
4) Iniection le rat de 20 uua 

4- 1) Méthodologie 
La souche de rats utilis& est une souche albino Sprague Dawley. 
Las substances injectks aux rats sont des filtrats de cultures broyks à ‘I’Ultra Tuxmx” dans 

Ieur milieu. Les broyats bruts ainsi obtenus s+t débarras& de tous les ClCment+ides par 
centrifugation suivie de filtrations sur des tamis de plus en plus fins. La demi& filtration, sur 
membrane Millipore de porosid 0,22 p, pumet de recueillir un tiltrat stkile qui est alors lyophilist. 

Le lyophilisat est injecté à des lots de rats de 20 jours sous diffkentes concenaations après 
avoir Ctt nmis en solution dans du sénrm physiologique stkile. 

Les essais ont BtC effectués avec des cul~s sur milieux riz et Ueno de deux souches 
faiblement toxicog&nes et de deux souches fortement toxicoghnes. 

Seule la toxicité ai@ provoquant la mort des animaux a bté recherchtc. 

4-2) Rbsultats 
Dans la majorid des cas, la mort survient dans les @ente minutes suivant l’injection. 

L’autopsie des rats n’a 16~616 aucune 1Csion organique identifiable. Dans un seul cas, celui de 
l’injection de la culture sur riz d’une des souches toxicog&nes, un rat a &te tu& en 5 jours et son 
autopsie a 16~616 un ict&re important. Ce rkultat laisse penser qu’il est peut-être possible d’induire 
une toxiciti chronique entraînant des Esions i&ntifiable&’ 

Il semble Cgalement que la toxiciti des f&rats de culture sur riz liquide soit moins Clev& que 
celle des fïllrats de culture sur milieu Uena 

Il apparait, à ce stade, que le test par injection intrap&iton&le est plus fiable chez le rat de 20 
jours que chez la souris. 
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5-1-l Méthodologie 
Les cuhres sont conduites sur maïs ou riz, dans diff&entes conditions : 

* 10 jours A 25 OC, 7 jours à 12 OC, puis 10 jours à 25 OC, 
* 10-15 jours à 20 OC, puis 10-15 jours a 12 OC, 
* 21 jours a tempkahxe ambiante. 

Elles sont ensuite incluses dans la ration alimentaire, dans la proportion de SO % de l’aliment. 
L’aliment est prCp& par le mtlange de produits de base et de substrats fusariens en @A-e. Les 
formules alimentaires ont éti équilibnks en fonction des aliments de base disponibles. 

Par exemple : maïsfhariensec 
alimmcanin 
dont protéines 

lipides 
matihrninaale 
CdlUlOSC 

H.R. 
avoine 

Les aliments sont distribu& sous forme de cubes de 2 cm de cote environ. Pour obtenir ces 
cubes, nous avons pro&% de la façon suivante : 

-&hagedumaïsfusarien, 
-bmyagc&mailsfusari~etdesingMientscanpltmentaires, 
-&hdiiWhdumtlaagc,quiestalasrtpartietcompactésurdesplatcaux, 
-p&hupQc&cubes,~la~~&splaquesdec~4 
-&~2i3jou~daasunettuveventilCeh50-60”C. 
Cet aliment s’ef%ite peu, ce qui permet d’hiter les pertes dans les cages à souris et donc 

d’estimx plus pr&ishent les quantrit& ingtis par les animaux. 

Les souris sont regroupks en lots de 5 h 10 individus, selon les cas. Les poids vifs sont 
contrôl&s chaque semaine, puis au moment de kuthanasie. 

L’obsuwtioa dure en gMral une vingtaine de jours. Four ccrthm souches, cette pkriode est 
portéeà3mois,etmêmea6moisdansuncas.Aprèsau~siedes animaux mom durant la p&iode 
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d’observation, ou sacrifiés en fm d’exptriencc, des pr4bvement.s pour analyses histologiques sont 
effectues. Quelques analyses hknatologîques ont également et& pratiquks. 

La toxiciti per os a aussi eu5 recherchke en tilangeant des extraits de culture (fütrats) à l’eau 

de boisson, a raison de 30 96 du volume du liquide total. L’observation dure 5 semaines et suit un 
protocole identique au pr#dent 

5-2) Résultats 
Le mode de preparation des aliments et l’appétence ne posent pas de problème. Ce test parait 

peu sensible sur souris puisque, dans nos conditions expkimentales, nous n’avons obtenu aucune 
intoxication sur des @cuves concernant : 

- 26 souches diff&entes, 
- 2 conditions de cultures : 

* 10 jours a 25 OC, 7 jours à 12 “C, puis 10 jours à 25 “C, 
* 12joursà20°Cet 15joursà12OC, 

- observations durant 20 jours pour 18 souches, 3 mois pour 7 souches et 6 mois pour une 

souche. 

Les expériences ont port4 sur pr&s de 400 souris. Aucun symptôme n’a et6 relev6, pas 
d’anorexie, pas d’abattement, pas d’amaigrissement. Apr&s sacrifice, les Msions rencontrees sont 
minimes se n5sumant a quelques pdtdchies sur le foie ou le poumon. Les analyses hkmatologiques ont 
pu faire penser, en prem.i&re approche, qu’il y avait lcucop&tie, avec neutrophtlie et lymphocytose; 

mais, nous avons observé que ces anomalies &aient tr&s inconstantes non seulement d’une souche à 
l’autre mais Cgaiement pour une même souche d’un animal & l’autre. 

6-l) Méthodologie 
L’anministration s’est faite en incluant les cultures fusariennes à lkliment, dans les mêmes 

conditions que ccks cikrites pour les expkiences r&lis&s sur souris. 
La du& d’observation a atteint 6 mis. 

6-2) Rhltats 
Un essai a btc effectué & l’aide de ma%s naturellement contaminé, r&upM dans le silo d’une 

coopéFdtve aprb un cas douteux de LEM. 
Cet essai n’a pas CtC cmcluan~ Aucun symptamc et aucune Mon n’ont 6ti observ& pendant 

les 6 mois de l’expkîmentation. 
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. 
7) Administration De? OS chez le rat de 20 w 

7-1) M&hodologie 
La souche de rats est la même que dans les cas pr&dents. 
Dans cette expkience, les souches ont &6 cultiv&s sur deux substrats (maïs et riz en grains 

entiers) et sous deux conditions d’incubation (15 jours A 25 OC suivis de 10 jours a 10 OC, 30 jours a 
25 Oc). 

Lorsque les cultures sont incluses dans la ration alimentaire, le mode de pr&paration est le 
même que celui dkrit pour les souris. 

La proportion de culture fusarienne sur riz ou maïs dans l’aliment est en g&ral de 50 9%. 
Dans certaines expkiences, l’aliment distribué est constitu6 par la culture fusaric~c pure. 

Lorsque les cultures sont incluses dans l’eau de boisson, une certaine quantité de culture sur 
riz ou maïs finement broyée est mClang&e a l’eau de boisson, au taux de 15 à 20 % environ. Pour 
éviter les trop fortes contaminations bacttricnnes, les pr6parations sont chang&s tous les jours. 

Dans chaque skie, l’expdrimentation s’est d&oul6e sur 15 jours, terme au-delà duquel les 
animaux survivants ont Ctt -6s puis autopsik 

7-2) Résultats 
Cette expkimentation s’est r&&e ds sensible des les premi&res skies qui ont donné des 

résultats reproductibles et constants. L’incorpora& du riz ou du maïs contaminé à l’aliment donne 
de meilleurs r&ultats que l’admkstration des cultures finement broy6es dans l’eau de boisson. La 
nature du substrat de culture est sans influence sur l’expression de la toxicogdnie. Les deux 
conditions de tempkature po~l’iicubation donnent des +Mats simikks. 

49 souches de Fuswiaun dont 48 de l’espkce F. moniliforme et une de F. graminearwn 
(souche 72), ont donc cid cultivées sur riz (substrat plus facile B utiliser que le maïs) dans les 
conditions d’incubatioa les plus simples, c’est & dire environ 25 OC, tempkamre du laboratoire, 
pendant 21 jours (120). 

Les dubats sont picsentcs dans le tabkau 2 Plusieurs paramkes ont 6ti &alu& : 
- la c!ommmdian Moyenne Quotidienne d’alimatt amtamint? par animai (C. M. Q.), 
- le Gain Moyen Quotidien de poids par animal (G. M. Q.), 
- le rapport G.M.Q.K.M.Q., dont la variation est, en premi&re estimation, une fonction 

inverse de la toxicité, 
- la mœtaliti qui rMle les cas de toxicité aigu& 
Divers sympws dintoxicatlon ont&4 relev& : ancrexie, amaigrissement, ic&re, prodinurie 

marquée, Msions macroscopiques B dominante digestive (gaslrite, entkite). 
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Tableau 2 : R&ulta~ de l’iixication PC~ os de rats de 20 jours, par du riz anifkiellement 
contaminé par 49 isolats de Fusariwn . 

No soucb 

Tdmoin (2) 

*ii 
81 
89 

11; 
7 

8: 

i!i 
74 
a2 

l$ 

Z(3) 

9; 

1:: 
68 B 
106 

1;: 
119 
24 

114 
112 
113 
117 

ii 
118 
122 
123 

MS 

:iY 

t& 
116 

1;: 

77 

iir texte. (2) 4 

C.M.Q. G.M.Q. 
0) (1) 

6.3 1 

iv5 
0:27 
0,36 
0,38 
0,33 

85 

ii 
0:09 

%3 

ai5 
AI;01 

ii% 
405 
-0.05 
-0,l 
-0.11 
-02 

g 

-O:26 
-0,17 
-0,24 
-0,3 

g 
-0.3 
-0.66 

z7 
-01129 $a1 

-0.8 
-053 

-1:4 :A6 

45 
-1,4 
-1,7 
-2,s 
-0.7 

memrcontuw 5046detùsai 

I.M.Q.fC.M.C 

(3) isoiatde A 
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Les souches ont 6tk clas&s en fonction de la valeur du rapport G.M.QJC.M.Q., par ordre de 
toxicité croissante. Ce rapport passe de 0,16 pour la souche 13 & -3,s chez les souches 77 et 85, les 
plus fortement toxicogènes. L’augmentation de la toxiciti se traduit par une inappkence croissante 
allant jusqu’au refus presgue total de nourriture (cf. C.M.Q.), par un gain pond&al de plus en plus 
faible, puis par une perte de poids vif (cf. G.M.Q.), et d’autre part par des taux de mortalid croissant 
jusqu’à 100 % des animaux intoxiqu&. 

Il apparait qu’une forte proportion de souches néocaltdoniennes de F. moniZ.$wm provoque 
une intoxication chez le rat de 20 jours. Les symptames de cette intoxication varient en intensitt. 
Mais, à l’exception des toutes premibres souches mentionn&s dans le tableau, tous les isolats 
administ& pet OS induisent l’anorexie et des troubles de l’assimilation aboutissant à une croissance 
pondérale ralentie ou à l’amaigrissement des rats. Avec les souches les plus fortement toxicogènes, 
ces perturbations s’amplifient et s’accompagnent d’ict&re, de prodinurie marqude et de lésions 
hémorragiques du systkne digestif. 14 souches sur les 48 Ctudi&es - soit 29 % - provoquent la mort 
de la totalitd des animaux qui les ingknt, en moins de 14 jours. 

L’administration pcr OS de riz contamin6 B des rats de 20 jours est l’épreuve la plus efficace 
parmi toutes celles que nous avons exp&imentk 

Cette technique P&ente cependant l’inconvénient d’btre lente : plus d’un mois de 
manipulations diverses &pare la mise en culture des souches sur leur substrat de l’observation des 
premiers symptames de toxicit& aiguë. Ces délais s’accordent mal avec les n&cessit& de l’ktude 
chimique des extraits de cultures, puis de leurs fractions, passage obligatoire vers l’identification des 
toxines. En outre, cette technique ne permet pas la maîtrise des doses ing&es par l’animal et 
nkcssite des quanti& importantes de matière toxique. 

%- 1) MOthodologie 
Le principe est le même que pour les autres esp&es animales : les cultures fusariennes sont 

incluscsdmsluaiimene,autauxdc5O%. 
Aprb s&hagc et broyage des cultures sur aUs, la farine obtenue est txAang6e aux autres 

pmduits de base disponibles afin d’@uilibrcr la ration de la manière suivante : 
maïs fusarien 50 % 
soja 31 % 
farinederiz 12 46 
Chaux 2,os % 
bicakique 1.5 % 

prcmu 0,7 % 

Nacl 0,s % 
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n3&hioilinc 0,l % 
t&OX 0,05 9% 
antioxydant 0,os 5% 
vitannncs 0,05 96 

L’aliment est distribué en poudre. L’observation dure 15 jours et Nvolution des poids des 
animaux, les quantités d’aliment consomx&es, les &entuels signes cliniques et les Msions observées 
lors de l’autopsie, sont no&. 

Nos expkimentations ont concem0, au total. : 
- 23 souches de Fusarium , 
- 1 condition de culture : 10 jours a 25 “C, 7 jours à 12 OC, puis 10 jours A 2S°C, 
- 1 substrat de culture : maïs en grains entiers. 

8-2) Résultats 
Au total, 300 poussins ont 6ti util& pour ce test qui s’est r6v&S totalement ndgatif. Aucune 

intoxication identiBable n’a Ctt obtenue. . . 

. . 9) wistra~ion os ch- de w 
.’ t ? ,, 

Afin d’établir une relation entre les r&ultats obtenus chez le rat, et ceux obtenus, par ailleurs, 
par d’autres 4uipcs (57,58,59,60) chez le caneton P&in, une expkimentation a étb .r&liste sur 
cette esp&e mimaIe (12 1). <’ ;.; 

9-1) M&hodologic 
Les cuhum de Fzwzriwn sont pratiqutks sur maïs selon la technique habituelle, puis skhées 

à40°Cetbmyéesfïnetuent 
L’aliment définitif comprend 50 % de maïs moisi et SO % d’aliment compltmentaire. Ce 

dernier est, soit un aIhuent commercial pour poulette (ration I), soit un mtlange dont les proportions 
des produits de base permettent d’obtenir un aliment final 4uilibrd et conwtement suppl&end en 
vitamines cc acides ami& essentiels (ration II). La composition des rations 1 et II est don& dans le 
tableau 3 

Des lots de canetons P&in de 1 jour sont composés de 4 à 8 individus suivant les 
disponibilids. 

Les aliments sont distribués ud fi6irum aux canetons dès le 2 *me jour de vie sous foxme 
d’une pâtte pn$ar6c par l’adjonction de 500 ml d’eau b 1000 g de farine. 

L’exp&imentation est conduite pendant 15 jours. L’Cvolution du poids des animaux, les 
quantitis d’aliments consommés, les éventuels signes cliniques et les 15sions d’autopsie sont notis. 
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Tableau 3 : Composition des deux types d’aliments &udi& 

Maîs fusarien 
Soja 
Farinederiz 
Blé 
Orge 
Maïs 
Sorgho 
Son (brisures) 
Tournesol 
Farine de viande 
Phosphate bicalcique 
Sd 
M&hiOhlC 
Lysirle 
Chaux 
Antioxydant 
PlhliX: 
- mat mibile totale 
-P 
-ca 
- NaCl 
- Insolubles chlorhydriques 
-VitA 
- Vit. D3 
-Vit.E 
Vitamines A 

D3 
E 
Bl 
B2 
B6 
C 
K3 
PP 

+ : Plaellt en quantiti ind&min 
- : Absent 

Ration 1 

500 
+ 
- 

150 
50 

214 
f 
f 
+ 

84 
- 

5 
f 
f 
+ 
- 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

UI 
UI 
UP 

Ration II 

520 g 
310 g 
120 g 

- 

- 

15 g 
5 g 
1 g 

21 g 
OS g 

194 g 
7 mg 
097 g 
0935 g 
194 g 

126ocmo UI 
420000 UI 

2100 UI 
500 ul 
125 UI 

091 mg 
w6 mg 
0.16 mg 
ao6 mg 
1.5 mg 
0908 mg 
091 mg 
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9-2) Résultats 
Dans un premier temps, 43 souches de F. monilifom isol&s en Nouvelle-Caltionie ont kti 

testées après avoir CtC incorporks à l’aliment équilibd (ration II). Aucune mortalid n’a bt& obsewét 
chez les canetons. Les seuls symptômes d’intoxication observés furent : quelques signes d’anorexie, 
des retards de croissance, des dkfauts d’emplumement, quelques Esions du proventricule, quelques 
ulcérations de la muqueuse du g6sier et des entkites. 

Un essai sur une souche d’origine sud-africaine (souche MRC 826), considkrde comme 
fortement toxicogène pour le caneton (44), a don& un &ultat négatif : les canetons ont survécu sans 
manifester de symptôme d’intoxication. 

Cette divergence entre nos rCsultats et ceux des sud&icains, nous a conduit à reprendre nonc 
expkimentation en incorporant les cultures de FUS&~~ , non plus à un aliment équilibti, mais à un 
aliment habituel du commerce (ration I), suivant en cela le protocole utilis4 par I’Oquipe sud-africaine. 

Les r6sultat.s de cette seconde expkimentation figurent dans le tableau 4 
Ils mettent en &idence les faits suivants : 
- une faible assimilation de l’aliment du commerce (ration 0 par rapport A l’aliment équilibr6 

(ration II). A consommation Cgale, le diffkentiel de prise de poids est de 50 % chez les canetons 
nourris avec la ration fi 

- l’effet toxique n’apparait significativement que chez les canetons recevant la raion 1. Ainsi la 
souche 68R, létale pour les rats de 20 jours dans nos expkimentations antkieures (tableau 2>, l’est 
bgalement pour le caneton P&in lorsqu’elle est incorpo&e A l’aliment du commerce. Dans ce cas, la 
mortalité intervient en 4 A 6 jours sans gain de poids des animaux intoxiquts. Dans les mêmes 
conditions exp&imentales, la souche sud-africaine MRC 826 tue les canetons en 5 à 6 jours, ce qui 
contime les dsultats rapport& par Kriek et c0i.L (44); <s 

- la souche 68B, non toxique pour le rat, ne provoque pas de toxiciti chez le caneton, quelque 
soit le type d’aliment auquel on l’ii; 

s ces observations qui mettent en évidence la toxiciti de la souche 68R, et l’innocuiti de la 
souche 68B, confirment les r&uItats obtenus par Marasas et coll. (communication personnelle) sur 
les mêmes souck 

- lorsque la souche 68R, toxique, est in- k la ration 1, la wmmmation de l’aliment est 
32 fois plus faible que lorsque cette souche est incorpork à la ration IL La @ence de la souche 68R 
dans l’aliment du commerce induit donc un refus de nouniturc ds signifkatif chez les canards, ce 
phénom&ne n’étant pas observb avec WI aliment &yilibr& Cc refus de nourriture semble du a une 
action rapide de la toxine sur le tractus digestif des animaux : les autopsies ont en effet rM1C 
d’importantes Msions h&norr&ques du tube digestif (intestin @le) et des atteintes h+atiques ap&s 
l’ingestion de l’aliment du commerc e (ration 1) contaminé par la souche toxique, alors que ces 



Tableau 4 : Toxiciti de cehnes souches suivant la composition de la ration alimentaire 

IlbdC nb de temps moyen poids moyen poids moyen quantité 
Rationalinmtaire dematalid & depart final (14 j) conso~ / 

w (g) caneton (g) 

IXhOhRationI 13 0 46 181 562 

T&xin Ration II 18 0 49 363 566 

68BRationI 10 0 47 131 240 

68BRationII 10 0 m 46 335 560 ’ 

68RRationI’ 20 20 52 j 44 402 15 

68RRationII 14 0 48 324 486 

MRC 826 Ration 1 13 10 5.8 j 48 48 (morts) 32 
89 (sacrif.) 

MRC826RatioaIl 14 0 45 300 .400 
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symptômes n’existent pas chez les canards ayant reçu la ration II &ptilib~c et contaminét par cette 
même souche. 

L’hypothàse qu’un ou plusieurs elements de la ration II empêche(nt) la toxine de ~‘~xprimer 

étant envisageable, nous avons abordé cette &ude en supprimant dans la ration @rilibr&, différents 
éléments un par un. 

Les r&ultats (tableau 5) montrent que tous les Cl&nents semblent indispensables puisque la 
suppression d’un seul d’entre eux suffit à rendre l’aliment toxique lorsqu’il est contaminé par la 
souche 68R. 

Le test per os sur caneton P&in de 1 jour est donc efficace si les souches sont incorporees à 
un aliment dMquilibr& qui affaiblit l’animal et petmet à la (aux) toxine(s) de s’exprimer. Les Aultats 
que nous avons obtenus dans cette cxp&imentation sont par ailleurs en accord avec ceux de l’épnuve 
chez le rat de 20 jours. Il faut toutefois noter que les conditions cxp&imentales ne sont pas 
satisfaisantes car le d&@ilibre de la ration alimentaire peut entraîner des artefacts de toxicid qui 
rendent l’utilisation de ce test al&toi.r& 

10- 1) Méthodologie 
Les souches de FUS&~ sont cultivés sur milieu Wno, Czapek ou sur maïs pendant : 
-21 joursB20°C, 
- 10jours~20°Cet 10jours~12°C. 
Plusieurs types dexuaits ont Cte utili& : 
- mycélium broy& 
- surnageant de culture, bruts, dilu& ou concentn%, 
-!ïltratsdemaïsfusarien~dansl’eau, 
- extraits chlomformiques de Ntrats de culture ou de broyats myc&ens. 

Les oeufs embryotm~s de 5 & 6 jours sont dWnfec& superfîciellement à l’aide d’alcool iode. 
Un volume de 0.05 B 0.2 ml est inoc& dans la chambte A air. Les oeufs sont ensuite places dans un 
incubateur et sont min% quotidiennement La v&iiication finale a lieu au 7bme ou au 14 bme jour en 
brisant la coquille. 

10-2) Résultats 
Les essais ont été effectu6s avec les souches 68R et 110. Les r&ultats enregistrCs sont 

encourageants et en accord avec ceux des 6preuves pcr os . Malheureusement, la présence dans nos 



Tableau 5 : Recherche de l’&ément indispensable pour annuler la toxicité de l’aliment contaminé 

Ration alimentaire 
nbde nb de temps moyen 

canetons morts de mortalité 

68 R Ration II 68 R Ration II 
(- prhix) (- pknix) 

(- vitamines) (- vitamines) 

(- Mkthionine) (- Mkthionine) 

(- 1/2 soja) (- 1/2 soja) 

68 R Ration 1 68 R Ration 1 
( + 1/2 soja) ( + 1/2 soja) 

7 7 

7 7 6 6 69 j 

- 

5j 

541 j 

8,7 j 

4.2 j 

poids moyen poids moyen CpiNltité 

de départ final (14 j) consommée / 
(d (id caneton (g) 

39 

54 

70 

38 

40 

123 

140 

98 

190 

228 

177 

10 

67 57 
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extraits d’une substance inco~ue entiant la “coagulation” épisodique des oeufs, masque la toxicit6 
et rend ce test parfois difkilement interp&abk. 

Ce test vise à mettre en évidence l’activid dermonkrosante de trichoth&&nes &entueilement 

présents dans l’extrait ou d’autres mol&ules aux mêmes propribtcs. 

