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Chapitre 1 : Introduction

Le secteur porcin fait partie des trois principales productions animales au Canada. Ce secteur est
trés important au pays puisque le Canada est le troisieme pays exportateur de viande de porc et
est reconnu pour la qualité de ses produits. Pres de 64 % de la production de porc au Canada est
exportée (AAC, 2015; Canada porc international, 2018). Le Québec, 1’Ontario et le Manitoba
sont les principales provinces productrices et exportatrices (CDPQ, 2015). Le Québec a lui seul
produit prés de 7 millions de porcs par année (CDPQ, 2015). Les produits du porc sont
principalement exportés vers les Etats-Unis, la Chine et le Japon (Canada porc international,
2017). Les ventes annuelles se rapportant a 1’exportation de porc au Canada se chiffrent a plus de
2,6 milliards de dollars (AAC, 2015)

Ceci dit, la productivité et la compétitivité du secteur sont sur la corde raide. En effet, plusieurs
enjeux dans le contexte actuel peuvent venir ébranler le succés du pays. Notamment, la
problématique des mycotoxines dans les grains fait partie des enjeux auxquels la production
porcine doit faire face. Dans 1’est du Canada, certaines mycotoxines sont présentes dans les grains
a cause de la contamination de ceux-ci par des champignons, qui sont favorisés dans les climats
tempérés et humides que 1’on retrouve au pays. La FAO (2016) estime qu’environ 25 % des
grains produits annuellement sont contaminés par les mycotoxines. Le porc étant une espece trés
sensible aux principales mycotoxines retrouvées dans les grains, leur santé et leurs performances
de croissance ou reproductives peuvent étre réduites lors de I’ingestion de ces toxines (Goyarts et
Dénicke, 2005; Kanora et Maes, 2009; Wu et al., 2015; Pierron et al., 2016). Cette situation
engendre donc des pertes économiques importantes pour le secteur des grains, mais aussi pour le

secteur porcin.

Le principal aspect sur lequel il faut se concentrer pour rester compétitif est la réduction du codt
d’alimentation, qui est la charge la plus importante des entreprises porcines (Les éleveurs de porc
du Québec, 2015). Pour ce faire, les programmes alimentaires doivent répondre plus précisément
aux besoins des animaux tout en étant moins colteux. La valorisation des ressources est donc
importante afin de réduire cette charge. L’utilisation de grains de moindre qualité, qui sont
parfois plus a risque d’étre affectés par les mycotoxines, pourrait permettre une réduction du colt
d’alimentation, si les performances de croissance ne sont affectées. 1l s’agit donc d’une solution
envisageable, mais encore difficilement applicable dans le domaine porcin, vu la sensibilité des

animaux aux mycotoxines. Une bonne compréhension de ’effet des mycotoxines, principalement



le désoxynivalénol, qui compte parmi les mycotoxines les plus présentes dans les grains en

Amérique du Nord, est un premier pas pour controler ses effets négatifs (Pinotti et al., 2016).

De plus, pour valoriser les grains contaminés et afin de réduire 1’impact négatif des mycotoxines
sur les animaux, plusieurs cherchent une fagon de rendre la toxine moins dommageable pour
I’animal en empéchant, par exemple, son absorption par 1’utilisation d’additifs anti-
mycotoxiniques. Les chercheurs et les compagnies de suppléments cherchent donc le produit
idéal qui permettrait a I’industrie de pouvoir utiliser les grains et les sous-produits céréaliers
contamineés par les mycotoxines et de les valoriser en alimentation animale, sans avoir a subir les
baisses de performances présentement observées. Ces produits, en plus d’amenuiser les effets de
la toxine sur les performances de croissance, ne doivent toutefois pas interférer au niveau de la

disponibilité des nutriments dans les moulées contaminées.

L’objectif de ce travail est de connaitre ’effet du désoxynivalénol et d’un produit anti-
mycotoxinique sur la digestibilité chez le porc. Une revue des connaissances actuelles sera
d’abord effectuée afin de recenser les effets de cette mycotoxine chez le porc et au niveau de son

systéme digestif.



Chapitre 2 : Revue des travaux antérieurs

2.1. Les mycotoxines

La FAO (2016) estime qu’environ 25 % des grains produits annuellement sont contaminés par les
mycotoxines. Plus de 300 mycotoxines sont présentement connues (Zain, 2011). La prévalence
des différentes mycotoxines varie selon les régions du monde et selon les conditions climatiques.
Dans les climats tempérés et humides comme au Canada, les plus fréquentes sont les
trichothécenes, qui incluent le désoxynivalénol (DON), le nivalénol, la toxine T-2 et la toxine
HT-2, la zéaralénone (ZEA), la fumonisine Bl (FB1) (de la famille des fumonisines),
I’ochratoxine A (de la famille des ochratoxines) et 1’ergot (ACIA, 2015). Les effets des
mycotoxines sur les animaux sont variables, certaines affectent la consommation et donc les
performances de croissance, d’autres ont un effet au niveau de la reproduction. Dans la majorité
des cas, ces métabolites sont indésirables, il faut alors effectuer un dépistage au niveau des grains

et contréler la quantité présente dans les rations des animaux.

2.1.1. Formation

La contamination des grains par des champignons peut se faire directement au champ, ou suite a
la transformation et a I’entreposage. Au champ, la principale source de contamination est les
débris de culture. Ainsi, les problématiques de moisissures sont plus fréquentes lorsqu’il y a un
travail minimal du sol et lorsque ce dernier n’est pas labouré (Trenholm et al., 1988). Les spores
du champignon, présentes sur les débris de la culture précédente, sont alors dispersés dans I’air ou
par les insectes et les oiseaux. Les spores peuvent donc atterrir directement sur les plantes et les
contaminer ou encore, peuvent les contaminer plus facilement par le biais des oiseaux et des
insectes qui se nourrissent des grains, offrant ainsi une porte d’entrée pour le champignon
(Trenholm et al., 1988). En plus des pratiques culturales, les conditions climatiques ont un impact
sur la formation des champignons. Ce sont les températures humides prolongées et tempérées qui
sont favorables a la formation de moisissures. Dans ces conditions, la croissance de champignons
roses ou blancs peut apparaitre sur les graminées et indique une infection au Fusarium
graminearum (Trenholm et al., 1988). Le degré de résistance des cultures au champignon varie
selon les cultivars et selon le stade de croissance (Trenholm et al., 1988). Une fois les plantes

infectées par le champignon, ce dernier continue de croitre et les niveaux de mycotoxines



produites peuvent augmenter (Trenholm et al., 1988). Aprés la récolte, la croissance du
champignon et la production de mycotoxine peuvent se poursuivre si le grain n’est pas
immédiatement séché et entreposé adéquatement. Le nettoyage des grains, la ventilation, le
séchage adéquat et la prévention des insectes font partie des éléments qui doivent étre contrblés
pour assurer un bon entreposage (Magan et Aldred, 2007). Le pourcentage d’humidité et la notion
de d’activit¢ de I’eau (eau disponible pour les activité biologiques (Aw)) sont aussi trés
importants a considérer lors de I’entreposage (Magan et Aldred, 2007; Marin et al., 2013).
Effectivement, un pourcentage d’eau trop élevé (15-19 % d’humidité = 0,75-0,85 Aw) entrainera
une augmentation de I’activité respiratoire de la plante et donc une augmentation de la
température et de la colonisation de la récolte par des champignons thermophiles (Magan et
Aldred, 2007).

Les méthodes de contrble des mycotoxines sont donc souvent basées sur le contréle de la
production de moisissures puisqu’il y a production de mycotoxines seulement s’il y a présence du
champignon qui la produit. Plusieurs facteurs influencent la croissance de ces moisissures,
notamment les conditions climatiques, les pratiques culturales, le choix des cultivars et
I’entreposage (Magan et Aldred, 2007). La prévention peut alors étre possible a plusieurs
niveaux, en passant d’abord par une bonne gestion au champ afin d’éviter que le champignon
inocule les cultures. Toutefois, malgré la grande volonté des producteurs a éliminer ce fléau de

leurs champs, la contamination est parfois inévitable.

2.1.2. Les trichothécénes

Les trichothécénes sont un groupe de plus de 180 mycotoxines dont la structure est connue et qui
sont produites par certains types de champignons (Pestka, 2007). Malgré le nombre élevé qui a
été identifié, les recherches se concentrent surtout sur les principales toxines qui contaminent les
aliments. Les trichothécénes peuvent affecter plusieurs variétés de plantes, les céréales sont par

contre les plus affectées (Desjardins, 2006).

Le Fusarium est le principal champignon qui produit les trichothécénes les plus souvent
rencontrées dans I’Est du Canada (Trenholm et al., 1988). Sa formation est principalement
favorisée par les changements de température et d’humidité, notamment les conditions humides

prolongées et par les pratiques culturales dites sans travail du sol (Pestka, 2007).