11-l) Mbthodologie 
Il est effectuC de la façon suivante : la peau du dos d’un rat de souche albino Sprague Dawley 

est ras& l’emplacement ainsi mis à nu nçoit le depôt d’une goutte de 25 à SO @ de l’extrait t5tudiC. 

Les cultures sont pr+ar&es sur milieu UCno et incubées : 
-21 joursà20°C, 

- 21 jours à 31 OC, 
-7joursA2S°C, 15joursA7°C,puis15joursà250C, 

- 15joursA25°Cct7joursà120C, 
- 10joursà2S°C,7joursA 12OC,puis 10joursà2S°C, 
- 10joursà20°Cet 10joursa12°C. 
La r&ction locale (rougeur, nkrose) est no& tous les jours pendant 8 jours. Dans certains 

cas, l’application cutan& a et6 nnouvelte plusieurs fois (max. 6 fois). Chaque extrait est testé sur au 
moins 2 rats. 

1 l-2) Résultats 
Aucun &ultat positif reproductible n’a btt obtenu avec cette m&hode; ce qui tend a indiquer 

que les souches de F. motùZijbme ainsi cultiv&s, ne produisent pas de aichoth&nes. 

. 
12) Iniectiona 

12-l) Mbhodologic 
Des Uantillons de 100 @ B O,Ol,‘O,l, 1 et 2 mg d’extraits sont injectes directement dans 

l’estomac de souriceaux de 2 a 3 jours, pesant environ 1,5 g, a l’aide d’une microseringue. La 
mortalité et les ph&om&nes d’ent&osorption ou d’h&norragies sont recherctics dans les 24 h suivant 
I’injection. 

12-2) Réjultats 
Les prmiers r&uhts, en particulier avec la phase méthanolique d’une chromatographie sur 

résine XAD2 (chap B-3-9, ont mon& l’apparition d’une action au niveau du cerveau, action 
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h6morragique avec lyse de la matiere cérébrale. Il faut noter que c’est la première fois qu’une action 
sur le ccnmu est no& chez un animal autre que le cheval, avec des extraits fusariens. 

Ces r6sultats n’ont pu cependant être reproduits avec d’autres extraits ou avec les differentes 
toxines que nous avons isol&s, injectees seule ou en association. 

. 13) t 

13-l) M&hodologie 
Pour essayer d’atteindre directement l’organe-cible, des 6chantillons de 10 @ à 1, 10, 100 ou 

500 pg sont injecds dans le cerveau de souriceaux de 2 a 3 jours à l’aide d’une microseringue. La 
mortalite et les effets h&norragiques au niveau du cerveau sont recherches dans les 24 h suivant 
l’injection. 

13-2) Résultats 
Ce test ne peut s’effectuer qu’avec des fractions relativement pures. Les toxines isoldes n’ont 

pas donné de n%ltats notables. 

L’effet des extraits fusatiens sur les cultures de cellules cancénuses humaines Kb et cellules 
V&o, a et6 6tucM. L’absence d’activiti sur les premi&res et la mauvaise correlation des rdsultats avec 
ceux des tests chez le rat pour les secondes n’ont pas permis & retenir ce type de test de toxiciti. 

15) Conclusion 

Il semble donc que, parmi les diff&cnts animaux de laboramire que noua avons essaye% le rat 
soit le plus sensible aux toxines de F. moniljforme . Le test par administration per os est facilement 
r&lisable et a permis de sUectioaner les souches toxiques, mais, dans l’optique de l%tu& des extraits 
fusariens, et pour une maitrise plus rigoureuse de la dose administr&, nous avons 
préf&6 utilkr une méthode d’administration par sondage asophagien chez le rat de 
20 joura. 
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. . 1) Administration le r& de 20. 

l-1) Mkthodologie 
Pour ce type d’administration, F. modîforme est cultiv& sur du riz ou du maïs additionné de 

60 951 d’eau. Le milieu est autoclavé 2 fois à 110 OC a 24 heures d’intervalle. Apres inoculation, 
l’incubation se fait pendant 21 jours B tempkatum ambiante (25 à 27 OC!). 

Les premikes extractions ont &d effectu&s avec un m&nge hydroalcoolique. La culture 
fraîche ou lyophilis& est hroy& finement, mise en agitation dans 1’6thanol a 80 % pendant 12 heures 
puis filtrec. La phase liquide est évapork sous pression rkluite, reprise dans Nhanol a 10 % et 
adminisde aux rats à l’aide d’une sonde asophagicnne. La phase solide est skch& puis administie 
en per os . 

Tout extrait est adminisd sous le volume de 1 ml et à une dose @rivalente à 7,6 g de culture 
fusarienne fraîche (dose moyenne ndcessaire pour intoxiquer un rat) B des lots de 4 ?a 5 rats de la 
souche albino Sprague Dawley. Cette dose a Cu? mesur& exp&imentalement lors des premiers essais 
d’intoxication en per os . 

Le gain pondkal et la quantid d’aliments ing&& pour chaque animal, a permis de calculer le 
rapport MGMQ/MCMQ (rapport de la moyenne des gains moyens quotidiens sur la moyenne des 
consommations moyennes quotidicMes) pour chaque Cxp&imentation. Ce rapport, associd au taux de 
mortalité, est un bon indicateur de la toxicité de khantillon test& 

La toxiciti peut aussi être visualis& en traçant la courbe de Yévolutionpond&rale des rats. Par 
exemple, sur la figure 3, la toxicit& d’un extrait queux d’une souche toxique (68R) est comparée a 
celle d’us ,exmit aqueux d’une souche non toxique (68B). 

l-2) ROsulhtr 
Le test de toxicité par sondage asophagien chez le rat de 20 jours s’av&rc en d&nitive le plus 

fiable. Les mppnrts MGMQ/MCMQ enregistr& lors des diff&cntes étapes de la purification sont de 
lbrdrc de 0.3 B 0,9 pour les fhctiona non toxiques et peuvent varier de -10 à 0 pour les fkactions 
toxiquesavecunawrdemortaliddeOB1009b. 

Apr+s conknation de sa toxicitd, l’extrait hydroakoolique sec est repris par de l’éthanol, puis 
par de i’eau distiR& le test sur rat a mis en &idence une fraction aqueuse aussi toxique que l’extrait 
initial et une fraction alcoolique de toxicid moyenne. Les principes toxiques semblent donc 
hydrosolubles et de polaS telle que leur solubilid reste impatante dans l’CthanoL 
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7. Poids (9) 
T 

65 

60 

55 1 

a 68B aqueux 

+ XAD2 alcool. 

0 68R aqueux 

25 ! , I  
I 

I  I 1 I 1 1 t  I  I I  / I  

I  I 1 jours 

12 3 4 5 6 7 6 9 10 11 12 

Figure 3 : Toxicitd comparée entre deux extraits aqueux et entre les phases aqueuse et 
méthanolique d’%lution d’une r&ine XAD2 
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2-l) MBthodologie 
Afin de corr6ler la toxicit& enregistn5e chez le rat B la leucoencCphalomalacie équine, un extrait 

aqueux toxique a et6 adminisd par sondage naso-œsophagien à une jument de 14 ans pesant 320 kg, 
préalablement vermifug& (122) 

Le produit administre est un extrait aqueux obtenu B partir de plusieurs cycles de culture de la 
souche 68R de F. moniliformtz sur maïs en grain. L’extrait issu de chaque culture est préalablement 
teste par sondage cesophagien chez le rat; il doit entraîner la mort des rats en 5 à 7 jours à la dose 
quotidienne &.quivalente à 7,6 grammes de maïs par rat 

Les seules LEM exp&imentales rapportees chez le cheval ont C’tC conduites avec du maïs en 
grain artificiellement con& (tableau 1). Les doses quotidiennes rapport4es vont de 125 g de maïs 
par kg de poids vif (40), ou 2,5 gikg de poids vif (12,37,39), à 5 g/kg de poids vif (12). A cette 
demi& dose, les symptômes de la LEM sont faibles et acwnpagn& par un ict& prononcé. 

Pour tenir compte des pertes de toxicité S&entes B l’extraction, le choix s’est port6 sur 
l’administration quotidienne de doses d’extmit aqueux 6quivalentes à 5 gmmmes de maïs contaminé 
par kg de poids vif. 

Cette dose initialement pr&ue peut être diminu& en cours d’exp&ience en fonction des 
modifications cliniques et biochimiques constatdes, afin d’&iter les troubles hépatiques fatals qui 
peuvent apparaître avant que les symptimes et les Usions nerveuses pathognomiques ne s’installent. 

L’animal est noti avec de l’aliment complet et du maïs vert fd B volont& 

Sonttatdesanttestsuiviparlecontrilkd#factelassuivan~: 
-CO-quotidieMe, 
-exanmclhiquequocidien, 
s examen h&natologique et biochimiquc du sang, 3 fois par semaine, puis quotidiennement 

lorsque des signes cliniques apparaissent, 
w examen neurologique complet respectant une pro&iure méthodique de sorte a mettre en 

évidence au plus tôt des déficits Eventuels des difY&ents segments naveux. 

L’autopsie est conduite de façon systématique et exhaustive selon la technique habituelle 
respect& pour les grands animaux. Elle d6bu.m par l’examen morphologique du cerveau et du 
cervelet, en raison de leur grande vitesse d’autolysc et de leur importance majeure dans cette étude. 

Les prMvements en vue dhistologie sont rcaüsds au plus t& au cours de l’autopsie et plac6s 
dans le formol isotonique B 10 %. Les organes suivants sont p&v&i : 
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- cerveau, 
- cervelet, 
- bulbe rachidien, 
- moelle &ini&re : cewicale, thoracique, lombaire, 
- foie et rein, 
- rate et pancr&w+, 
- tous segments digestifs, 
- coeur, aorte thoracique et abdominaIe, 
- poumons et trach&, 
- un muscle squelettique, 
- les nerfs sciatiques, 

ainsi que tout organe macroscopiquement 1CsC. 

2=2) Rhltats 
L’examen physique permet de mettre en évidence chronologiquement : 
- un épisode fugace de diarrh& a J 5, puis une reprise B J 13, 
- un ic&e notable cliniquement d&s J 11 et qui s’accentue B J 14, 
- une tachycardie importante et terminale sans nuuble associd du rythr&, 
- une perte d’app&it totale vers J 12, 
- des signes nerveux mod&es et terminaux (J 13 - J 14). 

Le suivi de la biochimie sanguine et l’hdmatologie montre que la perturbation des fonctions”? 
hepatiques commence a J 7 (augmentation des ALP, des GGT et de la biïirubine totale) et que”‘. 
l’atteinte musculaire ou myoeardique (Uvation progressive du taux sbique des ASAT et des CPK) .‘* 
ainsi que n%ale (fortes valeurs d’ur&, de phosphœe et de cr&inine) ne se fait @‘en phase terminale ” 
(tableau 6). 

La jument est morte le 15 &me jour, ap&s avoir ingcrt un &@Valent poids de 15 kg de maïs 
fusarien, r@wtis en doses quotidiennes variant de 65 B 130 g d’ex&ait #quivalent : 0,75 a 1,5 kg de 
maïs). 

Apr&s autopsie, la mort de l’animal a ttc amibute B des atteintes dCg&ratives cardiaques, 
hbpatiques, rCnales et digestives. 

Les ldsions macroscopiques de l’enc&pha.Ie (perte de substance blanche s’étendant en 
profondeur sur 2 à 3 cm en tigion craniale dans l’hdmisph&rc c&&ral droit et en &$On temporal 
basse dans l’h&nisph&re c&bral gauche) sont en faveur de l’hypoth&e de la LEM. 
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, 
Normes Unit& J-7 31 J4 J7 J9 Jll J14 

2-6 Ur& mmol/l 7,3 5,6 7 6,4 6,8 5,2 19,8 

140 - 200 CrBatinine ~mol/l 110,4 81,7 86,3 146,l 155,6 125 394 

50 - 100 Prot&es totale gll 60,3 80,6 79,3 66,5 65,7 89,6 93,5 

100 - 300 ASAT(SGOT) UI/I 237 181 250 387,7 482 1847; 

1 - 100 ALAT(SGPT) UI/I 10,6 3,7 13 5,6 7,2 9,7 21 ' 

30 - 200 ALP (Phos.al.) UV1 155 191 164,Q 227,Q 207,4 250 432 

5 - 60 GT(GGT) UIA 7 9,2 7,4 12,2 18,l 33,3 60,6 

40 * 200 cm UI/I 91,Q 86,2 89 129,2 202 180 109 

10 - 80 Bilirubine tot. ~mol/l 16.5 39,6 16,fS 60,2 54,6 66 177 

9 - 73 Bilirubine libre pmol/l 10,34 34,6 6.15 42,7 37,8 SO,8 164,2 

1-7 Bilirubine conj. JMIOI/I 6,6 4,76 10,6 7,s 17 15,4 22,8 

18 - 40 Albumine $VI 31.6 32,9 34,7 33,5 33.7 34 

0,6 - 1,6 Phosphore mmol/l 1,4 0,95 0,65 0,8 0,98 1 395 
2,8 + 3,4 Calcium mmol/l 2,7 2,9 2,8 2,7 2,8 2,7 2,7 

13 - 108 Ammoniaque Wdl 22 9 31 98 

3,3 - 4,2 Ornithine C.T. UI/I 1,2 0,9 3,25 24,6 13,6 19,5 

Cl UV1 0,3 1,8 3,2 3,8 0,3 

.6 - 11 TempsdeQuick Secondes 13 12 14 16,s 11 13 

Tableau 6 : Biochimie sanguine d’un cheval traité par un extrait aqueux de maïs contaminé 
par FuranUnr monii~omc 
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Les études histopathologiques confirment cette hypothbse de LEM et permettent de dégager 
des L%ions graves, pouvant expliquer la mort, : 

- sur l’ensemble des centres nerveux, puisqu’il s’agit de lasions irr&ersibles (nkroscs) ou 
diffuses (oedhes et hkmorragies), 

- sur les reins et le foie qui ont subi une atteinte diffuse, 
- sur les poumons qui sont massivement hkmorragiques. Cette atteinte pulmonaire, vue son 

étendue, est assurément responsable ou synchrone de la mort de l’animai, sans préjuger de sa 
pathogénie. 

Des symptômes de LEM ont donc 6t6 reproduits exp&imentalement chez un cheval par 
administration naso-œsophagienne d’un extrait aqueux (toxique aussi pour les rats) d’une culture sur 
maïs d’une souche n&xaMdonienne de F. monilifom . 

A la suite de cette confiition de la toxicid de notre souche de travail chez le cheval, nous 
avons pu commencer la purification des principes responsables & la LJZM 

Les diffkrents pro&%% de partitions chimiques ou physiques suivants ont Ct& essayés. 

3-1) Solubilisation 
L’extrait aqueux lyophilisé est mis à macérer dans des solvants de polaritis différentes 

(hexane, acbtate d’éthyle, chlorure de m&hylW, ac&one, ac&onitrile, butanol, &her, tkrahydro- 
furane, m&hyl&hylc&one, m6thyl-4 isobutylc&one). La phase soluble est r&up&e par fltration et le 
rkidu est repris par de l’eau distilk Im deux fractions, soluble et insoluble, sont testées par 

injection i.nuap&iton&lc (i.p.) chez le rat et sur oeuf% embryon& de poule. La toxiciti est ntrouv6e 
exclusivement daas les phases insolubles. 

Ceci nous permet de confkmer qûe nous ne sommes pas en pr&scnce de fWrines ou de 
fusariocincs (molkules solubles dans les solvants peu polaires) dans notre syst&me toxique. 

3-2) Extraction 
L’extrait aqueux est mis en solution dans lkau. Cette solution est extraite par les solvants 

suivants. : chlorure de m&hyl&ne, butanol/toluène (l:l), ac6tate d’éthyle, hexanc. Les deux phases 
après bvaporation sont test& sur oeufs embryonn&s. Les &ultats sont semblables à ceux obtenus 

avec le pro&M prkébent. 
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3-3) Prdcipitation 
3-3-l) Précipitation & l’acétone 
L’extrait aqueux est mis en solution dans une petite quantit6 d’eau et ajout& lentement à de 

I’acétone. Le pnkipid qui se forme est s&parC par filtration ou ccnpifugation. 
Les deux fractions sont testdes par i.p. et par sondage asophagien chez le ras La toxiciti par 

i.p. est enregistie dans la fraction pr&ipit&, alors qu’elle n’est pas retrouw?e par sondage. La 
combinaison des deux fractions, soluble et pr&ipiti, permet de tigtnker la toxiciti par sondage 
œsophagien (figure 4). 

3-3-2) Prbcipitation g l’aicool 
La même expkience avec de l’khanol à 96’ a étk effectube, la toxicit& par sondage acsophagien 

chez le rat ttant entii!remnt retxouv& dans la phase soluble. 

3-4) Adsorption sur charbon actif 
L’extrait aqueux est mis en solution dans de l’eau distillbe à laquelle est ajout& du charbon actif 

sous forme de granulCs. Après filtration, le charbon est 6lu6 par du m&hanoL 
Les deux fractions, aqueuse et méthanolique, sont test& par i.p. (seule la tktion aqueuse 

est toxique) et par sondage asophagien (toxiciti retzouv& dans aucune des deux fractions). 

3-5) Chromatographie sur résine Amberlite XAD2 
L’extrait aqueux lyophilisé est remis en solution dans dc l’eau distillte (50 g pour 1 1) et est 

dép& sur une colonne de bine Amberlite xAD;I. Après lavage par plusieurs litres d’eau distilI&, la 

COlOMC est çlu& par du mtthano~ 
Les $cux phases ont éti test& par i.p., par sondage asophagien et sur oeufs embryonnés. 

La toxiciti est inexistante dans la phase aqueuse et se retrouve pour une grande part dans l’extrait 
mtthanolique (figure 3). Les nadcments chimiques sont t& int&essauW, 5 % en poids dans Yextrait 
toxique avec 10 96 de perte sur la colamnc. 

3-6) Dialyse . 

Ce pmcédc, en utilisant dif%cntcs membranes de dialyse, permet de fractionner l’extrait 
suivant le poids mol&ul&e. Plusieurs essais ont Cte effcctu& avec les “tut off suivants : 25 000, 
12-14000,6-8000,3500,2000et1000. 

Les diffkcntcs fractions ont CtC testées par i.p., sur oeufs embryon& et certaines par 
sondage œsophagien. 

Les résultats i.p. sont en faveur d’une toxine de masse sup&ieurc B 3 500 et d’une autre de 

masse plus faible alors que par sondage œsophagien, il semble que, lir encore, la combinaison des 2 
lkactiotls soit ntcessain pour que la toxicit6 soit 4uivalaltc à celle de ktrait total initial (figure 5). 
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65 - Poids (g) 

60 -- 
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304 1 jours 
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Figure 4 : Toxicité comparée des fi-actions précipide et solubilisée par l’acétone et de l’extrait de 
départ reconstitué 
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Figure 5 : Toxicit.6 compti de fractions de dialyse 
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3-7) Ultrafiltration Amicon 
Ce prockdé permet aussi un fractionnement suivant le poids molkulaire avec i’avantage d’être 

plus rapide et plus complet que le pr&&nt. L’extrait aqueux &ant teks complexe, un colmatage de la 
membrane &ait a craindre, aussi, nous avons utilise comme Echantillon de départ, l’extrait m&ha- 
nolique de la XAD2. Les membranes de fractionnement 50 000, 25 000, 5 000 et 500 ont Ct6 
utilisbes; la toxicite sur rats par sondage asophagien a btC enregistr6e dans la fraction de poids 
moléculaire entre 500 et 5 000 (figure 6). 

3-8) Séphadex 
Un séphadex G25 mklium qui dpare les mol&rles ! noids compris entre 1000 et 5 000 a 

étt utilise. La toxicite a étC mise en Cvidence par sondage ;ophagien dans le premier volume 
d’elution qui correspond aux mol&les de poids voisin ou supeArr à 5 000 (figure 7). 

3-9) Couplage de plusieurs proc6dds 
Plusieurs schémas de fractionnement associant ca divers proc6d& ont étt essayé (figure 8). 

4) Conclusioa 

Des symptames de LEM ont &i reproduits exp&imentalement chez un cheval par 
administration naso-œsophagienne d’un extrait aqueux d’une culture sur maïs d’une souche n&cal& 
donienne de F. monilifome . 

Le test de toxicin! par sondage asophagien chez le rat de 20 jours s’av&re en &finitive le plus 
fiable pour suivre le fractionnement chimique. Les rapports MGMQ/MCMQ cnregistr& lors des 
diff&entes étapes de la purification sont de l’ordre de 0.3 B 0.9 pour les fractions non toxiques et 
pewentv~~de-lOàO~lesfractionstoxiquesavecuntaux&mortalité&O~100%. 

Les rbitats sont en faveur de la présence de deux toxinea de poids molbculaire 
supérieure i 3 500 pour l’une et inficure 0 1 000 pour l’autre. La synergie des deux 
est, sembk t-il, imporeante pour que la toxicit6 s’exprime totalement dans nos tests biologiques. 

Leschémadep~~~quenousavons~nugceseedeestlesuivant: 
- extxaction aqueuse de laculture IyophiWe 
- pIlkipitatilm ii l%hanoi h%O 
- chromatographie sur dsine XAD2 de la partie soluble 
s puis, successivement, ultrafiltration 50 000, 5 000 et 500 de la phase m&hanoiique; les 

compods toxiques n’&ant pas fïltr& à 500. 
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Figure 6 : Toxiciti comparée de fractions d’ul~tration 
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Figure 7 : Toxicité comparée entn les fractions d’élution d’une colonne de Scphadex G25 
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Figure 8 : Exemples de couplages de plusieurs proc&& de fi-actionnement 
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La perte de toxicite, après un certain temps de conservation, des souches de champignons 
toxicogenes est un phenomene bien connu, souvent Constat&e dans les mycotheques des laboratoires 
travaillant sur les mycotoxines, et qui ne nous a pas +argne. 

Sous peine d’être bloqué dans l’avancement de nos travaux, il devint alors impkatif 
d’apprehender l’origine de cette perte de toxicité (123). 

L’isolat de réference (68) avait ete clone en 1984 et separe en deux souches, l’une blanche à 
revers crème (68B), atoxique, l’autre blanche à revers rosé (68R), qui seule se revela toxicogene. 

C’est en étudiant cette diffkence, qu’il apparut qu’il ne s’agissait ni d’une coloration du 
myctlium, ni d’un pigment diffusant dans le milieu de culture, mais que la couleur rose-saumon de la 
68R était due a la pn%ence, sous le mycblium akien, de sporodochies productrices de macmconidies. 
La souche blanche, elle, ne produit pas ces él&nents sporif&es, mais uniquement des microconidies 
en chaînettes. 

Les deux types de spores : microconidies et macroconidies, de la souche de n5fCrence de 
F. monilifonnc , ont bté repiques s&par&nent sur P.D.A. et il fut alors possible d’obtenir d’une façon 
r&uli&re deux types morpho@iques de thalles nettement difXrencik 

- Un thalle de type “l”, akien, floconneux, blanc a revers creme, produisant 
exclusivement des microconidies en chaînettes. 

- Un thalle de type “2”, ras, humide, en plage grumeleuse de couleur rose-saumon et 
produisant un ds fort pourcentage de macmuk%es (thalle pionnotal). 

Les spores, issues de ces deux morphotypes servent d’inocuiutn afin d’ensemencer les grains 
de maïs selon les protocoles suivants : 

. . 
2) Techniauc de araductiob d’d 

Le thalle de type “1” est cuitiv~ sur P.D.A. Après 7 à 8 jours de croissance, la gélose est 
découp& et les twrceaux sont plac& dans une fiole d’eau stkile. Après agitation, la suspension de 
microconidies prt à ensemencer les grains humidifiés B 80 96 (40 ml d’H20 pour 500 g) et stkilMs 
une heure à 120 OC. La culture est maintenue durant 20 jours & 25 OC (photo 3). 

Cette m&kxie de culture est celle qui avait 6té miliste jusqu’à la constatation de la perte de 
toxicité des souches de r&fCrenœ. 
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Le thalle de type “2” est cultiv6 sur P.D.A. 
Après 3 à 4 jours, 20 ml de la gelée de macroconidies sont mises en suspension et servent 

d’inoculum liquide pour ensemencer 300 g de grains de mais humidifies avec 80 ml d’eau et stkilids 

pendant 1 h 30 à 120 OC dans des Erlenmeyers de 2 1. L’inoculum est disperse en secouant les grains. 
Les cultures sont maintenues durant 4 a 5 jours dans les Erlenmeyers inclin& Les grains enrobes de 
mycélium sont ensuite etales dans de grandes boites de P&i où les thalles se developperont durant 
une quinzaine de jours. 

Le maïs est remue quotidiennement et les couvercles sont essuyes avec des tampons de papier 
st&ilisés au four Pasteur, afin d’abaisser progressivement l’humidité ambiante. Ces operations 

s’effectuent de maniere stérile. Les sporodochies envahissent progressivement la culture jusqu’à 
couverture quasi complete des grains (photo 4). 

4) Résultats 

Les tests de toxicitc font apparaître que. les cultures ptivilCgiant la fwrnation de microconidies 
ne sont pas toxicogenes. En revanche, l’extrait de cultures sur maïs d’un thalle à macroconidies est,, c 
fortement toxicog&ne (figure 9). 

Quelques h-ses peuvent être &t.Ws : L, ‘_ 
- L’atoxiciti ou Tanatoxiciti pourraient avoir comme a-igine l’absence, ou la perte de capacitt 

d’une Souche, à induire la f-on des organes de production des macroconidies. Le morphotype a, 

” qxacmconidics serait toxicog&nc gdcc B un m&abolismc dif%rent du type g micxoconidies. 
- La perte de la toxiciti s’expliquerait par le fait que, sur un milieu artScie et au cours du 

temps, le myc&lium & microconides majoritaires prcdomin, ceci semble correspondre & Mvolution 
naturelle d’une souche s&ssant des repiquages successifs. 

-lAfsliela conscmatioa ca silos de grains contami&, le thalle, selon les conditions de sa 
croissance, Ovohcrait vers l’un ou l’autre type, ce qui expliquerait l’apparition de cas fortuits de 
toxiciti induisant la leucoenc@halomalacie 4uhc. On constate en effet que, contrairement au thalle 
de type ” 1” qui se développe dans une ambiance de forte humidité, le morphotypc “2” demande une 
atmosphbe plus s&he, assez proche de celle de la conservation des grains chez certains Cleveurs 
producteurs de leur pmvende. 

- Ayant rCussi & induire de la toxicité chez une souche atoxique, on peut raisonnablement 
6mettre l’hypothàse que pratiquement tous les isolats de F. monififotme , qui produisent en 
conditions favorables des spomdochies en nombre stisant, ont un potentiel toxkog&ne. 
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Poids (g) 

5= T 

(a) Inoculum : macroconidies 

(b) Inooulum : micro. et macroconidies 

Culture & 16% d’humidité 

30 Y I , , Jours 
f 1 t 8 I 

1 2 3 4 S 6 7 

Figure 9 : Difkncc de toxicogénie entre deux types de thalles de F. nwnil@mne 
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La stabiliti de la toxine est étudi& en mettant en contact un extrait toxique, soit avec de l’acide 
chlorhydrique 1N pendant 2 h, soit avec de la soude 1N pendant 2 h ou en chauffant Fextmit & 100°C 
pendant 1 h. La toxicité mesur& par sondage cesophagien chez le rat n’a pas 6ti modifi& par ces 
op&ations. Ceci est en contradiction avec les rCsultats de hkasas et coll. (50) qui enregistre une 
destruction partielle des m&abolites responsables de la toxicid chez le rat en per OS à la suite d’un 
séchage en étuve du matkriel de culture à 45-50 OC pendant 24 h. 

6) Conclusion 

Les tests de toxicitc font apparaître que les cultutes privil&iant la formation de microconidies 
ne sont pas toxicogènes. En revanche, l’extrait de cultures sur maïs d’un thalle à zzwrumidies est 
fortement toxicog&te. 

Ces &uies sur la toxicog&se nous ont donc permis d’ttablir un protocole pr&is pour obtenir 
de façon constante des cultures riches en toxine. 
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. . . 
1) Recherche de monlliformlne 

A la suite du traitement d’un cheval par un extrait aqueux d’une culture sur maïs de F. 

moniliforme (chap B-2) , nous avions enregistrt, à l’autopsie, des symptômes d’œd&me pulmonaire 
comme ceux rencontres par Haliburton et coll. (35) apr& administration de moniliformine par voie 
orale ou intraveineuse à un cheval. 

Il nous a donc semblt important de rechercher cette mycotoxine dans nos extraits, d’autant 
plus que sa presence dans les esp&es de Fusarium appartenant à la section LISEOLA a éte très 
controversee (Chap. Trav. Ant. C-l-l-l). 

Selon la méthode de Burmeister et coll. (90), l’extrait toxique et le dmoin moniliformine ont 
éte chromatographiés sur plaque de silice Merck 6OF254 avec le systeme Cluant toluene/acétone/ 
m&hanol5:3:2. Le Rf du tcmoin se situant entre 0,25 et 0,3, aucun spot n’est visible a cet empla- 
cement pour l’extrait toxique. 

La non responsabilitb de la moniliformine dans la toxicité enregistr& sur les rats, et par la 
suite sur les autres chevaux, sera d’ailleurs verifl&e rapidement puisque, apres partition sur resinc 
Amberlite XADL, la toxine sera d&eltt essentiellement dans la phase m&hanolique alors que la 
monilif&mine ne se fixe pas sur ce support et passe directement avec la phase aqueuse. 

. . . . 2) Purification de m (124) 

La diff&ence de toxicitc par sondage asophagien chez le rat entre les extraits des cultures 
microconidiales et macroconidiales sur maïs d’un même isolat de F. moniliforme nous a conduit a 
tenter de visualiser la (ou les) toxiw par comparaison de leurs chromatographies sur couche mince. 

De nombreux systkner chromatographiques.ont été essay6s avec des supports comme la 
cellulose ou la silice (6Om RP-8 F254) et des mtlanges &ants U&S polaires. 

Dans un pxwrrier temps, les seules diff&w~~~ que nous avons obse&es Ctaient la pr&ence de 
produits suppl&nentaircs dans l’extrait de la culture microconidiale, alors que nous cherchions à 
d&elerle pbénomtne inverse. 

Par la suite, en essayant un tAange éluant tr& polaire B la limite de l’utilisation des plaques 
de gel de siIice en phase inverse, c’est B dire MeOWH20 (5:5) (5 B 6 h pour 5 cm & migration), une 
lbgkre diff&ence de Rf a pu &m Observ&e pour un produit qui jusqu’alors semblait commun aux deux 
exrmits (figure 10). 

Cea deux produits que nous avons chtrchb P isoler ont 6tC nommb 
macrofusinc (culture macroconidiale) et microfusiac (culture microconidiale). 



SO 

MeOHlH20 5:s 

@ 8 0 * * i 

M M+m m 

Figure 10 : Chromatographic sur plaque de gel de silice en phase inverse RP8 de la macrofusine (M) 
et de la microfusine (m); solvant d’élution : MeOH/EI20 55. 
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2-1) Purification de la macrofusine 
Les cultures sont pmparées selon la méthode décrite chapitre C-3. 
La culture macroconidiale est extraite à l’eau distillee (1 l/200 g) par broyage puis macération 

sous agitation pendant 5 h. Après centrifugation à 1500 rpm, le surnageant est concentre sous 

pression réduite puis pticipité a l’éthanol a 95O. Le precipité est éliminé par centrifugation à 2000 rpm 
pendant 30 mn. Le surnageant est lyophilisé après élimination de l’alcool sous vide. L’extrait est alors 
dissout dans l’eau distillée puis déposé sur une colonne de résine Amberlite XAD 2. La fraction 
toxique est 6luée au méthanol qui est evapore sous pression tiuite. 

Le r&idu obtenu est repris par l’éthanol absolu pour fournir une fraction enrichie en toxine. 
Des chromatographies successives sur colonne de silice Lichroprep RP-8 (Merck) avec des 

mélanges éluants MeOlWH20 50:50 puis 70:30 permettent d’isoler la toxine (figure 11). 

La pureté des produits est vérifiée par chromatographies sur couches minces de silice HFTLC 
RP-8 F254 (Merck) dans le mélange de solvants MeOH/H20 70:30 et révélation par pulvérisation 

d’acide sulfurique - vanilline 2%, puis chauffage à 100°C. 

Cette molécule, très polaire, est soluble dans l’eau et le méthanol. En chromatographie sur 
couche mince sur silice W-8, son Rf est respectivement de 0,8 - 0,38 - 0,13 dans les mélanges de 
solvants MeOH/H20 90:10, 70:30 et 50:50, et sur silice 6OF254, de 0,ll avec le mélange 
CH2Cl2/MeoH/H20 67:28:5. 

Suivant la qualité de la culture (colonisation plus ou moins complète du substrat), la 
macrofusine est isolee avec un rendement de 0,4 à 0,8 96 par rapport à l’extrait aqueux soit 0,025 à 
0,05 % par rapport au poids de maïs frais mis en culture. 

. . . . . 
3) Purification de urodu de cul&es B 

3-l) Purification de la microfusine 
Les cultures sont p&par&s selon la méthode décrite Chapitre C-2 
La microfusine est isolée et purifiée en suivant le même protocole que pour la macrofusine 

(figure 11). 

Son Rf est identique à celui de la macroiùsine pour les melanges de solvants essayés, excepté 
sur silice RP-8 avec le melange éluant CH2Q/MeOH 50:50 où il est de 0,OS au lieu de 0,13. 

La microfusine a un rendement nettement plus faible que celui de la macrofusine; il peut être 
estimé à 0,003 96 du poids de maïs fiais mis en culture. 
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Culture de maïs contaminé par des macroconidies ou des microconidies de F. monilifonne 

l 
Extraction aqueuse 

I 
Précipitation à l’éthanol 

I 
Résine Amberlite XAD2 (élution au MeOH) 

l 
Extraction à l’éthanol absolu 

1 
i 

Phase soluble Phase koluble 
Produits moins polaires Produits plus polaires 

+ 75 % de toxine + 25 % de toxine 

I 
Chromatographies 

I 
Chromatographies 

sur silice RP-8 sur silice RP-8 
I 1 

FractionS toxiques 

I 
Chromatographies sur silice RP-8 

Figure 11: Schéma de purification de la macrofusine ou de la microfusine 
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3-2) Purification de la micromoniline (124) 
Lors de la comparaison des extraits de culture par cbromatographie sur couche mince, nous 

avons mis en évidence la production d’un métabolite (que nous avons appel6 micromoniline) 
uniquement dans les cultures de la forme physiologique microconidiale. 

Les étapes d’extraction aqueuse, de précipitation li l’éthanol et de filtration sur résine 

Amberlite sont identiques a celles pratiquées pour l’obtention de la macrofusine. La phase 
méthanolique évaporée est extraite par de l’eau distillee. L’insoluble est chromatographié sur colonne 
de silice 60 H (Merck) éluée par le solvant CH2C12/MeOH 95:X Les fractions contenant la 

micromoniline sont réunies et chromatographiées sur colonne de silice RP-8 (Merck) par le solvant 
d’élution MeOH/H20 8020 (figure 12). 

La pureté du produit est v&ifiée par chromatographies sur couches minces de silice 60 F254 
(Merck) ou de silice HPTLC W-8 F254 (Merck). La r&élation s’effectue par pulvérisation d’acide 
sulfurique - vanilline 2 %, suivie de chauffage à 100 OC. 

Moins polaire que la macrofusine et la microfusine, la micromoniline est soluble dans le! 
méthanol et les solvants chlorés. Ses Rf, dans les solvants CH2C12/ MeOH 95:5 et MeOH/H20 

80:20 sont respectivement de 0,3 et 0,45. Elle se r6vèle de couleur mauve au contact du révélateur 

acide sulfurique-vanilline 2% avant chauffage. 

La micromoniline est isolée avec un rendement inferieur à celui de la macrofusine; il est de,. 
l’ordre de 0,l % de l’extrait aqueux, soit 0,005 96 par rapport au poids de maïs frais. 

. 
4) Cmhuu 

Trois métaboiites ont été isolés des cultures sur maïs de souches de F. 
moniliforme . Deux d’entre eux, la macrofusine et la microfusine semblent proches au vu de leur 
Rf et de leur aspect après r&&tion en chromatographie sur couche mince. 

La biosynthèse de ces produits dépend de la forme physiologique du 
champignon, qui, elle même, dkpend de l’humidité du substrat. 

Lorsque l’humidité est importante, le mycélium se développe de façon akienne en produisant 
pref&entiellemerit des microconidies : sous cette forme physiologique, il m&abolise de la microfusine 
et de la micromonihne. 

En revanche, lorsque l’humidité est plus faible, la forme physiologique à sporodochies 
prédomine produisant alors préférentiellement des macroconidies. Dans ces conditions, la 
macrofusine est biosynthétisée en forte quantité. 
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Culture de maïs contaminé par des micmconidies de F. monilifome 

I 
Extraction aqueuse 

1 
Précipitation à l’éthanol 

I 
R6sine Arnberlite XAD2 (élution au MeOH) 

I 
Extraction aqueuse 

I 
1 

Phase i!soluble Phase !oluble 

Chromatographie sur silice 60 H 

I 
Chromatographies sur silice RP-8 

Figure 12 : Schéma de purification de la micromoniline. 
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El) EXTRAIT ET FRACTIONS TOXIQUES 

Les différentes lésions observées à la suite dune intoxication sont de types nécrotiques et 
hémorragiques. Il nous a donc semble que les toxines impliquées pouvaient être mises en évidence 
par leurs effets sur les cellules et sur les conductances membranaires. 

Pour ce faire, une étude électrophysiologique des différents extraits et fractions obtenus au 

cours de ce travail a été effectuée. 

, . . Etudes e~ectwzh.-lWaws 

1) RaDDel 

l-l) Théorie ionique de l’excitation 
En utilisant la technique du “voltage clamp” dans leurs premières expériences, Hodgkin et 

Katz (125) ont mesure le courant ionique global de l’axone de calmar en fonction du potentiel et du 
temps. Le courant a ensuite été divisé en courant sodium et courant potassium (INa et 1~) (126), puis 
les conductances ioniques (gNa et go) ont été obtenues en divisant les courants par la “driving 

force”, différence entre le potentiel de membrane (Em) et le potentiel d’équilibre pour chaque ion 
(ENa et EK) dkrminé par l’équation de Nemst : 

EX = RT/~ lg @Ie/Exli 

R = Constante de gaz partant 

T = Temp&atum absolue (OC) 
Z = Valence 
F=Faraday 

[X]e = Concentration extracellulaire de l’ion X 
[Xji = Concentration intracellulaire de I’ion X 

gNa=INa/(E,-ENa) gK=IK/(E,-EK) 

Ces auteurs ont r&Iisé une analyse qualitative et quantitative des conductances ioniques qui a 
conduit Hodgkin et Huxley a formuler une théorie ionique de l’excitation, sur la base d’un modèle 
mathématique rendant parfaitement compte des faits expkimentaux observes. Dans cette theorie, le 

milieu intracellulaire (riche en ions potassium et pauvre en ions sodium) est sépare du milieu 
extracelIulaire (riche en ions sodium et pauvre en ions potassium) par une membrane sélectivement 

perméable à certains ions et à l’eau. 

Au repos, la membrane est relativement perrkble aux ions potassium et faiblement perméable 

aux ions sodium. Le potentiel de membrane de repos est donc voisin du potentiel d’kquilibre 
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thermodynamique des ions potassium (EK). Lors de l’excitation, la membrane cellulaire devient 
temporairement très permeable aux ions sodium; son potentiel de membrane tend alors momen- 
tanément vers le potentiel d’@ilibre pour ces ions @Na). Le potentiel de membrane revient ensuite à 
sa valeur de repos du fait d’une diminution de la conductance aux ions sodium (inactivation sodium) 
et d’un accroissement simultané de la conductance aux ions potassium. Dans la théorie ionique, les 
conductances membranaires sont dépendantes du potentiel et du temps. Cette theorie rend compte de 

l’existence des courants traversant passivement la membrane; leur grandeur et leur sens dépendent de 
la conductance membranaire vis-à-vis de l’espèce ionique considérée d’une part, et du signe de la 
“driving force” d’autre part. 

1-2) Concept de canal ionique 
Le modèle de Hodgkin-Huxley (126) propose l’existence de canaux ioniques dont l’ouverture 

et la fermeture seraient contrôlkes par des systèmes de portes. Dans le cas particulier du canal sodium, 
les portes m règlent l’activation et les portes h l’inactivation du canal (figurel3A); au repos, les portes 
m sont fermees, les portes h sont ouvertes (figure 13Aa). 

Lorsqu’une dépolarisation est appliquée à la membrane, les portes m s’ouvrent plus 
rapidement que les portes h ne se ferment. Cette phase est appelee l’activation. Ainsi durant 1 ms 

environ, les portes m et h sont en position ouverte et permettent le passage des ions Na suivant leur 
gradient de concentration (figure 13Ab). La fermeture des portes h arrête le passage des ions (figure 
13Ac); ce processus est appel6 inactivation. Lorsque la dépolarisation est terminee, les portes m se 
referment; ce processus est appelé désactivation (figure 13Ad). Puis les portes h reviennent plus 
lentement en position ouverte et la cellule devient à nouveau excitable (figure 13Ad); ce processus est 
désigne sous le nom de r&m&ation ou de ~utmression de l’inactivation. 

Le canal sodium est constitué d’un futre de s&ctivité situé à la face externe de la membrane 
qui détermine la sp&.ficité du canal pour une espèce ionique déterminée et de mécanismes de portes 
qui dépendent du potentiel et du temps et sont responsables de l’ouverture et de la fermeture du canal 

(figure 13B). 

l-3) Technique de la partition de saccharose 

La technique de la double partition de saccharose “sucrose-gap” (dkivée de celle de “l’air- 
gap”) a été proposé par Stampfli (127). Dans cette méthode, la r&istance de membrane extracellulaire 
est augmentée en lavant un segment de la preparation de façon continue à l’aide d’une solution de 
saccharose. Le saccharose poss&iant une résistance spécifique tri% élevée (105 Qcm), il est ainsi 

possible d’obtenir une resistance extracellulaire de valeur dix à cent fois plus élevée que celle du 
milieu intracellulaire. La rtklisation d’un double dispositif de “sucrose-gap” permet d’isoler 
électriquement une faible surface de membrane. 

Ce dispositif permet d’effectuer deux types de mesure sur chaque preparation : 

- des mesures du potentiel de membrane en courant imposé ou “current&mp” (C.C.); 



0 A Dépolarisation 

Repos activation inactiv4tion 
* 

Q Na 

0 B 

oxtdriour membrane 
inthrieur 

macromolécul~ 
du canal 



90 

- des mesures des courants transmembranaires en potentiel impose ou “voltage-clamp”(v.C.). 

Les experiences ont été r&lis&zs : 
a) sur le muscle Couturier entier isole de la patte de la grenouille Rana esculenra en ce qui 

concerne la mesure des potentiels de membrane à l’aide de la technique de microélectrodes 
intracellulaires (resistance : 15 - 20 MQ potentiel de pointe &k3 mv); 

b) sur les fibres musculaires squelettiques coupées isolées du muscle Couturier de la 

grenouille placées dans des conditions de potentiel impose à l’aide de la technique de la double 
partition de saccharose (128) en ce qui concerne la mesure des courants transmembranaires; 

c) sur les fibres isolées de la r&ion sino-auriculaire du coeur de grenouille. 

Dans les expériences de potentiel im~st?, le potentiel de membrane est maintenu à -80 mV, les 
courants sont déclenchés par des impulsions rectangulaires B la fréquence de 0,2 Hz. Les courants de 
membrane sont enregistres 5 minutes après application de la toxine. 

Les r&ltats sont exprimes en pourcentage de l’amplitude du courant mesuré dans la solution 
de contrôle dépourvue de toxine. Les valeurs moyennes sont données zk sem, n represente le nombre 
d’expériences réalisées. 

La composition du milieu de Ringer utilise est la suivante : 

NaCl: 1105 
KCl : 295 
Cac12 : 2 

tamponHE.PES : 5 
pH 7,3. 

Les extraits ou fractions, provenant de cultures sur maïs de macroconidies de la souche 68R 
de F. monil~orme , sont mis en solution aqueuse B la concentration de 1 mg/ml et 10 m&nl et 
conservés à 4 OC. 

3) Résultats 

3-l) Effet sur le potentiel de membrane au repos 
Les trois extrait (brut, XAD2 aqueux et XAD2 m&hanolique) étudiés dans la gamme de 

concentration 1 à 10 ~.~g/ml, n’entraînent pas de modification notable du potentiel de repos des fibres 
musculaires squelettiques (tableau 7) 

Ces observations suggèrent que les toxines contenues dans les différents extraits testés ne 
modifient pas la conductance de repos. 
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Tableau 7 : Effet des extraits de Fuwrim mniZ~rme (10 @hnl) sur le potentiel de repos des fibres 
musculaires squelettiques de grenouille. 

contrôle extrait brut 

90,7 f 1,2 92,6 f 0,9 

91 f 0,8 e. 

extrait XAD2 
aqueux 

92,1 f 0,9 

extrait XAD2 
méthanolique 

92,s i 0,9 94,7 f 0,7 

Potentiel de repos (mV), valeurs moyennes k sem de 12 empalements réalisés sur deux muscles 
diff&ents 

? 
.  

r  

. . _  ,  

_ ! . ”  
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3-2) Effet sur les courants transmembranaires 
Les courants entrants d’ion Na et sortant d’ions K qui se développent sous l’effet de dépola- 

risation de 80 mS d’amplitude appliquée à partir d’un potentiel maintenu de - 80 mS ont été étudiés 
pour différents extraits et fractions de purification (figure 14). 

Les extraits ou fractions testés n’altèrent pas le courant de repos enregistré en l’absence de 
stimulation. 

- Extrait brut : à 1 pg/ml, il diminue l’amplitude du pic de courant entrant 53,3 f 65 % 
(n=6) ainsi que celle du courant sortant 675 f 3,4 % (n=6). 

- Extrait XAD2 aqueux : en P&ence de cet extrait (1 ~&III) dans le milieu de Ringer, 
l’amplitude du pic du courant Na et celle du courant sortant sont respectivement de 55,5 f 5,8 % 

(n=6) et de 68,6 f 4,0 % (n=6) de l’amplitude des courants mesures en absence de la substance. 