Les trichothécenes sont divisées en quatre groupes (A, B, C et D), selon leur structure chimique
(figure 2.1). Les mycotoxines du groupe A n’ont pas de radicalcarbonyle au niveau du carbone 8
(C-8), contrairement a celles du groupe B. Pour leur part, les trichothécenes du groupe C ont un
autre radicalépoxyde entre le carbone 7 et 8 ou entre le carbone 8 et 9. Ceux du groupe D
possédent un macrocycle entre C-4 et C-15 (Wu et al., 2010). Les groupes A et B sont ceux
auxquels la communauté scientifique porte le plus d’attention. Par exemple, parmi les toxines qui
composent ces groupes, la toxine T-2 fait partie du groupe A et le désoxynivalénol du groupe B.
Au Canada, c’est le désoxynivalénol qui est la trichothécéne la plus fréquente, des Maritimes

jusqu’au Manitoba (Desjardins, 2006).

" Groupe époxyde
Groupe acétyle

Figure 2.1. Structure de base des trichothécénes

Reprinted from. Trends in Food Science and Technology, 21 /2, He, J., T. Zhou, J. Christopher Young, G.
J. Boland and P.M. Scott, Chemical and biological transformations for detoxification of trichothecene
mycotoxins in human and animal food chains: a review, Pages No. 68, Copyright (2017), with permission

from Elsevier



2.2. Le désoxynivalénol

Le désoxynivalénol (DON), aussi connu sous le nom de vomitoxine, est une trichothécéne du
groupe B, comme mentionné plus haut, et est produit par les champignons de type Fusarium, plus
précisément F. graminearum et F. culmorum (Etienne, 2007). C’est un contaminant souvent
présent dans les grains, notamment au Canada et aux Etats-Unis (Rotter, 1996). Il est
probablement la trichothécene la plus commune et la mieux connue (Sobrova et al, 2010; Wu et
al., 2010).

Le DON a été isolé pour la premiére fois au début des années 70 par I’équipe de chercheurs
japonais de Morooka (1972) et par 1’équipe américaine de Vesonder (1973). En 1972, une bonne
quantité du mais produit aux Etats-Unis était contaminée, principalement par le champignon
Fusarium graminearum, di a des conditions humides hors norme (Vesonder et al., 1973). La
contamination des grains par ce champignon entrainait un refus de la consommation des porcs ou
un vomissement suite a I’ingestion d’une faible quantité de grains contaminés (Vesonder et al.,
1972). C’est d’ailleurs a cause des vomissements qu’il provoque que le nom de vomitoxine a été
attribué au désoxynivalénol par I’équipe de chercheurs. Le composé, alors inconnu, a été isolé et
sa structure a pu étre déterminée par les chercheurs en utilisant les spectres infrarouges et de

résonance magnétique nucléaire.

Pour ce qui est des particularités physico-chimiques de cette toxine, le tableau 2.1 les résume.
L’une d’entre elles est intéressante a souligner puisqu’elle a un impact sur 1’occurrence du DON
dans les aliments. Il s’agit de sa trés grande résistance a la chaleur, représentée par les points
d’ébullition, de fusion et d’éclair qui sont tres élevés, ce qui entraine une stabilité de la molécule.
En effet, méme aprés un chauffage de 30 minutes a 170 °C, la concentration en DON reste
inchangée (Sobrova et al., 2010). Les processus thermiques utilisés dans les usines ne sont donc
pas efficaces pour contréler la toxine puisqu’un chauffage a une trop haute température altérerait
les propriétés nutritives des aliments, notamment en dénaturant les protéines avant d’affecter la

toxine.



Tableau 2.1. Propriétés physico-chimiques du désoxynivalénol

Propriétés Information

Nom Désoxynivalénol (DON), vomitoxine

Formule chimique 12,13-epoxy-3a,7a,15-trihydroxytrichothec-9-en-8on
Formule moléculaire H150,006

Masse molaire 296,32 g/mol

Stade physique Fines particules incolores

Point d’ébullition 543,9+50°C

Point de fusion 151-153 °C

Point d’éclair 206,9+25°C

Soluble dans Solvants organiques polaires

Adaptée de Sobrova et al., (2010)