- Extrait XAD2 méthanolique : en présence de cet extrait (1 ~ghnl) dans le milieu de 

contrôle, l’amplitude du pic du courant Na est de 57,2 f 4,7 % (n=6) et celle du courant sortant de 
78,7 f 7,4 % (n--6) de celle mesur& en absence de l’extrait dans le milieu de contrôle. 

- Extrait XAD2 méthanolique (UF 500/5000) : à la concentration de 1 ~ghnl, cet extrait 
réduit l’amplitude du pic de courant Na (59,7 f 7 96, n=6) et demeure sans action notable sur le 
courant sortant. 

L’histogramme de la figure 14A n?sume l’ensemble de ces observations et montre que le canal 
Na apparait être la cible privil&i~e des constituants de ces différents extraits. En ce qui concerne le 

courant sortant (figure 14B), l’extrait XAD2 méthanolique et celui qui en résulte (XAD2 métha- 
nolique, UF 500/5000) possi?dent une action inhibitrice sur ce courant qui est moins marquée que 

celle de l’extrait brut et de l’extrait XAD2 aqueux. 

Par la suite, l’étude de fractions obtenues par ultraiïltration à partir d’un extrait brut 

(UF 0/500, UF 500/1 ooo, UF 100015 000, UF 5 OOO/lO 000, UF 10 OoO/lOO 000, uF>lOO 000), 
ainsi que l’extrait de maïs sain a montre qu’à la concentration de 1 pg/ml, les substances qu’elles 

contiennent ne présentent pas d’action sur le courant sodiurr~ A la concentration de 200 pg/ml, seule 

la fraction UF 500/1 000 s’avère efficace pour inhiber le courant Na (figure 15). A cette 
concentration, les autres fractions n’inhibent le courant Na que d’une dizaine de %. 

Cette différence d’activité sur le courant sodium entre la fraction XAD2 méthanolique 

UF 500/5 000 et les fraction similaires de cette dernike expkience est due aux différentes methodes 
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de culture utihskes. En effet, la perte de toxicité de nos cultures a été expliquée dans l’intervalle entre 
ces deux expériences et la culture macroconidiale a été appliquée par la suite pour rechercher le 
principe toxique chez les rats. Cette méthode de culture a donc favorisée la production de macrofusine 
et empêchée celle de micromoniline, mycotoxine qui s’est avérée être responsable de l’activité sur le 
courant sodium (chap. E-2-4) 

Le courant sortant K n’est pas notablement modifie par l’ensemble des fractions testées. 

E2) PRODUITS ISOLES DE CULTURES MACROCONIDIALES : 

. . 
1) Eludes toxrcologlaues le r& (124) 

La mycotoxine est administrée par sondage œsophagien a des lots de 4 rats selon une gamme 
de ration journalière de 0,5 à 50 mg pendant 12 jours. L’evolution pondérale des animaux est suivie 
quotidiennement avant l’administration des doses. Les résultats sont exprimés par les courbes des 
gains moyens quotidiens de poids (figure 16). 

Des doses journalières de toxines de 0,5 et 1 mg ne modifient pas notablement la cinétique de 
la courbe de croissance qui demeure parallèle à celle des animaux témoins. Les animaux traités 
accusent cependant une diminution de poids par rapport aux témoins respectivement de l’ordre de 12 -> 
et 20% au bout de 8 jours suivant la dose appliquée. 

A la-dose journalière de 5 mg, le poids des rats reste stationnaire durant 4 jours pour croître 
ensuite selon un rythme proche de celui des témoins. Le poids des rats traités ne représente cependant 
que 57% du poids des animaux témoins après 8 jours de traitement. 

L’administration de deux doses de 50 mg (soit environ 1,5 g/kg) ou de 4 à 5 doses de 10 mg 
(soit environ 0,3 g/kg) est n&essa.ire pour provoquer la mort ce qui indique que la macrofusine 
possède une toxicité faible. L’autopsie de rats traités par les fortes doses montrent la présence d’un 
ictère très marque les oreilles et la face interne de la peau sont d’un jaune prononce. 

La faiblesse de l’action toxique de la macrofusine est compensée par une très grande pro- 

duction de ce m&abolite par F. ~~nilifornre dans les conditions de culture favorisant la production de 
macroconidies. 

Une première expkirnentation est effectuée sur cinq lots de 4 rats de poids moyen de 30 g 
avec des administrations quotidiennes de O,l, 0,5, 1 et 5 mg par rat de macmfusine; le Sème lot est 
un lot témoin. Les rats sont nourris ad libitum avec de l’aliment complet pour chien. Les organes 
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Figure 16 : Toxicité de la macrofusine chez le rat pour 5 doses : 0,5,1,5, 10 et 50 mg par individu 



(rein, foie, rate, estomac, intestin, coeur et thymus) sont prelevés sur les animaux sacrifies à 68 h, 
’ 96 h et 19 jours et fixés au formaldehyde pour une étude histo-pathologique. 

Une deuxième exp&imentation est pratiquée sur des lots semblables avec une administration 
modulée suivant l’évolution du poids des rats; les doses employées sont de 5 et 10 mg/jour de toxine 
(soit 167 et 334 mg/kg de poids vif). Les organes prélevés au 10 ème, 15 ème et 18 ème jour sont 
examines comme ci-dessus. 

Le lot de macrofusine utilise dans ces deux exp&iences provoque la mort des rats après 
administration de 3 doses successives de 12 mg (400 mg/kg de poids vif). 

Les études anatomo-pathologiques et histologiques montrent l’existence de stéatose et de 
necrose hépatique ainsi que de la congestion; des microhémorragies spléniques sont également 
observées. Ces lesions, peu marquées et non spécifiques, apparaissent quelquefois chez les témoins. 
Elles peuvent être imputées à l’alimentation et n’expliquent pas de manire satisfaisante la toxicité 
aiguë et la forte différence de poids observ&s chez les animaux traités par rapport aux témoins. 

3) mcité sur oeufs embrv& de m 

La DL50 sur oeufs embryon& de poule est estimée à 0,l mg/oeuf. A titre de comparaison, 
l’ochratoxine a une DL50 de 1 ,l pg/oeuf, la toxine T2 de 0,055 ~g/oeuf et l’aflatoxine B 1 de 
0,022 pg/oeuf. 

. . f ’ 4) 3Cprucité w oeufs fw d O- 

Ce test peut mettre en dvidence une action antimitotique du produit étudie. 
Aucun effet remarquable n’est visible à 1,5 ou 10 y 

. 
5) Toxicité sur bac- 

Aucune activité amibactérienne n’est décel6e a 100 y sur Pseudomonas aeruginosa, 

Escherichia coli et S&#rykoccus aureus . 

6) Tpgicitb sur c-les cpIlcéreu 

Aucune cytotoxicit~ n’a ete enregistrk à 1 et 10 y. 
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. 
7) ToxicitéDar iniection chez le mxuau 

Un effet au niveau du cerveau, hémorragie avec lyse de la matière cérebrale (chap.A-12) n’a 

pu être reproduit aux doses de O,Ol, 0, 1,l ou 2 mg de macrofusine par souriceau. La DL50 pour ce 
test est de l’ordre de 1 mg/souriceau. 

. 
8) lhxicité Dar iniectionintracérébcalea le muuiw 

Aucun symptôme (chap. A-13) autre que la mortaliti aiguë n’a et6 observé. 

. . 
9) Eludes électcuhwolo~~aua 

A la concentration de 1,4 @VI, la macrofusine n’altkre pas le courant Na ni le courant K des 

fibres musculaires squelettiques. Pour une concentration de 28Ow, l’amplitude du courant Na atteint 
44 f 5 % (n = 4) et celle du courant sortant 70 f 10 % de celle du courant mesure dans le milieu de 
Ringer. 

Des expériences portant sur l’étude de la conductance aux ions Ca et sur l’activité mécanique 

des fibres cardiaques de grenouille, placées dans les conditions de potentiel imposé, ont montre que la 
macrofusine s’avère capable de réduire l’amplitude du courant Ca ainsi que celle de la tension de 
50 % environ à la concentration de 100 PM (129). 

Ces observations suggèrent que le canal Ca est la cible privil@?e de la macrofkne. 

E3) PRODUITS ISOLES DE CULTURES MICROCONIDL4LES 

. . 1) Toxicologie de la mlcrofuwne 

Les effets toxiques de la microfusine sont semblables à ceux de la macrofusine dans les 
diffkents tests pratiqués. 

. . . 2) Toxicologie de la B 

2-l) Etudes toxicologiques chez le rat 
L’administration de micromoniline par sondage oesophagien chez le rat ne semble pas 

provoquer d’action sur le poids des animaux à la dose journali&te de 50 mg (soit environ 1,s mg/kg) 
sur 12 jours. 
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2-2) Toxicitk sur cellules cancéreuses Kb 
Aucune action cytotoxique n’est observée à 10 r, très faible action à 100 y (71 9.1 de cellules 

vivantes). 

2-3) Toxicité par injection intrastomacale chez le souriceau 
A la dose de 2 mg de micromoniline/souriceau, une mortalité importante est enregistrée sans 

qu’aucun symptôme cérébral ne soit observé. 
L’association de la macrofusine et de la micromoniline iI la même dose ne donne pas plus de 

résultat. 

2-4) Etudes électrophysiologiques 
La micromonilhe diminue le pic de courant entrant Na. La réduction dépend de la concen- 

tration appliquée. En présence de 5 et 10 @I de micromoniline dans le milieu de Ringer, l’amplitude 

du courant Na n’atteint que respectivement 81,8 f 3,4 % (n = 6) et 63 f 7 % (n = 3) de la valeur 
mes& dans la solution de contrôle. 

‘J... 

E4) CONCLUSION 

L’existence de deux types de mycotoxines a été mise en évidence : 
- la macrofusine, caractérisée par une faible toxicité sur les rats, compensée par’ : <a.. 

un très grand taux de production des cultures de grains de maïs ensemences avec des inocula& dë”‘~ 
macroconidies de F. monilifotme ; la microfusine qui possède la même toxicité mais dont le taux de 
production p& des cultures inoculées avec des microconidies est beaucoup plus faible. La 
macrofusine présente aussi une action inhibitrice sur le courant calcium et la tension du 
muscle cardiaque. 

- la micromoniline qui est inactive sur les rats mais qui inhibe le courant 

sodium responsable de la phase de d+olarisation initiale du potentiel d’action cardiaque ou nerveux. 

Si l’on replace les deux types de toxicité, à savoir : a) l’action hépatotoxique de la macrofusine 
chez le rat, b) l’action inhibitrice du courant sodium de la micromoniline, dans le contexte des 
symptômes enregistis chez le cheval intoxiqué par du maïs contaminé par F. monilifotme, 
l’hypothèse selon laquelle la macrofusine serait responsable des symptômes hépatiques et la micrc~ 

moniline des symptômes nerveux, peut être avancée. Cependant, une synergie entre les deux 
molécules doit aussi être envisagée. 

L’action &entuel d’un métabolite agissant sur le canal potassium ne doit pas non plus être 
négligée. 
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Fl) PRODUITS ISOLES DE CULTURES MACROCONIDIALES 

. 
1) iiuilvse structurale- 

l-l) Premières données spectrales 
l-l-l) Spectres de masse 
Les spectres de masse de la macrofusine ont été réalisés au centre de spectrométrie de masse 

de Lyon selon plusieurs techniques, par introduction directe 
- Impact électronique avec un spectrometre de masse magnétique à double focalisation VG 70 

70E. 
- Ionisation chimique avec ammoniac, méthane et isobutane à l’aide d’un spectromètre de 

masse magnétique à simple focalisation VG 305. 
- Fast Atomic Bombardment positif avec un spectrometre de masse magnetique à triple secteur 

ZAB 2-SEQ. 
Les rkwltats obtenus sont limites; la macrofusine possède une masse de 721 et doit rkpondre à 

la formule brute C34 H5g N 015. 

l-l-2) Spectre ultra-violet 
Le spectre enregistre dans l’éthanol sur un spectrophotometre Beckman 26 a montre deux 

épaulements tri% legers à 291 et 330 nm. 

1-1-3) Spectre infra-rouge 
Le spectre IR réalisé en micropastilles de KBr sur un spectrophotomètre Perkin Elmer 297 

prkente des bandes d’absorptions caract&isant certaines fonctions : 
- fonction alcool ou amine : 3400 
- fonction ester : 1735 

1-2) Résonance magnbtique nucléaire 
La structure de la macrofusine a été élucidée grâce aux diverses techniques de la RMN 1H ou 

1% à une et deux dimensions (130). Outre la toxine elle-même, ont éte examines les dkives ac&yle 
et méthoxyle, les sels dknmonium et de sodium. 

Les spectres RMN 1H et 13C ont été rtklisés sur un spectrophotomètre Bruker AM 500 au 
laboratoire de Chimie Organique Structurale (VA 455) de 1’ Universit& Pierre et Marie Curie. 

Fortement polaire, la macrofusine est totalement insoluble dans les solvants apolaires. Le 
méthanol CD3OD a été choisi comme solvant principal, d’une part parce que la toxine et ses derives 
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sont très solubles dans ce solvant et d’autre part parce que les signaux du méthanol n’occultent aucun 
signal RMN 1H et 13C. 

Les spectres RMN 1D 13C et 1H présentent un aspect relativement inhabituel dû à la présence 
d’un certain nombre de signaux fortement élargis. La largeur de ces raies varie en fonction de la 
concentration. Ces observations montrent que la structure de la toxine doit permettre l’établissement 

de nombreuses liaisons hydrogènes inter et/ou intrarnoléculaires. Le manque de rksolution en RMN 
1H et la rapidite de la relaxation transversale en RMN 13C, associés aux phénomènes dynamiques, 
ont constitué les difficultés majeures rencontrées lors de l’élucidation de la structure. Les valeurs des 
déplacements chimiques des protons et des carbones 13 puis les attributions des signaux obtenues au 

cours de l’étude par RMN à une et deux dimensions sont regroupées dans le tableau 8. 

1-2-1) RMN à une dimension 
1-2-1-l) RMN 15c 
L’examen du spectre (figure 17a) ne montre aucun signal qui puisse être associé à des 

_ groupements insaturés (&hylt?niques ou aromatiques) à l’exception de six signaux correspondant a 
des carbonyles d’ester (2 carbones) Ql, Q2 et d’acide (4 carbones) 43 a 46. Tous les autres carbones 

sont aliphatiques. La classe de ces carbones a été établie à partir de spectres J modules (figure 17b) et 
d’un spectre enregistre sans decouplage des protons : 4 carbones primaires Pl à P4, 14 carbones 
secondaires Sl a S14 et 10 carbones tertiaires Tl a TlO, dont deux sont équivalents (T3 et T4). Pour 

chaque classe, cette numérotation provisoire suit l’ordre des déplacements chimiques. 

L’examen des déplacements chimiques des carbones tertiaires montre que deux d’entre eux 
(Tg, TlO) sont susceptibles d’être liés à l’oxygène d’un groupe ester, trois à des groupes hydroxyles 
(Te, T7, Tg), un sixième, un peu moins déblindé, (Ts) à un groupe amine, tandis que les quatre 

derniers ne peuvent être lies directement à des h&&oatomes. Les carbones secondaires et primaires ne 
peuvent, eux non plus, être lies à des h&roatomes. 

Dans le spectre du derive méthoxyle, préparé par action du diazométhane sur la macrofusine, 
apparaissent entre 52 et 53 ppm de nouveaux signaux correspondant à quatre groupes méthoxyles 
(figure 18). Les signaux des carbones insatures Q3 a 46 sont affiiés et moins déblindes que dans la 

toxine. La prknce des quatre groupes carboxyliques est donc confirmee. 
Par rapport au spectre de la toxine, les signaux des deux carbones tertiaires T3 et T4, et ceux 

de quatre carbones secondaires S7 B SlO sont modér6ment déplacés (-1,2 à -1,9 ppm). Il est 

vraisemblable que ces carbones soient proches des groupes carboxyliques à partir desquels ont été 
formes les esters méthyliques 

Dans le dérivé ac&yle, pr6par15 par action de l’anhydride acétique sur la macrofusine dans la 
pyridine, la présence de nouveaux signaux correspondant à quatre carbones primaires (entre 20 et 23 
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Tableau 8 : Déplacements chimiques des protons et des carbones 13 de la macrohsine et de ses dh-ivés acktylé 
et méthoxylé dans CD30D (6 ppm par rapport au TMS). 

Macrofusine sel 

méthoxylée d’ammonium 

Pl C20 

F2 C22 

P3 Cl 

P4 c21 

Sl Cl9 

s2 C7,C8 

s3 

T-I Cl2 

S-4 Cl8 

s5 Cl7 

72 Cl6 

s6 Cl3 

s7 C24 
SS c30 

S9 C26 
SlO C32 

Sll C6,C9 
Sl2 

13 C25,31 

Macrofusine 

l3C lH 

14,4 0,89 

15.9 0,94 

15,98 1,28 

20,75 0,96 

23,80 <1,27> 

26,60 1,42 

26,76 124 

26,84 1,81 

29,53 1,33 
l,l8 

32,94 1,44 

1,07 

34,76 1,69 

36,58 1,66 

1.48 

36,90 2,78-2,59 
37.14 2,70-2,43 

37,69 2,70-2,49 

37,93 2,65-2,49 

38,96 1,43 

39,12 1,45 

39.67 3.14 

14,4 0,89 

16,03 0,94 

17,44 1,08 

20,81 0,92 

(a> 
23,88 l,30 

25,95 1,28 

26,18 1,27 

27,03 156 

29,70 1,36 
1,12 

32,91 1,48 

1,08 

34,86 1,72 

36,69 1,62 

1,49 

,36,16 

13C 1H 132 

l4,4 0,89 14,89 

15,64 0,94 16,45 

19,61 

20,62 0,96 21,25 

23,75 1,32 

1,26 

24,22 

26,59 194 27,26 

26,77 194 27,37 

26,88 l,81 27,13 

29,36 30,16 

32.98 

1,32 
1,17 

1,40 
1,05 

33,40 

34,66 1,69 35,35 

36,29 1,64 

1,48 

37,41 

35,71 38,36 

36,24 2,50-2,80 35,74 

36,41 36,02 

36,46 36,06 

35.68 1,54 39.03 

35.95 39.32 

38.48 3,17 38,24 

T4 39,67 3,14 38.68 3,20 38,42 

2,48-2,80 38,36 

42.57 
42,157 

1,46 39,74 

1,44 39,89 

3,21 43,78 

3,23 43.78 



s13 c4 41,73 1,55 36,76 1,78 41,7 

s14 Cl1 44,4 

‘I5 Q 53,7 3,14 48,95 4,14 CV- 
75 c5 68,36 3,85 71,19 4,88 68,4 
T7 Cl0 69,78 3,63 73,06 4,98 6950 
la c3 70,26 3,77 73,20 5,00 71,2 
79 Cl4 72.80 5,14 72,77 5,14 73,03 
TlO Cl5 79,58 4,95 78,78 4,95 7857 

Ql 173,3 
c23,29 

a 173,5 

43 177,0 175,14 
Q4 C27,28 177,4 175,20 
QS C33,34 178,5 176,72 

Q5 179.0 176,78 

1.47 
1,12 

105 

41,58 1,66 44,56 
1,20 

C 

/i 

172,42 
172.73 
172,86 
172,9x2 
173,0 

d 

172,43 
172,5 1 

173,15 
173,30 
174.74 
175,09 

1,46 
1,ll 

3,61 

42,57 

45,18 

53,35 
68,96 

69,91 
73,92 
72,47 
78,64 

173,3 

1735 

180,66 

180% 
182,95 (x2) 

a) carbones des groupes =-CO : 20,87- 21,15- 21,23- 2256 

b) carbones des groupes 0-a~ : 52,63(2C)- 52,26- 52,221 

c) Ql,Q2, et les carbones des quatre groupes CH3-(JJ 

dl Q1 W6 
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Figure 17 a : Spectre RMN 1% de la macrofusine en solution = 0,2 M dans CD30D 

(impulsion 40°, résolution 1,79 Hz/pt, 506 acquisitions) 
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Figure 18 : Spectre RMN 1% de la macrofusine méthoxylée en solution = 0,2 M dans 

CDjOD (impulsion 40”, résolution 0.76 Hz/pt, 100 acquisitions) 
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ppm) et quatre carbonyles (entre 172 et 173 ppm) montre que quatre groupes fonctionnels ont réagi. 
Les signaux des carbones tertiaires fonctionnalisés sont nettement déplacés, T6 à T8 (A 6 = +3 ppm) 
T5 (A 6 = -4,7 ppm) ce qui correspond aux effets attendus de l’acétylation de groupes hydroxyles et 

de la formation d’un acétamide (131). 
Huit carbones secondaires résonnent dans une gamme étroite de 1 ppm autour de 36 ppm. 

Sans qu’il soit possible de les individualiser a ce stade de l’étude, cette observation implique des 
variations de déplacement chimique notables des carbones S 13 (A 6 = -55 ppm) S11 et SI 2 
(A 6 = -3 ppm). Le même effet est observé pour S 14 (A 6 = -3 ppm). Ces quatre carbones doivent se 

trouver au voisinage irnmediat des sites fonctionnels modifies par lkcétylation. 

Le sel d’ammonium a été prépare in situ par barbotage de gaz NH3 dans la solution de 
macrofusine dans CD3OD. La majorité des signaux sont faiblement déplacés (A 6 = +0,5 ppm). 

L’ionisation provoque cependant des déblindages plus importants pour les carbonyles d’acide, pour 
les deux carbones tertiaires T3 et T4 (A 6 = ~$1 ppm) et deux carbones secondaires S9 et S 10 

(A 6 = +4,8 ppm) ce qui montre que ces carbones portent les groupes carboxyliques. 

1-2-1-2) RMN ‘H 
L’examen du spectre RMN 1H (figure 19) de la macrofùsine confirme un certain nombre des 

hypothèses formulees ci dessus. 
Deux protons résonnent au voisinage de 5 ppm (Tg, Tlo), trois protons entre 3,6 et 3,9 ppm 

(T6 à T8). 
En dehors d’un massif important et peu r&olu de protons aliphatiques, les signaux les plus 

significatifs correspondent : 
- aux groupes m&hyles, un triplet (donc un enchaînement CH2-CH3) et trois doublets (dont 

trois enchaînements CH-CH3). Il faut noter que le doublet le plus déblindé n’est résolu et identifié 
qu’en solution tri% diluée ou en utilisant le dim&hylsulfoxyde deut&% ou D20 comme solvant; 

- g un groupe de trois protons relativement déblindés (3,14 ppm). Leur position permet 
d’envisager de les attribuer aux sites T3, T4 et Tg; 

- à un ensemble de huit protons qui konnent entre 2,4 et 2,8 ppm et sont donc susceptibles 
d’être portés par des carbones voisins des carbonyles d’acide et d’ester. 