Les animaux n’ont pas tous la méme sensibilité par rapport a cette toxine. Les différences de
sensibilité sont notamment dues aux différences dans le mécanisme d’absorption, le métabolisme,
la distribution et 1’¢limination du DON (Pestka, 2007). Il est connu que les porcs sont des
animaux trés sensibles, comparativement au poulet et aux ruminants qui sont plutét résistants. Le
seuil maximum de tolérance du DON dans les aliments varient donc selon les espéces, afin
d’éviter de rendre les animaux malades et diminuer leurs performances. Au Canada, 1’agence
canadienne d’inspection des aliments (ACIA, 2015) suggere des niveaux maximums dans
I’alimentation de 5 mg DON/kg pour les poulets et les ruminants et de 1 mg DON/kg pour les

porcs, les jeunes ruminants et les animaux en lactation.

2.2.1. Molécules et dériveés

Plusieurs formes d’une méme molécule de base, comme le DON, peuvent étre retrouvées chez les
végétaux et chez les animaux, selon la présence ou I’absence de certains groupements chimiques.
La figure 2.2 illustre les différentes formes dont il est question plus bas. Elle représente la
structure chimique de DON et de ses dérives ainsi que les réactions qui lient ces différentes

formes.
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Figure 2.2. Les différentes formes chimiques de DON et les réactions qui y sont

associées.

Reprinted from. Food Control, 34 /1, Ran, R., C. Wang, Z. Han, A. Wu, D. Zhang and J. Shi,
Determination of deoxynivalenol (DON) and its derivatives: Current status of analytical methods, Pages
No. 140, Copyright (2017), with permission from Elsevier

Au niveau de la production des toxines par les champignons, ceux-ci produisent des paires de
trichothécenes, qui différent seulement par un radical acétyle. Les formes acétylées, comme
I’acétyl-3-désoxynivalénol (A-3-DON) et 1’acétyl-15-désoxynivalénol (A-15-DON) et le
diacétyl-3,15-désoxynivalénol (A-3,15-DON), sont donc souvent retrouvées avec leur toxine
correspondante (DON) dans les céréales (Eriksen et al., 2002; Schmeitzl et al., 2015). Selon les

méthodes d’analyse, il est possible de doser DON ainsi que ses dérivés (Ran et al., 2013).

De plus, une des particularités des trichothécénes est qu’elles possédent un radical époxyde, qui

est considéré comme essentiel a leur toxicité (Eriksen et al., 2002). Afin de se protéger de I’effet



toxique de ces composés, les animaux qui en ont la capacité, via I’activité des microorganismes
de leur tractus digestif, peuvent métaboliser la toxine en la dé-époxydant. La forme dé-époxy de
DON se nomme DOM-1, il s’agit du premier métabolite dé-époxy trichothécene détecté chez les
animaux, qui a été originairement trouvé dans les feces et I’urine de rats ayant recu une dose orale
de DON (Yoshizawa et al., 1983). La structure originellement proposée par 1’équipe de recherche
de Yoshizawa et al. (1983) est encore actuelle a ce jour. Le processus de dé-époxydation du DON
en DOM-1 est en fait le remplacement du pont d’oxygéne du radical époxyde par une double
liaison carbonée (figure 2.2). En effet, le DOM-1 a donc un poids moléculaire de 16 unités de
masse de différence avec le composé d’origine, ce qui correspond a la perte de 1’oxygéne (He et
al., 1992). Cette biotransformation provoque donc une perte significative de I’activité toxique
(Wu et al., 2010).

Finalement, un autre des voies biochimiques importants dans le systeme animal et humain est la
conjugaison des trichothécénes, accompli par I’enzyme glucuronyl transférase microsomale (He
et al., 2010). Les plantes peuvent aussi métaboliser le DON en ses formes conjuguées, il s’agit
d’un processus de détoxification. Les formes conjuguées des trichothéceénes constituent en fait la
mycotoxine elle-mé&me qui est liée a des molécules polaires comme les sucres, les acides aminés
et les sulfates (Berthiller et al., 2005). Par exemple, dans le cas des glucuronides, la mycotoxine
est liée a I’acide glucuronique et dans le cas des glucosides, elle est liée a une molécule de
glucose (He et al., 2010). Les formes conjuguées de DON sont moins toxiques que DON lui-
méme, par contre, une fois hydrolysées elles peuvent redevenir toxique (Berthiller et al., 2005).
De plus, Berthiller et al. (2005) estiment que la concentration de DON-3-glucoside représente 14
a 29 % de la concentration en DON total dans les céréales. Cette molécule, alors présente dans les
aliments des animaux, augmente la quantité totale de DON dans la ration (Nagl et al., 2014). 1l est
alors possible que, selon les méthodes d’analyses, la quantité totale de DON dans les céréales soit
sous-estimée puisque les formes conjuguées peuvent échapper aux méthodes de détection de
routine (Berthiller et al., 2005).