L’utilisation de D20 comme solvant permet de lever Nquivalence fortuite des trois protons 
tertiaires T3, T4 et T5. Le signal qui est alors plus déblinde (3,29 ppm) est un quintuplet : par 

irradiation sélective de ce proton, sont découples les protons d’un groupe méthyle (1,33 ppm) et un 
proton résonant à 3,83 ppm donc g&nine à un hydroxyle. Ce dernier proton et celui qui resonne à 
3,89 ppm (donc également geminé & un hydroxyle) sont en outre tous deux couples à deux protons 
géminés auxquels correspond un ensemble de 16 raies entre 1,58 ppm et 1,70 ppm. 
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Figure 19 : Spectre RMN 1H de la macrofusine en solution 10-3 M dans CD30D (impulsion 

25’, résolution 0,27 HzJpt, 255 acquisitions,.transfoxmation gaussienne) 
a) spectre complet 
b) observation des protons au voisinage de 5 ppm par légère élévation de température 
c) expansion des signaux entre 2,4 et 2,8 ppm 
d) simplification du spectre c par irradiation A 3,14 ppm 
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Ces rkrltats, présent& sur la figure 20, établissent l’existence de l’enchaînement : 

cH,-F-T-H,-cH I 
NH, CI-I ai 

Pour les protons de ce fragment, de nombreux couplages vicinaux sont significativement 
différents de 6 Hz, ce qui indique l’existence d’une conformation privilégiée de la chaîne dans D20. 

Elle peut être schématisée avec des configurations relatives opposées des carbones qui portent les 
hydroxyles. 

1,68 1,60 

L’irradiation des deux signaux sans structure fine a 3,24 et 3,18 ppm simplifie le massif de 
huit protons r&onnant entre 2,4 et 2,8 ppm. 

L’analyse des signaux de ces huit protons est plus facile en utilisant la solution dans CD3OD 

dans la mesure ou l’irradiation simultanée des deux protons tertiaires à 3,14 ppm transforme les 
multiplets complexes situés entre 2,4 et 2,8 ppm en quatre sous systèmes AB. La valeur élevée des 

seuls couplages subsistant alors (16-17 Hz) montre que chaque sous système AB correspond aux 
deux protons g&nin& d’un méthylene. Avec les deux protons tertiaires, l’ensemble des dix protons 
correspond donc à deux systèmes AB M CD isol& et tri% peu differenciés et dont les deplacements 
chimiques se justifient par le voisinage immkliat des 6 carbonyles. Il a été montré que les groupes 
carboxyliques sont port& par deux carbones tertiaires et deux carbones secondaires. Les deux 
carbonyles d’ester doivent être directement liés aux deux derniers méthylènes. L’ensemble des 
résultats précédents montre que les fonctions esters présentes dans la macrofusine résultent de la 

réaction de deux molecules d’acide 1,2,3 propane tricarboxylique sur deux fonctions alcools 
tertiaims, le groupe acide impliqué étant a chaque fois le groupe terminal. 

Enfin les deux protons tertiaires gémi& aux fonctions esters sont couplés entre eux. Les 
deux carbones qui portent les fonctions esters sont donc vicinaux. Par traitement du signal de 
précession libre (transformation gaussienne), il est possible d’augmenter la résolution donc de 
mesurer les constantes de couplage. L’un des signaux est un doublet de doublet (J : 3,4 Hz et 8 Hz), 

l’autre un doublet de triplet (J : 3,4 Hz, 3,4 Hz et 8 Hz). Ces signaux ne sont modifiés par 
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Figure 20 : Spectre RMN 1H de la macrofusine en solution dans D20 (impulsion 30”, 

résolution 0,27 Hz/pt, 192 acquisitions) 
a) spectre complet 
b) modifications du spectre par irradiation a 3,29 ppm 
c) expansion du multiplet situé entre 1,58 et 1,72 ppm 
d et e) modifications de ce multiplet par irradiations A 3,89 et 3,83 ppm 
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l’irradiation d’aucun proton géminé a un groupe fonctionnel. La faible valeur de la constante de 
couplage entre les protons des sites Tg et T10 (3,4 Hz) implique l’existence d’une conformation 

privilegiee de la mol6cule dans laquelle ces deux protons sont en interaction gauche. Cette confor- 
mation privilégiée peut être schématisée avec des configurations relatives identiques des deux 
carbones qui portent les groupes esters. 

Le bloc suivant doit donc s’insker dans la chaîne principale : 

COOH 

I 
Tg CH -0-C -CH2 - h-l- (342 - COOH 

I 
T,o CH -0 -C- CH2 -CH - CH2 - COOH 

I II 1 
CH 0 COOH 

Dans le dérivé acétylé (figure 21), cinq protons résonnent au voisinage de 5 ppm ce qui 
confiie la formation des trois nouvelles fonctions esters et donc de la P&ence de trois fonctions 
alcool dans la macrofusine. 

L’un des protons qui tisonnait à 3,14 ppm donne un signal isole à 4,14 ppm en bon accord 

avec la formation de l’amide. Ce proton est couple aux protons d’un groupe m&hyle (1,08 ppm) et B 
un proton fortement deblinde (5,00 ppm) avec des constantes de couplage respectives de 7 et 4 Hz. 
L’enchaînement propose ci-dessus (p 112) est totalement confïrm6. 

Finalement les résultats obtenus par mise en oeuvre des techniques de la R.M.N. à une 
dimension conduisent à envisager comme structure de base de la toxine une chaîne aliphatique (20 
carbones) polyfonctionnaliske. Deux ramifications sont constituées par deux groupes méthyles. La 
chaîne porte trois fonctions alcools tertiaires et une fonction amine primaire. Enfin deux fonctions 

esters rkwltent de la réaction de deux molécules d’acide propane tricarboxylique sur deux groupes 
alcools tertiaires g&Ilin6s. 
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Figure 21 : Spectre RMN 1H du dérivé acCtylé de la macrofusine dans CD30D (impulsion 

45”, rkolution 0,24 Hz/pt, 272 acquisitions, transformation gaussienne) : expansion des signaux des 
protons tertiaires liés aux carbones fonctionnalisés 



115 

l-Z-2) RMN à deux dimensions 
Pour conforter cette analyse, préciser l’enchaînement des carbones de la chaîne principale et 

attribuer précisement tous les signaux RMN 1H et 13C, il est indispensable de recourir aux 
techniques de la RMN à deux dimensions. 

1-2-2-1) RMN 2D de correlation &&&a 

Dans un premier temps, tous les couples 13C et 1H directement liés ont été identifiés, en 
totalité pour la toxine elle-même et en grande partie pour les derivés acétylé et m&hoxylé, par RMN 
2D de corrélation hétéronuclktire S13C 61H (132). La numérotation provisoire attribuke précé- 
demment à chaque carbone sera utilisée egalement pour le ou les protons qui lui sont liés. A titre 
d’exemple, la figure 22 présente la carte de corrélation h&&onucléaire obtenue pour la macrofusine. 
Les données obtenues permettent ensuite d’effectuer automatiquement l’attribution des signaux des 

protons à partir de celle des carbones ou inversement. 
Elles sont pr6cieuses en particulier pour repker les signaux des protons lies aux carbones non 

fonctionnalisés, alors qu’ils sont en grande partie indiscernables dans les spectres RMN 1D. Il faut 
noter également que la non équivalence des protons g&nin~s sur les sites S4 à S 10 et S 14 est mise en 

évidence dans la carte 2D par l’existence de deux taches de corrélation pour chacun des carbones 
concernés. 

l-2-2-2) RMN 2D de correlation @WC INADEOUATE 
Pour établir l’enchaînement des atomes de carbone, la méthode de choix est la RMN 2D de 

corrélation 613C 613C (INADEQUATE) (133). Cette technique necessite cependant l’utilisation 
d’une solution concentrée de produit ( = 0,5 M) puisque seules sont exploitées les molécules 
possédant deux carbones 13 consécutifs. Malheureusement, dans le cas particulier des composés 
examinés, cette méthode s’est rév&e décevante dans la mesure où les phénomènes dynamiques 
Cont%ent à la major%6 des carbones des vitesses élevées de relaxation transversale. 

Toutefois, pour le composé methoxylé, des correlations ont pu être clairement établies entre 
les carbones de la partie terminale de la chaîne principale. La figure 23 montre un extrait de la carte 2D 
sur lequel apparaîssent les Corn%ions entre les signaux des panes de carbones directement couplés. 

La stnlcture est donc : 

Pl SI s4 S5 T2 

w-CH,-CH,-cy-CH- 

I 

w 

p2 

Tous ces carbones donnent lieu à des signaux fins et ont même déplacement chimique dans la 
toxine et ses derives. 
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Figure 22 : RMN 2D de corrélation hétéronucléaire 61H @C obtenue pour la macrofusine 
dans CD30D (impulsion lH 11~s 1% 4,5 FS, 256 acquisitions, 256 expériences, résolution lH 5,0 
Hz/pt, l3C 9,9 Hz/pt) 
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Figure 23 : FWN 2D INADEQUATE! de la rnacrofusine méthoxylée en solution = 0,5 M dans 
CD30D (impulsions 13C 90’ (6 PS) 180° et 125O délai 1/4J = 0,007 s, 256 acquisitions, 256 

expétiences) : carte partielle concernant les carbones de l’extrémiti non fonctionnalisée de la chaîne 
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l-2-2-3) RMN 2D de corrélation $H&k avec relais de ma-étisation 
La RMN 2D de correlation 61H 613C avec relais de magnétisation par l’intermédiaire des 

protons couples (134) qui normalement permet d’identifier les carbones proton& vicinaux, ne peut 
être utilisée dans le cas pkent d’une part à cause des vitesses trop élevées de relaxation des carbones 
et d’autre part à cause des nombreuses superpositions des signaux dans le spectre proton. 

l-2-2-4) RMN 2D de corrélation &&j& 

L’analyse a donc été poursuivie par les techniques de RMN 2D de corrélation 61H SlH. Les 
apports des différentes méthodes et leurs limites seront examinés. 

- RMN 2D COSY 45O 
La RMN 2D COSY 45’ (135) (figures 24 a, b, c) permet non seulement de détecter les 

couplages significatifs (J >l Hz) mais aussi d’identifier par l’orientation des signaux de correlation 
les couples de protons géminés. 

Pour la chaîne principale, la FWN 2D COSY 45’ confii les positions vicinales de Tg et T10 

par une correlation entre les protons qui résonnent à 4,95 et 5,14 ppm. En outre le proton T10 
(4,95 ppm) est con% au proton tertiaire T2 (1,69 ppm) tandis que le proton Tg (5,14 ppm) est 
corréle aux protons géminés du site S6 (166 et 1,48 ppm). 

Ces r&ultats permettent de compléter l’enchaînement décele par RMN INADEQUATE de la 
manière suivante : 

PI s, s, % T2 TIO TO SO 

w3 -CH,-Cl$-ci+-- 
rrr-” 

p2 w3 p 7 
O=c c=o 

I I 

Par ailleurs, les protons géminés du méthylene S 14 (1,47 et 1,12 ppm) sont COU~~~S à chacun 

des protons tertiaires T7 et Tl, ce dernier étant également couple aux protons du groupe méthyle P4, 

ce qui implique I’enchaînement : 

J-1 SI4 T7 

-cH-w-Y- I 
CH, 0-l 
p4 
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Figure 24 a : RMN 2D de corrélation 61H 6lH (COSY 45) de la macrofusine en solution dans 

CD30D (impulsions 1H 90’ (11 vs) et 45’, 16 acquisitions, 256 expériences, résolution 2,25 Hz/pt) : 

carte complète. Les corrélations observées pour les protons tertiaires sont signalées 
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Figure 24 b : Expansion de la carte 24a dans la région des protons des zones non 

fonctionnalisées. Sont signalées les corrélations entre protons géminés et celles impliquant les protons 

des groupes méthyles 
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Figure 24 c : Expansion de la carte 24a dans la région des protons des acides 

propanetricarboxyliques 
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Malheureusement ni le proton T1 ni le proton T7 ne montre d’autres correlations qui 

permettraient de situer ce fragment dans la chaZne. 

Pour les résidus des acides 1,2,3 propane tricarboxyliques, la RMN 2D COSY permet 
l’identification des protons géminés mais l’équivalence des deux protons tertiaires (3,14 ppm) 
empêche de préciser quelles sont les paires de groupes méthylenes appartenant à un même résidu 

acide. 

-RMJX2DCOSYRCT 
La RMN COSY RCT (136) permet de lever cet obstacle en utilisant le proton tertiaire comme 

relais pour transférer la magnétisation d’un méthylène a l’autre, à l’intérieur de chaque unité (figure 
25). Les carbones 13 sont ensuite identitïes par la corrélation 61H 613C. 

Pour chaque reste acide, les différences de déplacement chimique entre les noyaux 1H et 13C 
des méthylenes liés aux carbonyles d’ester et aux carbonyles d’acide restent trop faibles pour 

permettre une attribution univoque. Les attributions proposées ont été effectuees en admettant que les 
raies les plus larges sont observees tant dans le spectre 1H que dans le spectre 13C pour les noyaux 
des rn&hyl&nes directement lies aux groupes carboxyliques libres 

-RMN2DHOHAHA 
Eu égard à la largeur de nombreux signaux, les correlations n’apparaîssent pas systerna- 

tiquement dans les cartes COSY et COSY RCT. La RMN 2D HOHAHA (137) a été utilisée pour 
résoudre ce problème. En effet cette technique permet d’observer les correlations même si les signaux 
des protons concernés sont peu résolus. Par ailleurs, elle met en jeu comme les COSY RCT des 

transferts successifs de magnétisation de sorte que des signaux de moindre intensité permettent de 
COIT&~ des protons non vicinaux. Par rapport à la carte COSY, la carte 2D HOHAHA (figure 26) 
montre des co&lations suppl&nentaires. 

Dans la partie initiale de la chaîne, le couplage entre les protons Ts (3,15 ppm) et Tg (3,77 

ppm) est observé malgr6 la largeur des signaux. Le proton T8 est correle à distance au methyle P3 
(1,28 ppm) et au proton tertiaire T6 (3,85 ppm), ce qui permet de compléter les attributions. 

p3 T5 T5 S J-8 13 

-rrcH2-~- 
NH, a-i ca-4 
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Figure 25 : RMN 2D de corrélation 61H 61H (COSY RCl”) de la macrofusine en solution 
dans CD30D (conditions semblables B celles du COSY 45; toutes les impulsions sont de 90’ (11 PS) 

et 180” pour la refocalisation. Le d6la.i permettant le relais de magnétisation est de 30 ms) : expansion 
de la région des protons des acides propanetricarboxyliques. Les flèches soulignent les corrélations 
permettant d’identifier les protons d’un même acide. Les signaux correspondants sont identifies par le 
signe X, l’autre série de protons par le signe 0. 
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Figure 26 : RMN 2D de corrélation HOHAHA de la macrofusine en solution dans CD30D 
(impulsions 1H 90” 33,5 vs, temps de transfert 66 ms, 32 acquisitions, rhoiution 4,4 Hz/pt). Sont 
repéties les corrélations des protons tertiaires qui n’étaient pas observées dans la carte COSY 
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Avec un relais, sont observées les corrélations du proton TlO (4,95 ppm) avec les protons du 

méthylène S5 (144 et 1,07 ppm) et avec ceux du groupe méthyle P2 (0,94 ppm) et symétriquement 
celles du proton Tg (5,14 ppm) avec le proton tertiaire Tl (1,81 ppm) et avec les protons du groupe 

méthyle P4 (0,96 ppm). 

Ainsi est confirmé le rattachement du site TlO à la partie terminale purement hydrocarbure de 

la chaîne tandis que la jonction du fragment Tl-S 14-T7 au site S6 est établie. 

11 reste alors uniquement quatre groupes méthylènes à situer. Ils doivent nécessairement 
occuper les positions 6 à 9 entre T6 et T7. La symétrie de l’environnement de ces sites se reflète dans 

les déplacements chimiques des carbones correspondants : les deux signaux les plus déblindés ont été 

attribués de manière non univoque à C6 et C9, les deux autres signaux à C7 et C8. 

Les attributions des signaux des dérivés acétylés et méthoxylés ont été obtenus de manière 

similaire. Les résultats confirment totalement l’étude menée sur la macrofusine. 

Les schémas suivants présentent la structure complète de la molécule, le premier reprenant la 

désignation provisoire des carbones et le second la numérotation classique : 

p, s, s, S, T, Tlo T, S, T, s S 
14 T, / l1 vs12 \ T, 513 T3 Ts p, 

CH,-CII, -CH,-CH,-CH-CH-CH-CH,-CH-CH,-CH-CH2-CH,-CI~,-CH,-CH-CH,-CH-CH-CH, I 
1 I 1 I I I I I 

P,CH, 0 
I 7 

CH, OH \/ OH 
?S,,S, 

OH NH, 

Ql,Q, ,=y i=o " 

. S,JSE -- CH, CH, T3,T, 
I I/ 

HOOC-CH CH-COOH, 
I I 

HOOC-CH, CHI-COOH *' 
Q, à Q, 

S,@SlO 
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Cf$--CH, -CF~,-CH~-CH-CH-CH-CH,-CH-CH,-CH-CI~,-CH,-CH~-CH,-CH-CH,-CH-CH-CH, 
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7 21 CH, OH OH OH NH, 

O=c 
291 723’ 

301 CH, 
CH, 
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H~~31~H i~5K~OH 

HOOC-CH, CH,-- COOH 
33 32 26 27 
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La structure ainsi établie pour la macrofusine montre que cette molécule est identique à la 
fumonisine B1 isolée en Afrique du Sud (138). Les donnees publiées pour cette dernière sont les 

déplacements chimiques des carbones 13 mesurés dans le DMSO. Les valeurs sont en bon accord 
avec celles de la presente étude à l’exception de la valeur propos& pour le carbone no 13 (68,42 ppm 
au lieu de 36,58 ppm), probablement par suite d’une erreur matérielle. 

l-2-3) Etat d’ionisation de la moMcule en solution 
Compte tenu de la présence des fonctions acides et de la fonction amine, il importait de 

préciser si la macrofusine existait dans les différents solvants sous forme non ionique ou sous forme 

zwitterion. 
Dans un premier temps, les valeurs mesurées des déplacements chimiques des carbones 13 

ont été comparées aux valeurs calculees en utilisant les incknents classiques pour les carbones dune 
chaîne aliphatique (139) et pour les substituants (131). Les valeurs sont reportees dans le tableau 9. 
L’accord est excellent pour les carbones non fonctionnalisés et pour le carbone isole Cl0 mais 
médiocre pour les carbones fonctionnalisés groupes. Ces écarts indiquent de nombreuses interactions 
intramol&ktires qui ne sont &idemment pas prises en compte dans la valeur des incnknents. 

Il n’est dans ces conditions pas possible de tirer une conclusion en ce qui concerne l’état 
d’ionisation éventuel de la molécule. 

Par contre, l’examen des déplacements chimiques relevés pour les carbones 13 du sel 

d’ammonium montre que, si les signaux de la majorité des carbones de la chaîne subissent un faible 
déblindage (0,5 à 0,7 ppm), ceux des carbones Cl et C3 sont fortement deblindes ( = 4 ppm). 

Cette observation montre sans ambiguïte que l’on passe d’une forme NH3+ dans la 

macrofusine à la forme non charg& NH2 dans le sel d’ammonium. La toxine existe donc dans le 

méthanol sous forme zwitterion. Il a été vérifie d’une manier-e similaire que cette forme est également 
presente dans l’eau. 

L’élargissement des signaux des carbones des groupes carboxyliques est certainement en 
partie du à l’@ilibre de pmtonation/d@rotonation de ces groupes. 

Dans le spectre des sels, cet &rgissement n’est plus observe. 

1-2-4) Phénoménes dynamiques 

En dehors des interactions électrostatiques liées à la nature zwitterion de la molécule, la 
structure établie justifie la formation de liaisons hydrogènes intra et/ou intermol&&.ires et les 

phénomènes dynamiques qui y sont associés. Les signaux particulièrement élargis sont ceux des 
carbonyles d’acide mais aussi, a un degre moindre, ceux des carbones en a des groupes carbo- 

xyliques C25, C26, C31 et C32 et ceux des carbones C2, C3, C5 et ClO. L’acétylation, en faisant 
disparaître les protons mobiles et susceptibles de s’engager dans les liaisons hydrogène, permet 



Tableau 9 : Etude de la macrofusine dans CD3OD. Comparaison des valeurs mesurées et calcuh?es des déplacements chimiques en RMN 13C. 

- 

r 

Mesure des temps de relaxation Tl (s). 

Cl c2 c3 c4 C5 C6 c7 C8 c9 Cl0 

mest& 15,98 53,7 70,26 41,73 68,36 39,12 26,60 26,76 38,96 69,78 

CCikllU 13,86 (a) 54,65 (a) 73,40 (a) 41,46 (a) 64,96 37,96 23,96 23,96 38,21 68,27 

Tl (s) - 0,27 0,33 0,20 0,32 0,19 0,28 0,30 0,23 0,31 

Cl1 Cl2 Cl3 Cl4 Cl5 Cl6 Cl7 Cl8 Cl9 c20 

mesur& 44,40 26,84 36,58 72,gO 78,58 34,76 32,94 29,53 23,80 14,4 

CiilClll~ 44,9 1 22,62 37,91 74,58 87,16 33,52 32,66 29,7 1 22,90 13,86 

T~(S) 0,18 0,31 0,18 0,33 0,34 0,35 0,25 0,41 0,77 0,89 

c21 c22 C24,C30 C25,C3 1 C26,C32 

mesure 20,75 15,90 36,90 37,14 39,67 37,69 37,93 

calcul6 19,63 15,63 37,86 (b) 35,84 GO 35,36 (b) 

T~(S) 0,47 - 0,27 0,18 0,16 

a) Les valeurs sont calculees pour la forme NH3+. Pour la forme NH2, calcule : Cl 17,86 C3 77.40 

b) Les valeurs sont cakxl6es pour la forme COOH. L’ionisation des quatre fonctions acides doit entraîner un déblindage de 1,5 ppm pour 
C24, C30 et 5,5 ppm pour C25,31 et C26,32. Statistiquement, l’ionisation d’un seul groupe acide doit entraîner un déblindage de = 0,4 
ppm pour C24,30 et de = 1,4 ppm pour C25, 31 et C26, 32: “. ” 
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l’obtention de spectres beaucoup mieux résolus. En revanche, la transformation des groupes carbo- 
xyliques en esters méthyliques semble favoriser les phénomènes dynamiques dans la partie initiale 

très fonctionnalis& de la mol&cule au point de rendre indiscernables un certains nombre de signaux 
(cf tableau 8 et figure 18). 

Pour examiner plus finement ces phénomenes, les temps de relaxation longitudinale Tl ont été 
mesurés pour les carbones protonés de la toxine par la methode d’inversion retour. Dans leur 
ensemble, les valeurs mesurées sont faibles pour une molécule de cette dimension. Elles sont 
reportées dans le tableau 9. 

Dans la partie fonctionnalisée de la molécule, y compris dans les résidus acides, tous les 
carbones secondaires d’une part, tous les carbones tertiaires d’autre part ont sensiblement les mêmes 

vitesses de relaxation longitudinale, les Tl du second groupe étant comme attendu supkrieurs aux Tl 
du premier groupe. Cette homogénéité de valeurs caract&ise habituellement des molecules dont le 
squelette rigide autorise une reorientation isotrope en solution. Dans le cas de la toxine, il est 
vraisemblable que les liaisons hydrogène et l’attraction électrostatique entre les groupes COQ et 
NH3+ confkent à cette parue de la moh?cule une forme moyenne relativement globulaire qui permet 

sa réorientation sensiblement isotrope. En ce qui concerne les carbones de la partie terminale de la 

chaîne, tout au contraire, le produit NTl (N nombre de protons liés à chaque carbone) augmente 
systématiquement et tri% notablement de Cl6 à C20. Cette augmentation montre l’existence de 
réorientations séquentielles de plus en plus rapides vers l’extrémité de la chaîne (140). 

1-2-5) Complexation de cations métalliques 
Les acides carboxyliques en solution dans les solvants polaires forment habituellement avec 

les sels de terres rares, prasdodyme ou europium, des associations qui induisent des deplacements 
skctifs des signaux RMN 1H respectivement vers les bas champs et les hauts champs (141). 

L’addition d’une solution de perchlorate de praséodyme à une solution de la toxine dans le 
méthanol provoque l’apparition d’un gel qui ne peut être étudié par RMN 1H mais dont la formation 

est un bon accord avec les hypothèses formuldes sur la forme de la mokule qui doit permettre des 
liaisons très fortes avec le cation m&allique. 

Si la toxine est mise en solution dans D20, l’addition du perchlorate d’europium ne provoque 

pas la pkipitation mais induit des déplacements significatifs pour les signaux des protons des 
résidus acides uniquement. La perte de résolution est assez unpartante sur l’ensemble du spectre. 
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. , . 
2) AnOse structuraledes~ 

Deux dérivés de la macrofusine sont présents dans les cultures ensemencées par les 

macroconidies : 

- le dérivé N acétyle est systématiquement présent en faible quantité B cote de la macrofusine. 

L’étude structurale de ce compose sera présente chapitre H-l-l. 

- un autre derive de la macrofusine a été obtenu à partir de lune des cultures effectuées. 
La seule modification correspond à la formation d’un ester a partir d’une des fonctions acides 

(C25 ou 31) avec l’alcool : 
CH3-0-CH2-CH2-OH 
3’ 2’ 1’ 

Les signaux caractkistiques des nouveaux sites l’, 2’ et 3’ apparaîssent respectivement en 
RMN 13C à 74,87 - 61,80 et 5899 ppm et en RMN 1H a 364 - 346 et 3,35 ppm. .::, 

Les déplacements chimiques dans la chaîne carbonee ne sont pas modifiés. L’élargissement 
des signaux des carbones porteurs des hydroxyles libres est important. Ce phenomène, encore plus 
accentué, avait été noté dans le cas de la macrofusine méthoxylée. Les signaux des carbones liés aux 
groupes carboxyliques sont également larges. 

F2) PRODUITS ISOLES DE CULTURES MICROCONIDIALES 

. 
’ l 1) Analvse de la mlcromonlllne (142) 

L’étude de ce compose par Résonance Magnétique Nucldaire du proton et du carbone à une et 
deux dimensions nous a conduit à l’identifier au cyclonkodiol (143, 144, 145, 146, 147) précé- 
demment isolb de Gibberelhfujikuroi . 
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Les spectres RMN 1H et 13C ont eté r&lis& sur les spectrom&res Bruker WM250 et AM 500 

au laboratoire de Chimie Organique Structurale (UA 455) de 1’ Université Pierre et Marie Curie. 
Ils ont éte enregistres en utihsant une solution dans le méthanol deutérie CD3OD. Les dépla- 

cements chimiques et les attributions effectuées sont relevés dans le tableau 10. 

1-l) RMN à une dimension 
l-l-l) RMN 1H 
Le spectre RMN 1H est présenté sur la figure 27. 

Un multiplet isole à 5,12 ppm est attribué à un proton &hylenique. La structure fine montre 
qu’il est couplé aux deux protons d’un groupe methylène (J : 7 Hz) et, en outre, aux protons de deux 
groupes méthyles (J = 1 Hz) dont les signaux apparaîssent faiblement dédoubles a 1,61 et 1,67 ppm. 
Ces observations, qui ont été confiiees par des irradiations sklectives, établissent la pn%ence d’un 

groupe : 

H, p-4 

- H& /‘=‘\ CH 
3 

Le spectre comporte en outre deux singulets et un doublet correspondant a des groupes 
méthyles portes par des carbones quaternaires et un carbone tertiaire. 

Les autres signaux, qui se recouvrent fortement, ne peuvent être directement analyses. 

Si le spectre est enregistré en utilisant le diméthylsulfoxyde deutérié comme solvant, deux 
signaux singulets apparaîssent à 3,80 et 3,85 ppm Les protons correspondants sont échangeables 
avec D20. Ils doivent donc appartenir à deux groupes hydroxyles portés par des carbones 

quaternaires. 

l-l-2) RMN 136 

Les spectres RMN l3C prdsent& sur la figure 28, le second étant enregistré avec J modu- 
lation des signaux, confirment l’existence : 

- de la double liaison éthylénique trisubstituée (deux carbones éthyleniques dont un CH) 

- de cinq groupes méthyles 
- de deux carbones quaternaires aliphatiques dont les forts déplacements chimiques sont en 

accord avec le fait qu’ils portent les groupes hydroxyles. 

Apparaissent en outre les signaux de six carbones aliphatiques dont quatre correspondent à 

des groupes méthylks et deux à des carbones tertiakes. 
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Tableau 10 : Données de W lH et 13C pour la micromoniline dans CD30D. g13C et @H ppm 
par rapport au TMS; valeurs A 6 des déplacements induits par Eu(fod)3 

Atome de carbone 6 13c Tls 

1 15,45 076 
2 45,ll 0,23 
3 81,82 22 

431 41,26 0,15 

5 25,Ol 0,14 

6 
7 
8(e) 
9 

10 
11 

:&,l 
14(f) 
15 

55,ll 0,22 
75,33 199 
41,88 0,14 
23,58 0,18 
125,82 0,55 
131,64 490 
26,06 078 
26,25 0,33 
24,79 0,27 
17,87 2S 

( 6lH 

1,Ol 
1,59 

;,64(b) 
1,49 
1,78 
1,60(c) 
1,82 

1,43 
2,02 
5,12 
- 
1,67 
1,21 
1,12 
1,61 

A 6 lH(a) 

0,78 
0,92 

1,0(b) 
0,75 
0,83 
0,82(c) 
190 

0,67(d) 
0,45(d) 

0,83 
0,67 

(a) Déplacements induits mesurés dans CDC13 après addition de Eu(fod)3 normalisés par rapport B 
celui de H6 
(W SP OH 
(cl SP c7 
(d) valeur moyenne : les protons ghninés ne sont pas strictement équivalents 
(e), (f) les attributions sont inverses de celle de Evans (146) 
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Figure 28 : Spectre RMN 1% (t25,76 Mhz) de Ia micromoniline en solution dans CD30D 
(tisolution 1,79 Hzlpt, 324 acquisitions) 

a) découplage total des protons 
b) J modulation (0,OOSl) et découplage des protons CH3, CH > 0 CH2, Cq c 0 
(impulsion 90* (4,5 PS), résoIution 1,79 Hz/pt, 392 acquisitions) 
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1-2) RMN B deux dimensions 
1-2-1) RMN 2D de corrélation 61% 6I3C (INADEQUATE) 
La structure du squelette carbone a pu être établie par une expérience RMN 2D de correlation 

613C 613C (INADEQUATE). 
La figure 29 montre la carte obtenue en excluant les carbones éthyhkiques (pour restteindre la 

gamme spectrale ce qui permet d’améliorer la résolution). 
Compte tenu de la proximité des signaux de certains carbones, il a été systématiquement 

vérifie que les milieux des segments liant les signaux de chaque paire de carbones couplCs ont des 
coordonn&s satisfaisant a la relation 2F2 = Fi. Pour les paires C2, C6 et C7, Cl4 les fréquences 

double quantum coincident fortuitement sans qu’aucune ambiguité ne soit introduite. Partant du 
carbone le plus blindé, préckiemment identifie comme un carbone primaire Cl, l’enchaînement est 

établi de manière univoque de proche en proche. Les carbones C2 à C6 constituent un cycle à cinq 
chaînons avec les substitutions suivantes : 

- des groupes méthyles en C2 et C3 (respectivement Cl et C13) 

- un hydroxyle en C3 (ce carbone quaternaire est fortement deblindé et ne montre que trois 
connexions à des carbones) 

- un substituant en C6 dont l’enchaînement peut être suivi de C7 à C9. 
Ce dernier carbone, qui est un méthylene, est nécessairement lit5 au carbone éthylenique 

proton& 
Le carbone C7, quaternaire, porte un hydroxyle et un groupe méthyle (C14). 

Il reste uniquement à attribuer de façon univoque les signaux des carbones des groupes 
méthyles 12 et 15. Sur la base des déplacements chimiques, le plus blindé doit être attribué au 
méthyle situé en position syn par rapport au méthylene (effet skique). Cette attribution est confiit!e 
par la mesure des temps de relaxation Tl. Ce groupe méthyle qui ne peut avoir une conformation 

privil&i~ de basse tkergie se réoriente très rapidement autour de son axe et le temps de relaxation Tl 
du carbone est donc particuli&rernent long. 

l-2-2) RMN 2D de corrélation hét&onucl&aire 61H 61% 

Une expérience de corr&ation hét&onucl&ire 61H 6% pr&entée sur la figure 30 permet 
ensuite d’identifier les r&onances des protons lies à chaque carbone. 

Les positions relatives des groupes méthyles sur le cycle sont dkluites d’expérience de NOE 

diffkence prkentées sur la figure 3 1. 

Les spectres étant enregistr& à partir d’une solution soigneusement dégazée dans le diméthyl- 
sulfoxyde, un effet Overhauser positif est observt? sur le proton hydroxylique le plus blindé aussi 

bien lors de l’irradiation des protons du groupe méthyle 13 port6 par le même carbone que le groupe 
hydroxyle, que lors de l’irradiation des protons du groupe méthyle 1. Le méthyle 1 et l’hydmxyle en 
3 sont donc sur une même face du cycle. 
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Figure 30 : RMN 2D de corrélation 61H 613C de la micromoniline en solution dans CD30D 

(impulsion 90” (1H : 10,5 vs, 13C : 4,l PS), 180 acquisitions, 400 expériences, résolution 1H : 4,9 

Hz/pt 13C : 12 Hz/pt) 
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Figure 31 : Spectre RMN lH (500,13 MHz) de la micromoniline en solution dans le 

diméthylsulfoxyde deutérié (S = solvant). Effets Overhauser observés par différence lors de 
l’irrqdiation des groupes mkthyles 1. 13. 14 



138 

Il a été v&ifïé qu’un effet Overhauser positif est observé sur le proton hydroxylique le plus 

déblindé lors de l’irradiation du méthyle 14. 

En ce qui concerne la position de la chaîne latkrale en C6, la valeur de la constante de couplage 

JH2,H6 de 8 Hz, mesurée après avoir déplacé les signaux à l’aide d’un reactif de déplacement 
chimique Eu(fodh, ne permet pas une conclusion.sans.équivoque. Par contre, l’analyse des valeurs 

relatives des déplacements induits sur chaque proton par le r&ctif Eu(fod)3 montre : 

- d’une part une capacité de complexation similairedes deux hydroxyles, 

- d’autre part des effets semblables sur les protons situ& de chaque coté du cycie en particulier 

en C5. 

Il est possible d’en conclure que les deux groupes complexant doivent être situés de part et 

d’autre du cycle. 

Finalement, les signaux des protons géminés ont été attribués de la manière suivante : 
- en position 4, le signal le plus déblindé qui est aussi le plus déplacé par le réactif Eu(fod)3 

est attribue au proton syn par rapport à l’hydroxyle situé sur C3. Cette attribution est en bon accord 

avec les valeurs relatives des effets d’un groupe hydroxyle et d’un groupe méthyle sur les protons 

vicinaux dans un cycle à cinq chaînons (148), 

- en position 5, la règle “du proton syn à haut champ” (148) a été utilisée pour attribuer la 

résonance de plus faible fréquence au proton syn par rapport a la chaîne latérale. Cette dernière 

attribution est compatible avec l’observation d’un signal intense a 1,8 ppm (H5 et H6) dans un 

spectre de NOE diffkence lors de l’irradiation du groupe méthyle 1. 

Le pouvoir rotatoire’de la toxine a été mesun dans CDC13 (c = 1,04) : [ a ]24D = -21’. 

L’ensemble des rt5sultats montre que la toxine isolee de F. moniliforme Sheld. est identique 

au cyclonkodiol. 

Les techniques modernes de la RMN utilisées dans la présente étude ont permis de corriger 

certaines attributions dans le spectre de RMN 13C et de pkenter une analyse complète du spectre de 

RMN 1H. 

. . 
2) Analvseldesç 

Les espèces déjà identifiées dans les cultures ensemencées par les macroconidies sont 

retrouvées en faible quantité dans les cultures ensemencées par les microconidies. 

D’autres composés très proches de la macrofusine sont également m&aholiskes. Ils possklent 

systématiquement la même chaîne linéaire que la macrofusine avec tous ses groupes fonctionnels. Les 
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déplacements chimiques des carbones de la chaîne ne sont pas significativement modifiés par rapport 
à la macrofusine. 

Le derive le plus abondant semble être un sel dans lequel la fonction amine est protonée par un 

acide inorganique (probablement l’acide nitrique). Les acides propanetricarboxyliques qui estérifient 
toujours les fonctions alcool en Cl4 et Cl5 ne participent plus a la reaction de protonation de la 
fonction amine ainsi que le montrent les observations suivantes : 

- les signaux des carbones de ces acides et, en particulier, ceux des carbones des groupes 
carboxyliques sont très affin& (figure 32); 

- les déplacements chimiques sont plus faibles que dans le cas de la macrofusine : 
C24,30 = - 0,2 ppm; C25,31 = - 0,4 ppm; C26,32 = - 0,6 ppm; C27,28,33,34 = - 0,8 a - 1 ppm; 

- en RMN 1H (figure 33), les signaux des protons de ces acides sont également légèrement 
déplacés par rapport à ceux de la macrofusine. 

Les autres métabolites, toujours obtenus en mélange et en faibles quantites, diff&rent de la II 
macrofusine par les acides qui estérifient les fonctions hydroxyles en Cl4 et C15. A coté des signal,:,,, 
correspondant aux carbones des acides propanetricarboxyliques, qui sont d’intensité relative faible 
par rapport aux carbones de la chaîne principale, de nouveaux signaux apparaksent entre 30 et- 
31,6 ppm (série de CH2), à 40,2 ppm (CH) et même dans la region des carbones ethyléniques 
(= CH2 a 116,6 ppm, CH au voisinage de 130 ppm, C quaternaire au voisinage de 142 ppm). Les 

.#. 
signaux des carbones des groupes carboxyliques, toujours larges, apparaîssent entre 170 et 177 ppm. . . 

Dans lune des cultures effectuees, l’acide fusarique btait pr&ent à cote de la macrofusine. ‘- 

143.95 

Le groupe amine de la macrofusine est alors aussi bien en interaction intermoléculaire avec le 
groupe carboxylique de l’acide fusarique qu’en interaction intramol~culaire avec les acides propane- 
tricarboxyliques de la macrofusine ce qui conduit à des phénomènes d’échange intéressant les 
carbones des deux types d’acide. 

Pour observer les signaux des carbones des acides propanetricarboxyliques, il est necessaire 
de protoner le groupe amine par un acide fort DCl. Les cinq carbones du cycle pyridinique de l’acide 

fusarique sont alors observes. 
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Figure 32 : Spectre Rh4N 13C de la microfusine, sel minérale de la macrofusine. Les signaux des 

carbones notàblement déplacés par rapport à la macrofusine sont indiqués 
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Figure 33 : Spectre RMN 1H; comparaison de la macrofusine et de la microfusine, sel minéral de la 

macrofusine. Expansion des signaux des protons des acides tricarboxyliques 
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F3) CONCLUSION 

Les mycotoxines caract&is6es dans la présente &ude sont respectivement : 
- pour les cultures ensemencées avec des macroconidies, la macrofusine identifiée & la 

fumonisine BI, le dérivé N acétylé de la macrofusine et un ester dérivé de la 

macrofusine; 

- pour les cultures ensemencées avec des microconidies, le cyclonérodiol et des 
substances très proches de la macrofusine, les différences portant uniquement sur les acides 
qui estkifïent les deux fonctions hydroxyles en Cl4 et Cl5 de la chaîne principale. 
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--------------------------------------------------- ----------------- 

G) LA FUMONISINE B1 (macrofusine) DANS LA PATHOGENIE DE LA LEM 

G) LA FUMONISINE B1 (macrofusine) DANS LA PATHOGENIE DE LA LEM 

1) Ma&ie1 et méthodes 
l- 1) Cultures de F. monîZiforme 
l-2) Isolement de la fumonisine B 1 

l-3) Toxicologie chez le cheval 
1-3-1) Administration par voie orale 
l-3-2) Administration par voie intraveineuse 

2) Résulta& 
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L’implication de la fumonisine B 1 dans la pathogénie de la LEM a été recherchée (149). 

l-l) Cultures de F. moniliforme. 

La souche 68R de F. moniliforme, dont l’extrait aqueux a induit la LEM chez un cheval, est 
utilisé dans toutes les exp&imentations. Le maïs artificiellement contaminé par des macroc onidies de 

cette souche est cultivee selon la méthode p&%demment d&rite (chap. C-3). 

1-2) Isolement de la fumonisine Bl. 
La fumonisine Bl est purifiée à partir d’un extrait aqueux dune culture sur maïs de 

F. monilifome (chap. D-2-l) . Le degré de purete de la toxine est estime par chtomatographies sur 
couche mince et spectres de Résonance Mag&ique Nucleaire proton et carbone et par sa toxicité sur 
rats. 

1-3) Toxicologie chez le cheval. 
l-3-1) Administration par voie orale 
Une jument de 11 ans, pesant 340 kg est vermifugée, installee dans un box et nourrie quoti- 

diennement avec du fourrage vert complété par 1 kg d’aliments complets pour chevaux. La 
fumonisine Bl, IyophiWe, est dissoute dans de l’eau distillee et administrée par voie orale à laide 

d’une seringue. Des doses journalieres de 0,88 mg de toxine/kg de poids vif sont utilisées pendant 17 

jours puis de 1,76 mg/kg pendant 8 jours et enfin de 3,5 mg/kg pour le dernier jour (26 ème jour). 
Un suivi clinique est effectub quotidiennement. Les paramètres hématologiques classiques et 
biochimiques sériques (urée, cr&inine, protéines totales, aspartate arninwransférase (ASAT), 
alanine amino-transférase (ALAT), phosphatases alcalines (ALP), glutamyl-transférase (GGT), 
cr&ine phosphokinase (CFX), bilirubine totale, libre et conjuguée, temps de Quick) sont mesures 
3 fois par semaine. 

l-3-2) Administration par voie intraveineuse 

Après un repos de 6 mois, la même jument reçoit quotidiennement par voie intraveineuse 
0,l mg de fumonisine Bl/kg de poids vif, soit des doses de 34 mg de toxine dissoutes dans 10 ml de 

s&tmr physiologique, st&ilist?es sur filtre Mill@e 0,22 pm. Un suivi clinique est effectue 3 fois par 
jour, des pr&vements sanguins sont pratiqués quotidiennement pour les analyses hématologiques et 
biochimiques. L’animal est autopsie immédiatement après son euthanasie par administration de 

pentobarbital sadique (Doléthal ND) par voie intraveineuse. Les différents organes sont prelevés et 
fixés pour une étude histopathologique. Huit coupes sont pratiquées sur le cerveau et deux sur le 

cervelet pour rechercher des signes macroscopiques et microscopiques de LEM. 
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2) Résultats 

2-1) Expdrimentation rats 
Le lot de fumonisine Bl utilisé dans les differentes expériences provoque la mort des rats 

après administration de 3 doses successives de 12 mg (400 mg/kg de poids vif). 

2-2) Expérimentation équine par voie orale 
Cette expérimentation a été arrêtt?e après 26 jours de traitement. Un total de 11,l g de 

fumonisine B 1 a éte administre à la jument ce qui correspond, selon les rendements que nous avons 

pu constater, à 22,2 kg de maïs fusarien. Les observations cliniques et les resultats des analyses 
sanguines ne r&elent aucune modification notable. 

2-3) Expérimentation équine par voie intraveineuse. 
Cette ‘seconde exp&imentation sur le même cheval s’est poursuivie jusqu’à l’euthanasie au 

18 ème jour. La fumonisine B 1 a été adm.inistn% a raison de 16 doses de 0,l mg/kg et de 2 doubles 

doses les deux derniers jours, soit un total de 680 mg équivalent à 1,36 kg de maïs artificiellement 
contamin& 

2-3-l) Observations cliniques 
Sur le plan clinique, nous avons pu noter des signes de subictere dès J5 qui restèrent ensuite ., .,: 

stationnaires. Une fonte musculaire notable au niveau des régions crurales s’observe bilatéralement, 
dès 512 puis s’amplifie jusqu’au sacrifice. Une raideur de l’arrière-train provoque rapidement une:. 

d&n&che particulière (extradeviation des post&ieurs). A J14, la jument refuse d’avancer, et montre 
des signes d’agressivité. Les trois derniers jours, la paresic des post&ieurs augmente; l’animal 
devient apathique, se tient la tête basse avec les postérieurs campes sous le corps, en se balançant 
lentement lateralement. A J17, la jument est trouvée couchée, son extrême faiblesse ne lui permettant 
pas de se redresser, Panimal est euthanasié puis autopsié. 

2-3-2) Pathologie chimique 
Les résultats des analyses biochimiques s&iques et de l’hématologie sont r@ertoriés dans le 

tableau 11. Ils sont en accord avec ceux d&rits par d’autres auteurs (36, 40). Les cinetiques 

ascendantes, observées jusqu’à 512 pour les paramètres s&iques ASAT, ALAT et Bihrubine totale, 
sont suivies d’une décroissance progressive et sont le reflet d’une affection hépatique mod&Ze (les 

valeurs des ALAT restant dans les limites de la normale), compensée progressivement. 
Les ALP, pr&entes principalement dans les cellules osseuses et musculaires, ainsi que les 

gamma GT, localisées essentiellement dans les cellules hépatiques et musculaires, montrent une 
augmentation r-&uliere jusqu’au sacrifice. Le paralh%sme existant entre ces deux cinétiques, ainsi que 
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l’élévation extrêmement forte des ALP semblent mettre en évidence une cytolyse des fibres 
musculaires. Ces résultats sont à corréler avec la perte de poids observée au cours de l’expéri- 
mentation (60 kg soit 17% du poids vif) et la fonte musculaire particulièrement marquée au niveau des 
cuisses. 

2-3-3) Examen macroscopique 

L’examen macroscopique, au cours de l’autopsie, n’a permis d’observer que des lésions 
bénignes sur les principaux organes, hormis dans le système nerveux central. Le foie a une coloration 
brun verdâtre; de petits foyers de fibroses et de p&ihdpatite sont visibles. Les méninges cér6brales 
sont entourees d’un liquide clair qui dénote la presence d’un œdème. Les coupes transversales de 
l’encéphale montrent des plages de coloration jaune distribuées de façon irr&ulière et bilatérale, des 
amincissements du cortex cérébral ainsi que de petites hémorragies dans la substance grise. Le 
cervelet et le bulbe rachidien ne montre pas de lésion tandis que la moelle epiniere est ponctuée de 

microhémorragies sur les sections transversales pratiqu&s (Ere cervicale, lère thoracique, lère 
lombaire). 