2.2.2. Absorption intestinale chez le porc

Chez le porc, plusieurs s’entendent pour dire que la majorité du DON ingéré est absorbé au
niveau de la partie proximale de I’intestin gréle. Cette affirmation a été proposée par Prelusky et
al. (1988), qui ont calculés la concentration plasmatique de radioactivité suite a 1’administration
intra-gastrique de DON marqué au carbone 14 a des porcs canulés de 14 a 17 kg. Ils déduisent
que, puisque du carbone radioactif était détecté dans le plasma sanguin 15 a 30 minutes aprés
I’injection, 1’absorption intestinale du DON se fait rapidement. En 2004, I’équipe de recherche de
Danicke confirme que 1’absorption se fait au tout début du duodénum. Dans cette étude, ils ont
collecté le digesta des différents segments du systeme digestif de porcs, a différents temps (1, 2,
3,4,5,6, 8, 15, 18, 24 heures) suite a 1’ingestion d’un repas contaminé par DON (4,2 mg / kg
d’aliment) afin de pouvoir suivre le trajet de DON dans le systéme digestif. Ils ont alors trouvé
88,5 % du DON ingéré au niveau de I’estomac, alors que seulement 1,5 % de ce qui a été ingere a
été retrouveé dans le petit intestin et 10 % dans le gros intestin. La plus forte concentration dans le
gros intestin suggére une accumulation du DON dans cette section du systeme digestif, puisque
les porcs avaient été habitués a une alimentation contaminée pendant quelques jours avant la
collecte du digesta (Dénicke et al., 2004).

Peu d’études ont été faites sur le mécanisme de transport de DON au travers de 1’épithélium
intestinal. Selon Daénicke et al. (2004) et Awad et al. (2007), I’absorption de DON dans le
systeme digestif se ferait de fagon passive au travers de 1’épithélium de I’intestin. Sergent et al.
(2006) en viennent aux mémes conclusions, soit celle d’un transport passif chez 1’humain puisque
le passage de DON au travers de 1’épithélium intestinal est proportionnel a sa concentration et a

sa durée d’incubation.

De plus, selon certains, I’absorption de la toxine se fait sous sa forme de base (DON), suite a la
dé-acétylation. Notamment, dans 1’étude d’Eriksen et al. (2003), chez des porcs recevant un
aliment qui contenait 2,5 mg d’acétyl-3-désoxynivalénol (A-3-DON) au début de 1’expérience,
cette forme n’a pas été retrouvée dans le plasma sanguin, ni dans 1’urine ou les feces (Eriksen et
al., 2003). Seul DON et ses formes conjuguées ont été retrouvés au niveau du plasma. Ils
concluent donc que 1’acétyl-3-désoxynivalénol (A-3-DON) est rapidement dé-acétylé avant d’étre
absorbé chez le porc. Donc, puisque les porcs semblent avoir la capacité de dé-acétyler les formes

acetylés de DON présentes dans les aliments, il est alors raisonnable que les limites maximales
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d’incorporation a respecter dans leurs aliments soient faites en fonction de la quantité totale de

DON et de ses dérivés acétylés.

2.2.3. Métabolisme chez le porc

Les porcs sont connus comme étant des animaux trés sensibles au DONen partie parce que la
toxine est rapidement et efficacement absorbée, avant d’étre distribuée dans les organes et
faiblement métabolisée (Prelusky et al., 1988). La compréhension de I’ensemble des réactions
chimiques précédant et suivant I’absorption du DON peut aider a comprendre la grande
sensibilité de cette espéce.

Dé-époxidation chez le porc

La toxicité de DON étant en grande partie causée par le radical époxyde, les animaux qui peuvent
éliminer ce groupement, créant ainsi la forme nommée DOM-1, diminuent les dommages dus a la
toxicité de la molécule. Cette transformation se fait via ’activité¢ des microorganismes du rumen
et de I’intestin (He et al., 1992). Chez le porc, ces microorganismes se situeraient donc surtout
vers la fin du systéme digestif. Une des bactéries connues pour sa capacité a rendre les
mycotoxines moins toxiques est la bactérie Eubacterium sp, qui possede I’enzyme capable de dé-
époxyder le DON, soit la déépoxydase microbienne (Awad et al., 2010). Bien que certains
affirment 1’incapacité de 1’espéce porcine a la dé-époxidation, la majorité s’entendent pour dire

qu’une certaine transformation de DON en DOM-1 se fait au niveau du célon.