2-3-4) Etudes histo-pathologiques 
L’étude histopathologique du foie montre des lesions d’hépatite subaigüe discrète associée à 

une stase vasculaire. Au niveau du cerveau et de la moelle épinière, les lésions prédominantes 
observées comportent des plages d’œ&me, des hdmorragies p&ivasculaires, des foyers de gliose 
astrocytaire diffuse, disséminés et associés à des atypies des cellules gliales et a des foyers de 
spongiose non systématids. Ces lésions et la pr&ence de microgranules eosinophiles sont compa- 
tibles avec un processus de démyélinisation comme le suggèrent Marasas et coll. (NI), mais on ne. 

peut I’affirmer formellement dans notre cas, d’autant plus qu’aucun corps granulograisseux @actions 
lipidiques intramacrophagiques PAS+, secondaires à la dégradation de la myéline) n’a été observe. 
Ces lésions peuvent être soit la traduction morphologique d’une action directe de la toxine sur le 
tissus nerveux soit celle de troubles vasculaires. 

3) Discussion 

Cette exp6rimentation met en évidence trois atteintes principales : hépatique, musculaire et 
nerveuse. 

Aux doses administrées, la fumonisine B1 entraîne une h6patotoxicit6 mod6r6e et réversible, 

phénom&ne egalement observé lors des experimentations sur rats. 
La fonte musculaire, qui n’a jamais et6 signaSe dans la littérature, ne doit pas être un 

symptôme sp&ifïque de cette toxicose bien qu’un tel phénomène ait été aussi mis en évidence chez les 
rats. Il est vraisemblable qu’elle est secondaire aux atteintes du système nerveux central constatées. 



148 

Les r&ltats de ces deux experimentations sont r&mis dans les tableaux 12 et 13 avec les 
données de nos expériences pr&?dentes et celles effectuées par Marasas et coll. (40). 

Dans notre exp&imentation, la quantité de toxine extraite d’une culture de maïs est deux fois 
plus faible que celle donne par Marasas et coll.. Cette difference d’un facteur 2 se retrouve au niveau 
de deux expérimentations ayant induit des symptômes nerveux et hépatiques : d’une part l’adminis- 
tration par intubation stomacale.de 6,3 kg de maïs fusarien par Marasas et coll. d’autre part l’adminis- 

tration d’un extrait aqueux équivalent à, 14,7 kg de maïs fusarien par notre éQuipe. 
La quantitt5 de maïs Equivalente qui a eu5 nécessaire pour obtenir une LEM aiguë est, chez 

Marasas et coll. de 2,9 kg par voie orale et de 0,276 kg par injection intraveineuse de fumonisine B 1. 

De notre coté, les exp&imentations sur un même cheval (ce qui élimine la variabilite indivi- 
duelle qui est toujours possible dans de telles études), ne nous ont pas permis d’induire la LEM, ni 
d’obtenir de symptômes hepatiques, en administrant par voie orale une quantite totale de toxine pure 
16 fois supérieure a celle qui a été suffisante pour obtenir, par voie intraveineuse, une affection 
mortelle. 

Dans les deux reproductions exp&imentales de la LEM obtenues en Nouvelle-Cal&ionie, avec 
la même souche fusarienne, aucun des deux chevaux (l’un mort spontanément, l’autre euthanasie) n’a 
r&& de lesion de nécrose de la substance blanche. Ce fait peut être impute aux doses administrés, à 

la sensibilité individuelle des deux sujets d’expérience ou au delai écoule entre l’atteinte nerveuse 
centrale et la mort des animaux. Les lesions microscopiques du système nerveux central observées 
dans les deux cas sont cependant comparables. 

Les différents &ultats mettent en évidence que la fumonisine B1 joue un rôle dans la 

pathogénie de la IeucoencCphalomalacie 6quine, en particulier par son action hépatotoxique à fortes 

doses sur une courte période et par son action sur le système nerveux à des doses plus faibles mais 
plus nombreuses. Ils montrent aussi que la fumonisine B 1 ne peut être tenue comme seule mol&.tle 

responsable de cette toxicose et qu’elle doit être nécessairement associée à un (ou plusieurs) autre(s) 

facteur(s) existant dans l’extrait aqueux d’une culture de maïs contaminé par Fusurizun moniZifotme 

et permettant, par exemple, son assimilation par les voies digestives. 
Cette hypothèse peut être rapprochée de celle que nous avions formul& pr&demment, soit la 

pn5senc.e de deux complexes toxiques de differents poids mol&Aaires. 

La micromoniline, par son action sur le canal sodium, ou le composé agissant sur le canal 
potassium sont peut être aussi impliqués dans cette toxicose. 



Tableau 12 : Toxicité chez le cheval de cultures de F. moniliforme sur maïs. 

AGE, POIDS 
SEXE 

15 ans, 425 kg 
jument 

15 ans, 385 kg 
jument 

14 ans, 320 kg 
jument 

EXPERIMENTATIONS 

intub. stom.,2,5 @kg pdt 5 j + le 7 èmej 
Tot : 6,375 kg de maïs artificiellement 

contamint-? par F. moniliforme 

intub. stom., 1,25 glkg pdt 5 j + le 7 ème j. 
Tot. : 2,902 kg de maïs artificiellement 

contaminé par F. monilifonne 

intub. stom., extrait aqueux 
de maïs artificiellement contarnin~ 

4 doses équiv. 1,s kg, 2 à 1 kg et 9 à 0,75 kg 
Tot. : 14,75 kg 

SYMPTOMES 

euth. 1 lème j, apathie, inappétence, ictère et constipation 
bioch : augmentation de 57 à Jl 1, bilirubine totale : 163 
d ASAT : 2235 , GGT : 64, LDH : 2685 

atteinte hépatique sévère, leger œdcme du cerveau 

euth. le 12ème j., 1 h après les premiers signes, 
légère nervosité, parésie de la Evre iuf., ataxie locomotrice 

Bioch : ASAT : 340 de JS à 512; 
GGT : 22 de J9 à 512; LDH : 1088 à JlO 

légère atteinte hepatique, adènte modéré du cerveau 

ictère au 1 lème j., tachycardie et legers signes nerveux 
au 13ème j. Trouvée morte au 15ème j 

bioch : augmentation CPK : 394 ; 
ASAT : 1847; ALP : 432; GGT : 60,8; 

bilirubine tot : 177, conj. : 22,8 
atteintes rénale, hépatique, cardiaque et digestive, diagnostic LEM 

ASAT (SGOT) : aspartate amino-transférase (transaminase glutamique oxalo-acétique), > 100-300 < WL 
ALP : Phosphatases alcalines > 30-200 < WL; CPK : créatine phosphokinase > 100-200 < WL 
LDH : lactate déshydrogénase > 162-412 < UUL, GGT : gamma glutarnyltransférase > 5-60 < WL 
Bilirubine totale r 10-80 c moJ./L; Bihrubine conjuguée > l-7 < moJ/L 

REF 

(40) 

,I 

__---_- 

(122) 



Tableau 13 : Toxicité chez le cheval de la fumonisine B 1 

AGE, POIDS 
SEXE 

EXPERIMENTATIONS SYMPTOMES REF 

15 ans, 315 kg injection intraveineuse de fumonisine B 1 nervosité suivie d’apathie, refus marcher, incoordination, (40) 
jument 0,125mg/kgpvpdt5j+le7ème+le9èmej 

Tot. : 276 mg équivalent à 0,276 kg 
Par&ie de la lèvre inf. et de la langue, dyspnée; 

euth. le loème j, 2,25 j après l’apparition des symptômes; 
bioch. : legère augmentation ASAT (229 ) et GGT (22 ); 

rendement fumonisine B1 estime à 1 @kg lesions du SNC bilatérales, LEM au stade initial 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------~------------ 
11 ans, 340 kg administration par voie orale de fumonisine Bl 0 

jument 0,88 mg/kg pv pdt 17 j, 1,76/kg pv pdt 8 j bioch. : très légère augmentation des CPK (149) 
et 3,52 mg/kg pv pdt 1 j 

Tot. : 11,l g équivalent A 22,2 kg 

injection intraveineuse de fumonisine B 1 fonte musculaire au niveau des cuisses, Par&ie postérieure; (14% 
O,lmg/kgpvpdt17jet0,2mg/kgpvpdt2j 

Tot. : 680 mg bquivalent a 1,36 kg 
Julie tombe le 18ème j, euth. 3 h après; 

bioch. : ASAT : JO : 155; J12 : 1990,517 : 1015; 
ALAT : JO : 6, J12 : 39,517 : 14; 

rendement fumonisine B 1 estimé a 0,5 g/kg 

bilirubine tot. : JO : 12,7; J12 : 137,7; J17 : 103; 
ALP augm. jusqu’à 615, GGT augm. jusqu’à 50; 

cedème du cerveau, LEM au stade initial 

ASAT (SGOT) : aspartate amino-transférase (ttansarninase glutamique oxalo-acétique), > 100,300 < WL 
ALP : Phosphatases alcalines > 30-200 < WL; Bilirubine totale > 10-80 < mol/L 
GGT : gamma glutamyl-transf&ase > 5-60 < WL; 
ALAT (SGPT) : aJanine amino-transférase (transaminase glutamique pyruvique) > l-100 < WL 

ts; 
0 

. 
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Parmi les hypothèses susceptibles d’expliquer l’innocuité de la fumonisine B 1 administn5e par 

voie orale, nous avons envisagé le fait que cette molécule existe en milieu aqueux sous forme 

zwitterion et se trouve certainement sous forme ionisée NH3+ au pH acide de l’estomac. Une 

diffusion difficile à travers les membranes cellulaires empkherait son assimilation. 

Le derivé N ac&yl6 (fumonisine Al) qui est toujours pn?sent (aussi bien dans les cultures 

microconidiales que macroconidiales) et qui a aussi en5 isole par les sud africains (138) pourrait être 
l’agent responsable de la LEM. Avec sa fonction amide, cette molécule serait moins polaire dans 

l’estomac du cheval et le caractère liposoluble lui permettrait de diffuser à travers les parois 
stomacales. Une fois dans le sang, les amidases solubles dans le plasma ou dans le foie peuvent 
retransformer la fumonisine A1 en fumonisine B 1. 

Pour vérifier cette hypothèse, la fumonisine A1 a et6 administrée par voie orale à un cheval 

(150). Afii d’éviter de mener cette expkience à un terme fatal pour l’animal, nous avons seulement 
cherché a déceler la P&ence de la toxine dans le sang en suivant les paramètres enzymatiques. En 
effet, un métabolite absorbe par le tractus digestif emprunte la veine porte et passe par le foie 
(phénomène dit de premier passage hépatique); son action sur les cellules de cet organe doit donc 

pouvoir être emegistde. 

1) M&&iel et méthodes 

Les quantités de fumonisine A1 présentes dans les cultures effectuees étant trop faibles pour 
une expkimentation, nous avons du pn5parer la fumonisine A1 à partir de la fumonisine B 1. 

l-l) Transformation de la fumonisine B1 en fumonisine Al 

1-1-l) Essais d’acétylation sklective de l’amine 
. *avfa&-a m M 

La fumonisine BL est mélangée mole à mole avec du méthylthioacétate dans l’alcool. Le 

m&nge r&ctionnel est maintenu pendant 24 h B froid à 40 OC puis en chauffant à reflux et est suivie 

par chromatographie sur couche mine. Aucune modification n’est enregistrk 

On obtient l’amide sans toucher aux hydroxyles mais les acides sont transformes en esters 
méthyliques. 

Le spectre de RMN 13C n’est pas significativement différent de celui de la fumonisine A1 

sauf en ce qui concerne les carbones des acides propanetricarboxyliques dont les signaux apparaîssent 
aux mêmes f%quences que dans la fumonisine BL m&hoxyl&. 
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*p l’anhvdride acétiaue en milieu basiaue 
A environ 10 OC, 95 mg de fumonisine B1 sont dissous dans 1,5 ml d’H20 auxquels sont 

ajoutés 26,3 mg de NaOH solide. Après agitation, la solution devient limpide. On ajoute ensuite 
32 mg d’anhydride acétique. La solution est maintenue 1 heure au froid et la reaction est stoppée par 

adjonction de 0,038 ml d’acide acétique. La solution qui a un pH voisin de 3, est évaporée sous 
pression rt?duite. 

En chromatographie de phase inverse sur couche mince, avec le mélange éluant MeOH/H20 

7:3, le produit obtenu à un Rf de 0,6 et le produit de départ de 0,4. 
La structure de la fumonisine Al est v&if%e par RMN 1H et 13C dans CD30D. Le spectre 

RMN l3C est pr&enté sur la figure 34. 

l-l-2) Préparation de la toxine 
$3 g de fumonisine B1 sont isoles, pur&% par les methodes habituelles et transformes en 

fumonisine Al comme décrit ci-dessus. La fraction toxique est reprise par de l’eau distillee et répartie 

en 17 doses égales contenant 330 mg de fumonisine Al et 175 mg d’acetate de sodium. 
La fumonisine Al n’a pas été purifiée pour éviter une perte éventuelle de toxine. Le pH de” 

4,l dune dose toxique n’a pu modifier notablement celui du contenu stomacal du cheval. < ’ L .i 

1-2) Expérimentation équine‘ 
Une jument de 15 ans pesant 332 kg, préalablement vermifugée, est traitée chaque matin 

pendant 17 jours par administration d’une dose de toxine par voie orale. L’animal est nourri ad* 

libitum avec du fourrage vert et reçoit quotidiennement 1 kg de complément en granu.l&. 
A la suite de Texperimentation, l’animal a 6té garde en observation durant un mois. ,* 

l-3) Pathologie chimique 
Pendant toute la duree de l’exp&imentation, une prise de sang a été effectuée tous les jours 

afin de suivre l’évolution de certains paramètres h&natologiques et enzymatiques : aspartate amino- 
transférase (ASAT), phosphatase alcaline (ALP) et bilirubine totale (TBr). Par la suite, et durant un 
mois, les dosages ont été effectués de façon hebdomadaire. 

. . 
2) Résultatset 

Lors des trois pr&dentes expdrimentations @r.ines [administration par voie orale d’un extrait 
aqueux (expérience A) (chap B-2)* administration de la fumonisine B1 par voie orale (ex#rience B) 

puis ult&ieurement par voie intraveineuse à la même jument (exp&ience C) (chap G)l, la LEM a eté 
reprodtite expérimentalement lors des expériences A et C, dans les deux cas, elle a été pr&édee par 
des symptômes hépatiques décelés par les analyses biochimiques du s&um (tableau 14). 
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F@uie 34 : Spectre RMN 13C (125,76 MHz) de la fumonisine Al synthétisée, en solution 

dans CD30D (résolution 1,79 Hz/pt, 292 acquisitions) 
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Tableau 14 : Expérimentations @ri.nes 

Expérimentations Résultats Réf. 

Expérience A : Jument 14 ans, Ictère à J. 11, (122) 

320 kg; intubation stomacale d’un tachycardie et légers signes nerveux à J. 13, 

extrait aqueux de maïs morte a J.15. 
artificiellement contaminé par Biochimie : ASAT = max 1847; ALP = max 432; 

F. moniliforme. TBr=max 177 
L’équivalent de 14,75 kg de maïs Atteintes rénales, hépathiques, cardiaques, digestives 
moisi a été distribué sur 14 jours. et système nerveux central : diagnostic LEM. 

Marasas : Jument 15 ans, 315 kg; Nervosité suivie d’apathie, refus de marcher, parésie (40) 
injection intraveineuse de la lèvre inférieure et de la langue, dyspnée. 

de fumonisine B 1 Euthanasie J. 9 

Doses de 0,125 mg/kg de poids vif, Biochimie : ASAT = max 229. 

total administre = 276 mg Lésions du système nerveux central bilatéral, 
LEM au stade initial. 

Expérience B : Jument 11 ans, (149) 
340 kg; administration par voie orale Aucun symptôme 

de fumonisine B 1. 
Doses de 1,24 mg/kg de poids vif, Biochimie : néant 

total administre = 11,l g 

Expérience C : même jument que Fonte musculaire au niveau des cuisses, (149) 
pour l’expérience B un an plus tard, Par&ie postérieure, 

administration par voie intraveineuse chute à J. 18, euthanasie. 
de fumonisine B 1. Biochimie : ASAT = max 1990 à 5.12; 

Doses de 01105 m@g de poids vif, ALP = max 615 a J.15; TBr = max 137,7 à 5.13. 
total administre = 680 mg oedème du cerveau, diagnostic de LEM 

Expérience D : Jument 15 ans, (1501 
332 kg; administration par voie orale Aucun symptôme ’ 

de fumonisine Al. 

Doses de 1 mg,!kg de poids vif, Biochimie : néant 

total administre = 5,61 g 
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La pkente expérimentation visait à détecter, en suivant les cinétiques de certains paramkes 
biocbimiques, le passage dans le sang de la toxine administré par voie orale (expkience D). 

Trois marqueurs ont éte analyses quotidiennement; les ASAT (figure 35) et la bilirubine totale 
(figure 36) qui signent des affections hépatiques et dont les cinkiques étaient ascendantes pour les 
expériences A et C; les ALP (figure 37), dont les taux avaient aussi augmenté pour les deux juments 
ce qui semblait être le signe d’une cytolyse des fibres musculaires. 

Les doses journalières. de fumonisine A1 utilisées (330 mg) sont proches de celles de 
fumonisine B1 (300 mg) administrees également par voie orale lors de l’expérience B et 10 fois 
supérieures à celles de fumonisine BL (34 mg) injectées par voie intraveineuse à la même jument 

(expérience C). Les doses exprimees ici pour les expériences B et C ne tiennent pas compte d’un 
éventuel effet cumulatif car elles furent r&lis&s à un an d?ntervalle. 

Aucun symptôme nerveux ou hépatique n’a été observé après administration de 5,6 g de 
fumonisine AL à la jument traitée (expérience D). Les param&res hematologiques et enzymatiques 

n’ont pas varies de-façon notable tout au long de l’expkimentation (figures 35,36 et 37). 
Notons que, par voie intraveineuse, un total de 306 mg de fumonisine BL ont suffi pour 

déclencher l’accroissement des enzymes hepatiques et qu’il a fallu au total 680 mg pour obtenir des 

symptômes nerveux et la mort de la jument de l’expérience C, Marasas et coll. (40) de leur coté ont 
reproduit la LBM associée à une très legère atteinte hépatique, par injection intraveineuse de 276 mg 
de fumonisine Bl. 

L’administration par voie orale d’une dose globale de fumonisine A1 18 fois supérieure a la 
dose de fumonisine B 1 administree par voie intraveineuse n’a donc pas permis d’induire une reaction 

biochimique notable. 

Ce msultat est à rapprocher de celui obtenu avec la jument (expkience B) qui a ingéré 11,l g 
de fumonisine B1 (soit 36 fois la dose intraveineuse nécessaire à l’obtention des signes hépatiques) 

sans résultat. 

Cette expkience a été menee sur un seul individu et sa sensibilité à la LEM n’a.pas été 

vérifiée, comme cela fut le cas pour l’administration par voie orale puis par voie intraveineuse de la 
fumonisine B1 à la même jument (exp&ience B et C) (chap. G) 

3) Conclusion 

L’hypothèse selon laquelle la fumonisine A1 plutôt que la fumonisine B 1 serait naturellement 

impliquée dans la pathogenie de la leucoenc6phalomalacie @rine ne semble pas pouvoir être retenue. 

La théorie avancée au chapitre précédent (l’existence d’un autre facteur nécessaire à 
l’expression de la toxicité de la fumonisine) reste donc envisageable. 
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Figure 35 : Cinétiques des aspartates aminotransférases (ASAT) pour les 4 expérimentations équines;. 
+ Expérience A, H Expérience B, 0 Expérience C, 0 Expérience D, t Mort de l’animal. “- 

Valeurs limites : > 100 - 300 < UX/L ,::$$ ‘< 
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Figure 36 : Cinétiques de la bihubine totale (TBr) pour les 4 expérimentations équines; 
+ Expérience A, H Expérience B, CI Expérience C, 0 Expérience D, t Mort de l’animai. 

Valeurs limites : > 10 - 80 c pmol/L 
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Figure 37 : Cinétiques des phosphatases alcalines (ALP) pour les 4 expérimentations équines; 

+ Expérience A, n Expkience B, CI Expérience C, 0 Expérience D, t Mort de l’animal. 
Valeurs limites : > 30 - 200 < UI/L 
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1) CONCLUSION 

De nouvelles mycotoxines, les fumonisines (ou macrofusines) ont été isolées à partir de 
cultures sur maïs de souches de Fusarium monilifonne . 

Leur biosynthèse dépend de la forme physiologique du champignon (macroconidiale ou 
microconidiale) qui, elle même, est dépendante du taux d’humidité du substrat. 

La Résonance Magnétique Nucl&im a permis d’etablir la structure de ces composes. 
Leur responsabilite dans la pathogénie de la leucoencéphalomalacie kquine a été confmee 

expérimentalement. 

Ces resultats, ainsi que ceux obtenus paralli9ement par les sud africains, sont à l’origine d’un 
regain d’intérêt par les américains pour les mycotoxines de F. monilifomte , en particulier pour les 
fumonisines. De nombreuses équipes se mobilisent pour cerner rapidement toutes leurs actions 
nocives sur les plantes, les animaux et les hommes. D’ores et déjà, il est prouvé qu’elles sont 
impliquées dans la LEM, les œd&nes pulmonaires aiguës chez les porcs ainsi que dans des toxicoses 

chez le poussin; elles semblent également avoir des proprietes carcinogéniques. 
Des études pr&minaires ont montre la présence de ces mycotoxines dans le maïs amdricain. 
L’USDA (United States Department of Agriculture) organise des symposiums pour alerter les 

cér6aliers mais aussi pour acquérir un “leadership” sur les futures recherches. 

Beaucoup de domaines restent a explorer, qui concernent en particulier : 
- le potentiel toxique.des fumonisines; 
- le mode d’action de la fumonisine B 1 dans la pathogénie de la LEM. D’autres facteurs sont 

sans doute nécessaires à l’expression de sa toxicité, le cyclonkodiol (ou micromoniline) qui a une 
action sur le canal sodium, y joue peut-être un rôle; 

- l’etiologie du développement des formes physiologiques toxiques, en particulier l’existence 
éventuelle d’un d&erminisme génétique contrôlant leur évolution; 

- la relation entre le niveau de contamination au champ par F. moniliforme et le taux de 
fumonisine B1 dans les échantillons de nourriture ainsi que celui produit par les isolats; 

- la mise au point d’un système de d&ection simple et rapide de la mycotoxine, 
- la recherche d’un système de détoxication ou de résistances gén&iques à Fusarium 

moniliforme chez le végétal. 
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Adénofibrome ou fibrome : tumeur développée aux dépens des éléments d’une glande, le 
tissu conjonctif évoluant suivant le type fibreux. 

ALAT : Alanine amino-transférase, aussi dénommée SGPT, transaminase glutamique 
pyruvique; enzyme sous l’influence de laquelle s’effectue les transaminations. Elle se trouve dans le 
foie et les muscles squelettiques. 

ALP : Phosphatase alcaline; enzyme lib&ant les phosphates inorganiques insolubles par 
hydrolyse des phosphates organiques. Son taux sanguin est plus élevé pendant la croissance, et au 

cours de certaines maladies osseuses et hépatiques. 

Anorexie : perte ou diminution de l’appétit. 

Arthrite : inflammation aiguë ou chronique des articulations. 

ASAT : Aspartate amino-transférase, aussi dénommée SGOT, transaminase glutamique 
oxalo-acétique; enzyme sous l’influence de laquelle s’effectue les transaminations. Elle se trouve 

surtout dans le myocarde et aussi dans les muscles squelettiques, le cerveau, le foie et le rein. 

Bilirubine : pigment biliaire provenant du catabolisme de l’hémoglobine, elle existe sous 
forme conjuguée et non conjuguee. L’augmentation de leur taux est signe d’affect-ions hemolytiques 
ou intra-hépatiques. 

Carcinome hépatocellulaire : cancer primaire au niveau des cellules du foie, tumeur 

épith&ale maligne. 

Carcinome ductulaire : cancer primaire au niveau des petits canaux biliaires, tumeur 
épith4iale maligne. 

Caryorrhéxie : éclatement du noyau de la cellule en débris basophiles; stade de mort du 
noyau succédant B la pycnose. 

Cholangiocarcinome : tumeur des voies biliaires extrahepatiques (canal cystique). 
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Cirrhose : nom donné à plusieurs affections hépatiques ayant toutes pour caractère commun 
“la prolifération du stroma conjonctif suivant un certain type anatomique et physiologique”. Cette 
prolifération conjonctive peut s’accompagner de differentes modifications des cellules. 

CPK : Creatine phosphokinase; enzyme dont le taux dans le sérum sanguin Mève dans tous 
les cas d’atteinte musculaire.; cependant les lesions du système nerveux central sont parfois 
reconnues B l’augmentation de leur taux. 

Crypte : çavite de forme irr@ulière à la surface d’un organe. 

Démyélinisation : disparition de la gaine de myéline qui entoure le cylindraxe d’une fibre 

nerveuse. 

Entérite : inflammation de la muqueuse intestinale. 

Eosinophile : variétés de leucocytes remarquables par leur gros noyau polylobé et leurs 
grosses granulations faciles a colorer avec l’éosine. On les rencontre dans le sang, dans l’expec- 
toration des asthmatiques et dans différentes sécrétions pathologiques. Signe d’hypersensibilité 
immédiate, allergie. 

Fibroblaste : cellule fusiforme provenant des cellules conjonctives en voie de prolifération. ’ 

Fibrose : transformation fibreuse de certaines formations pathologiques et en particulier des 
cavernes pulmonaires. 

GGT : Gamma glutamyltransférase; enzyme présente principalement dans les cellules 
hépatiques et musculaires. 

Gliose : prolif&ation du réseau nevroglique. 

Hyperplasie nodulaire : formation d’un tissu pathologique aux dépens d’un tissu sain; 
développement localisé du foie (stade pr&n&eux). 

Hyperplasie cellulaire basale : concerne la muqueuse de l’œsophage, couche la plus 
profonde de l’épithélium (stade p&anct?reux). 

Ictère : coloration jaune de la peau et des muqueuses, qui révèle la P&ence de pigments 
biliaires dans les tissus. 
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Infarctus du myocarde : nécrose dune partie du muscle cardiaque privée d’apport 
sanguin, presque toujours a la suite de la thrombose d’une artère coronaire. 

Leucopénie : diminution du nombre de globules blancs (leucocytes) contenus dans le sang. 

LEM : leucoencéphalomalacie. 

Lymphocytose : prknce de lymphocytes dans un liquide de l’organisme. 

Nécrose : mortification des os et des cartilages. On étend parfois cette dénomination à la 
mortification des autres tissus. 

Néoplasie : formation d’un tissu nouveau dont les éléments se substitueraient à ceux d’un 
tissu ant&ieur sans rien leur emprunter. Terme gén&al pour cancer, lesion maligne. 

Neutrophilie : les neutrophiles jouent un rôle dans l’inflammation en phagocytant les 
matières étrangères et en d&uisant les bactkies. Les causes de neutrophilie comprennent l’exercice, 
les infections localisées et g&&alisfSes, le stress, les intoxications par les m&aux lourds et l’adminis- 

tration de corticostkoïdes. 

œdème : infiltration séreuse de divers tissus et en particulier du tissu conjonctif du revêtement 

cutané ou muqueux. 

Pancytopénie : diminution du nombre de tous les éléments figures du sang (globules 
rouges, globules blancs, plaquettes). 

Pétéchies : petites taches rouges dues à des microhtkorragies. 

ProtGmrie : pr&encc de protéine dans l’urine provenant du s&um sanguin (albumine, 

globuline), des voies excrkices urinaires ou des tissus (histurie). 

Pycnose : altération du noyau de la cellule qui se présente sous la forme dune masse 

condensée homogène. 

R&iculocyte : hématie granuleuse. 

Radiomimétique : se dit d’une substance dont l’action est identique à celle des rayons. 



165 

Splénique : qui a rapport avec la rate. 

Stase : arrêt ou ralentissement considérable de la circulation ou de l’écoulement d’un liquide 

de l’économie. 

Stéatose : Esion consistant dans l’envahissement des élkments anatomiques d’un tissus par 

des graisses neutres (triglycérides : esters d’acides gras et de glycérol). 

Tachycardie : accélération du rythme des battements cardiaques. 

Thrombose : formation d’un caillot dans un vaisseau sanguin ou dans une des cavités du 
CD3.U. 
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l .  

1) Métabolites smu&muUs de F. 
. moniliforme ou kGlbberella fyLr “kuro( 

l-l) Diterpénoides du groupe (-)-kaurane 

Ce sont des interm&iaires biosynth&iques des gibb&Uines. A partir de cultures liquides, ils ont &? 
isol& soit des cellules du mycélium, soit du Ntrat de culture (115,151). 

/ 
. 
-m 6 

18 49 

R=Me Al6 : (-)-kaurène-16 

R=Me Al5 : (-)-isokau&ne-15 

R=Me : hydmxy-16 kaurane 

R=CHO : hydroxy-16 (-)-kaurawcarbaldehyde-4 

R=COOH : acide hydn>xy- 16 (-)-kauranecarboxylique4 

Rl=Rz=H, R3 = Me, Rq=Rg=H : hydmxy-7 kaun?nolide 

Rl=OH, Rz=H, R3=Me, Rq=Rg=H : dihydmxy-1,7 kaun%olide 

Rl=H, Rz=OH, R3=Me, Rq=Rg=H : dihydroxy-3,7 kaun%olide 

Rl=Rz=H, R3=Me, &=OH, Rg=H : dihydmxy-7,ll kauholide 

Rl=Rz=H, R3=CH2OH, Rq=Rg=H : dihydmxy-7,18 kauholide 

Rl=Rz=H, R3=Me, Rq=H, Rg=OH : dihydroxy-7,13 kaurbolide 
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R=CHO : fujenal 

R=COOH : acide fujénique 

Les gibbkllines, hormones de croissance des plantes isol&s de G. fujikuroi, sont des acides 

diterp6niques avec le squelette gibbkllaue. 

COOH 

squelette gibb&ellam acide gibbérellique : g&l~&lli.ne A3 

1-2) N-jasmanoglisoleucine 

De G. fijikwoi (115) 

et N-dihydrojasmonoylisoleucine. 

N-jasmanoylisoleucim Ndihydmjasmanoylisoleucine 
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1-3) Cyclonérodiol 

De G. fijikwoi ( 145) 

I-4) Acide hydroxy-10 fusarique (ou acide fusarinolique) 

De G. fijikwoi (115) 

OH 

l-5) Acide hydroxym&hyl-5 furanne carboxylique-2 

De G.jüjikuroi (115) 

1-6) Stérols 

Trois C28 st&As ont &4 isolds (151) ainsi que l’ergostko~(152). 

I 

Ho Jgpv l . . - 
OH 

OH 



HO 
6 

épidioxy Sa,8cc ergosth-ul 

HO 

epidioxyJa$a ergosta triene-6$(11),22 01-36 one- 

EkgOstérol 

l-7) Acides gras 

Les acides laurique, myristique, oNque, asklaique, subkique (151), palmitique, stéarique, linolhque 
(15 1,152), caprique (152) ont éti isolds ainsi qu’un nouvel acide, l’acide 0x0-4 dodkanediotque (15 1) 

COOH 

acide oxo-4 dodtkanedioïque 
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l-8) Pigments 

Des pigments rouges de type naphthoquinonique et anthraquinonique ont été isoles (115153,154). 

La 0 méthyl-8 bostrycoïdine (diméthoxy-6,8 hydroxy-5 méthyl-3 axa-2 anthraquinone) étant le principal 

pigment des cultures de F. monil~orme (153). 

OH 

CH,0 

0 méthyl-8 bostrycoïdine 

CH30 

wH3 

R=H : 0 méthyl-8 fusarubine 

R=Me : 0,O dim&hyl-3,8 fusa~bii 

HO 

0 démethyl deshydro-3,4 fusarubine 

CH30 

I 0 
OCH3 

R=O : 0 m&hyl-8 javacine 

R=H, OH : 0 methyl-8 solaniol 

Les pigments de type naphthazarine ont un effet antibacthien sur les gram+ (154). Ils ont aussi des 

propriétés antifongiques, insecticides et phytotoxiques. Leur pouvoir ch&tant des métaux entraîne l’inhibition 
de certaines rdactions enzymatiques (116). 

La bikav&ine (C20 H14 08) a été isole de maïs inocule avec des isolats de F. moniüform impliques 

dansdescasdeLEM(60) 
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OH 

CH30 OR 

OH 

R = Me : bikaverine, lycopexsine, passiflorine ou mycogenine 

R = H : norbikaverine 

1 . 
2) &lvcotoxinesisoléesdautresesnèces de Fus- 

2-1) Trichothécènes 

Les trichoth&ènes appartiennent a une classe de métabolites secondaires ayant une structunz bien 

définie. Ils ont étt5 isol& principalement de cultures de diffkents genres de champignons (Trichothecium, 

Fusarium, Gibberella, Myrothecium, Cephalosporium, Stachybotrys, Cylindrocarpon, Verticimo- 

nosporium...) et dans quelques cas, de plantes supkiewes (Bacchuris ) (155,156). 

2-l-l) Structures 

Ce sont des sesquiterpènes avec un squelette tétracyclique époxy-12,13 trichothecène-9. Le cycle 

@oxyde est la partie structurale la plus sp&iIïque de ce groupe de mycotoxines (157,158). 

Suiivant les auteurs, ils peuvent être &P~I& selon les deux groupes suivants (158,159,160) : 

R@H, R2=oAc, R3=OAc, Rg=H : diau?toxysci@nol 

Rl=OH, R2=OAc, R3=OAc, R+XIQHg : T2 toxiw (fusariotoxine 12) 

Rl=OH, R2=OAc, R3=OAc, Rg=OH : néosolaniol 

R@H, R2=OH, R3=OAc, Rg=ococqHg : HT2 toxine 

OCOC,H9 = OCOCHz - CH 
/CH9 
\ CH3 
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R@H, R2=OH, R3=OH, &OH : nivalkol 

Rl=OH, R2=OAc, R3=OH, Rq=OH : fusar&one-X 

R@H, R2=OAc, R3=OAc, Rq=OH: diac&oxy-4,15 nival&ol 

Rl=OH, R2=H, R3=OH, Rq=OH : d6oxy-4 nivalenol 

ou selon la pr&ence ou l’absence d’une fonction oxygénée en position 8 (156) : 

Rl R2 R3 R4 Rl R2 R3 R4 RS 
diac&oxyschp&ol H OAC OPE OH T2t&aol OH H OH OH OH , 

hichodennine H H OAc H n&solaniol OH H OAc OAc OH 
scirpentriol H OH OH OH T2toxiw OCOC4H9 H OAc OAc OH 

lTQt.oxine ’ H OAc OH OH 

2-l-2) Isolement et purification 

Divers solvants d’extraction et différents systèmes de fractionnement sont employés eu egard à la 

diversité de polariu? de ces molecules (16l., 162,163). 

2-l-3) Dbtection 

Elle peut &e soit chimique (94,114,164), soit biologique. 

Chimiquement, ces principes toxiques sont déceles par chromatographie sur couche mince avec 

plusieurs systemes de solvants et visuah& sous lumiere visible ou UV à 360 mn, apri$s pulv&isation avec 20 

% d’acide sulfurique et chauffage a 100°C pendant 10 a 20 min (110, 111, 160), par détermination 
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spectrodensimétrique (165), par chromatographie liquide à haute performance (166), ou par chtomatographie 

en phase gazeuse (167) &entuellement associée a la spectrom&ie de masse (168). 

Biologiquement, leur pr&ence peut être mise en évidence par test dermonécrosant sur la peau de rats 

ou de lapins (62,70, 169), par test d’inhibition de la germination du pollen du tabac (80), par l’examen de 

l’effet inhibiteur sur la synthese ptoteique des t&iculocytes de lapin (87, 160). par la détection histologique 

d’effets radiomimétiques chez la souris (160) ou le singe (45) ou bien par radioimmunoessais avec un 

anticorps spécifique pour la T2 toxine (170). 

Les espèces de Fusariwn connues pour produire un ou plusieurs trichoth&nes, ou dériv&, sont F. 

tricinctum, F. sokani, F. roseum, F. nivale, F. oxysporum, F. lateritium, F. rigkiiuculum, F. episphaeria, F. 

sporotrichioides, F. pose, F. graminearum, F; acuminutum, F. equiseti, F. semitectum, F. hetfrosporum, F. 

culmorum, F. scirpi, F. diversisporum, F. s&ucinum, F. anguioides (65, 68, 79, 156, 159, 160, 169, 

171, 172, 173) et F. morùlifonne (114). La production de ces m&abolites par cette demiére espike est 

incertaine; en effet, un seul rapport de Ghosal et coll. mentionne la production de diau?toxyscirp&ol et de T2 

toxine par un isolat indien, mais il n’a pas Bté confirmé, alors que d’autres auteurs n’en ont pas decele dans 

leurs isolats (7,93,96,160,174). On peut cependant mentionner les effets toxiques obtenus par Joffe et coh. 

dans le test de dennonéctose sur peaux de lapin avec 74 sur 85 isolats ismeliens (63) et ceux obtenus par 

Vesonder et CO~L avec des isolats de F. monilijbrme associ& 2 des cas de LEM de Caroline du Nord (la T2 

toxine et la vomitoxine n’y turent pas décelées) (60). 

2-l-4) Toxicité 

Les trichothdc&w sont les plus puissantes “petites” mol&ules parmi les produits nahuels qui inhibent 

la synthese protéique dans les cellules eucaryotes (88,168,160,175). La cytotoxicitd de la iüsarénone X sur 

les cellules HeLa est de 0,32 pgAcg (163). 
Ils peuvent aussi avoir un effet immunosupprweur (176,177). 

La plupart de ces composds possède une activiu? antifongique. Par exemple, la trichothécine (isol& de 

Trichothecium sp ) est utW& dans le traitement des graines de coton (158). 

La toxicit6 des trlchoW&nes sur les titiculocytes de lapins et les souris est mpr&entt$ dans le tableau 

suivant : 

DJ50 dans les r&iculocytes DL50 sur souris m&s 

wm3 

TypeA 
T2toxine 

DAS 

Ilt5OSOhliOl 

HT2toxine 

0,03 592 _ 

0,03 23 

0.3 145 

0.03 9 
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TypeB 
niValén 3 491 
fusankone X 093 3,3 (163) 

dia&.oxynival&lol 0,l 9.6 

Pour la ‘I’2 toxine, la DL50 est de 4 mg,kg chez le rat et la truie (178) et de 1,75 mg/kg chez le poussin 

de 1 jour (79); pour la diac&oxyscirpt+nol, elle est de 0,75 mg/kg chez le rat par voie intrap&iton&le et de 

7,3 mg/kg par voie orale (77); l’HT2 toxine enregistre une DL50 de 6.25 mg/kg chez le poussin de 1 jour 

(79). 
L’effet demronécrosant sur peau de lapin est t&s important. La T2 toxine a une dose efficace moyenne 

inférieure a 0,16 w et celle de la HT2 toxine est comprise entre 0,16 et 0,32 pg. (79). 

Les trichothecenes sont aussi fortement phytotoxiques (77,75,79). 

Les effets induits exp&imentalement par la l2 toxine chez les animaux, en aiguë ou en chronique sont 

locaux et systémiques. Parmi les effets aiguës, les problémes hémorragiques et gastro-intestinaux 

predominent. Les rongeurs qui survivent au traitement plusieurs mois développent des lésions 

cardiovasculaires et des tumeurs @énignes ou malignes) de l’estomac, du duodénum, du pancr&s et du 

cerveau (166). Sur le singe, en administration chronique de T2, toxine, des effets radiomimétiques sont 

enregistres avec une pancytop&ie progressive et fatale (45). Chez la souris de tels effets (degénerescence 

cellulaire et caryorrhkxie des cellules en division) sont visibles sur le thymus, la moelle epiniere, le petit 

intestin, les testicules et les ovaires (160). Les camcteristiques biochimiques d’un empoisonnement par la T2 

toxine sont une baisse des protéines du s&um, du foie et du thymus, une rdduction de l’activit6 de quelques 

enzymes hépatiques et du sérum, et une activation des enzymes du thymus (172). 

Le groupe estétié en C8 de la T2 toxine peut &tm essentiel dans l’action carcinogénique, en analogie 

avec les alcaloïdes pynolizidine ht@mwciig&iques (179). 

En 1972, aux Etats Unis, il a été montre que l’empoisonnement d’un troupeau de bétail laitier était 

associé à l’ingestion par les animaux de maïs contaminé par la T2 toxine au taux de 2 mg/kg.‘Les lésions 

obsenks comprenaient des plages hémorragiques et des nkroses des muqueuses (178,180). 

La vomitoxine (d6oxy-4 nival&ol) provoque un refus de nourriture et des vomissements chez les 

porcs, entramant une baisse de poids importante de l’animal (64,65,181). 

Une souche de F. sporotichioides , isoltk d’un millet associé B une aleucie toxique alimentaire (ATA) 

humaine en Russie, a étd reconnue comme extrêmement productrice de trichoth&i%es QZ toxine : 1,3 g/kg de 

mai3 en culhm) et surtout beaucoup plus pmductrice que d’autres isolats & F. pose ou de F. sporozrichioides 
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de Russie et de F. sporotrichioides var. poae des U. S. A. Il est donc possible que la T2 toxine soit 

responsable de cette maladie qui, entre 1942 et 1947, provoqua la mort dans certaines collectivités russes de 

plus de 10 8 de la population (109,160,167,169,182). 

Les trichothécénes sont impliqués dans la mycotoxicose des animaux de ferme, mais aussi des 

humains, à tel point qu’ils ont éti utilis& comme anne chimique en Asie du Sud-Est (183,184). 

Par contre, l’absence de production de T2 toxine, de diac&oxyscirpénol et de vomitoxine par des 

isolats de F. moniliforme provoquant la leucoencéphalomalacie équine (60) et des phdnomènes d’hdpato- 

carcinogénicité chez le rat montre que les trichothécènes IE sont pas responsables des pathologies provoquées 

par ce champignon (93). 

2-2) Wortmannine 

Isok? de F. oxysporum et F. sambucinum (185). 

Cette toxine (déjà isol& de Penicillium wottmannii et h4yroMciwn roridum ) provoque des effets 

toxiques chez le rat comme le refus de noutiture, la perte de poids, des hémorragies dans l’estomac, les 

intestins, le coeur et le thymus, pour aboutir a la moti 

2-3) Butholide (ac&amido-2 dihydm-25 0x0-5 furanne ou acide aMamido-4 hydroxy-4 buténoïque-2 c- 

l-1 
Isol4 de F. equiseti (186) et de F. nivu& (187) 
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.Ce composé a une DL50 (souris) de 43 mgjkg en intrap&itont%Ie et de 275 mg/kg en per OS . Il 

provoque un effet dermoticrosant sur la peau de lapin ou de souris. En chronique, les souris developpent des 
pétéchies hémorragiques, des inflammations gastriques, des ul&es gastriques et cesophagiques (98). 

2-4) Poadfusarine et sporofusarine 

Isol& de F. puue et F. sporotichiuti,s (115,182) 

0 

8 

I 
0 

gluc 
I gluc 
I 

rib 

poaefusarine (xyl : xylose) sporofusarine (#UC : glucose; rib : rihose) 

Ces m&abolites ont 6té iwimin& dans l’aleucie toxique alimentaire en URSS, mais ces r&ultats ont 

été remis en question (109). 

* 
2-5) Ipoméanol-4 

de F. javanicum (115). 

Cette mycotoxine provoque des ced&mes et des effusions pleurales chez la souris. 
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2-6) Fusarochromanone 

De F. roseum (188). 

Elle provoque une dyschondroplasie chez la poule et tiuit le pouvoir dklosion des oeufs fécondés 

(188, 189). 

3) Métabolites d’a&res e@x~ de Fusurium, 

3-1) St&roIs 

Outre des ~~&DIS comme le l3 titostérol, le camphestdml, le stigmastérol et l’ergostéml, il a étt! isolb un 

nouveau st&A de F. sporotrichioides 921, qui avait Bté assoc% a une aleucie toxique alimentaire (190). 

3-2) Dérivés de la zkalénone 

DeGibberelkazeue (115) 

1,. 
HO 
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0 
HO 

formyl-5 ZéaralQom 

déhydro-7’,8’ zéaral6~ne 

HO 
0 

De F. graminearum (191) 
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3-3) Apotrichothécènes (dihydroxy-3a,l3 apotrichothécène-9) 
De F. roseum (171) 

H 

OH 

dihydroxy-3uJ3 apothichotM&ne 

samhucoine SambUcinol 

3-4) Culmorine et son dérivé cétonique. 
De F. rosem (171) 

& H 

OH * 

H 
4 

0 

3-5) Antibiotiques. 

LL 1272 de Fusurium sp. (115,192) 

R 
R=H ou OCOC% 
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OH 

R=HouCI 

R R=H OUU 

L’enniantine C de F. ticincm (193) qui est aussi un inhibiteur de la croissance de plantes. 
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L’t?quist5tine de F. equiseti (194) et la lycomarasmine de F. lycopersici (115). 

HOOC 

Clsb 
COOH 

HOOC x N 
H 7 

HOH2C 

H2N 
0 

c?quMtine lycomamsmine 

La fosfonochlorine ho& de F. avenaceum , F. oxysporum et F. rricinctum a un effet antibiotique 

avec formation de sphé~~phstes (195). 

OH 

)y OH 

cl 
7-f 

1 

0 
0 

fosfonochlorine 

Des pigments naphhquinoniques liés à la fhrubine et ayant de 16gères activités antibacthiennes ont 

aussi été ix&% de F. sdmi (196). 

3-6) Acide achamido-4 buthe-2 oique 

De F. graminearum (115) 
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3-7) acétyi-2 quinazolinone-4 

De F. culmorwn (115) 

3-8) Cyclonérotriol. 

De F. culmonun (115) 

OH 

HO 

3-9) Hydroxy-4 myoporone 

De F. sohti (115) 

3-10) Dérivés des phytoalexines 

De F. solani (115) 

HO 
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3-11) Fusamarine 

De Fusarium sp. (115) 

HO 

3-12) Isocoumarines 

De F. Zarvarum . Ils ont des propriétés insecticides (197). 

\ 
n propyle 
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