Dans I’étude d’He et al. (1992), ou la capacité de dé-époxidation est comparée entre le poulet et
le porc, la transformation de DON en DOM-1 lorsque la toxine est incubée in vitro avec le
contenu du gros intestin de poulet se fait a 98 %. Par contre, lorsqu’incubé pendant 96 heures
avec le contenu du gros intestin de porc, le DON reste inchangé. Dans cette étude, les animaux

utilisés étaient des porcs provenant d’une station de recherche.

Au contraire, d’autres études montrent la capacité des microorganismes de la partie distale de
I"intestin des porcs a effectuer la dé-époxidation du DON lorsque le digesta distal est incubé avec
la toxine (Kollarczik et al., 1994; Eriksen et al., 2002). Notamment, dans 1’étude d’Eriksen et al.

(2002), lorsque la toxine est incubée avec les feces de porcs provenant de fermes commerciales,

11



prés de 90 % de la toxine se transforme en sa forme dé-époxy (Eriksen et al., 2002). De plus, ce
changement de structure se fait relativement rapidement puisque dans 1’étude subséquente de
cette équipe de recherche, la plupart des toxines, soit plus de 90 %, étaient transformées sous
forme de dé-époxydes durant les 48 heures de la période d’incubation avec des feces de porcs
(Eriksen et al., 2003). Dans le méme ordre d’idée, une étude, in vivo cette fois, montre que le
systéme gastro-intestinal des porcs a la capacité de faire la dé-époxydation (Dénicke et al., 2004).
En effet, selon Dénicke et al. (2004), qui ont collecté le digesta de chaque segment du systeme
digestif de porcs ayant recus 4,2 mg DON/kg d’aliment pendant 7 jours, la proportion de DOM-1
sur la somme de DON + DOM-1 augmente de 80 % du petit intestin au rectum. La dé-

époxidation se fait donc au niveau du c6lon, principalement.

La capacité de dé-époxidation chez le porc semble donc se moduler en fonction de 1’exposition
des animaux a la toxine, probablement via le changement de la population microbienne du
systeme digestif. De plus, puisque le processus de dé-époxidation semble se faire apres le site
d’absorption intestinal, cette capacité, chez le porc, ne contribue pas vraiment a la détoxification
du DON ingeré (Dénicke et al., 2004). C’est donc une des principales raisons de la grande

sensibilité de 1’espece a cette toxine.

2.2.4. Excrétion

L’excrétion du DON se fait surtout au niveau de I’urine (Prelusky et al., 1988; Eriksen et al.,
2003). En effet, selon Prelusky et al. (1988), 93,6 % du DON injecté de fagon intraveineuse se
retrouvait dans I’urine et 3,5 % dans la bile. Seulement des niveaux traces étaient retrouvés dans
les feces. Lorsque le DON était administré de maniere intragastrique (voie orale), les doses
retrouvées dans 1’urine, la bile et les féces étaient différentes et correspondaient a 68,2 %, 2,2 %
et 20,3 % respectivement de la dose initiale. La voie principale d’excrétion est donc 1’urine
puisque les doses restent assez élevées méme par voie gastrique, lorsque DON est exposé a des
transformations au niveau du systeme digestif. Dans le méme ordre d’idée, dans I’étude d’Eriksen
et al. (2003), une trés faible quantité de DON était retrouvée dans les feces, soit 2 % de la quantité
recue (aliment contenant 2,5 mg de A-3-DON/kg) et 45 % se retrouvait dans 1’urine. De plus,
I’excrétion est assez rapide puisque huit heures suite a I’injection intraveineuse, plus de 75 % de

la dose initiale était retrouvée dans 1’urine (Prelusky et al., 1988).
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La figure 2.3 illustre bien les changements métaboliques et I’excrétion de différentes formes de
DON selon leur méthode d’administration. Au premier coup d’ceil, il est possible de remarquer
que le DON et ses métabolites sont majoritairement excrétés dans 1’urine, ce sur quoi plusieurs
scientifiques s’entendent. Il est toutefois aussi intéressant de remarquer que les métabolites
retrouvés dans 1’urine ne sont pas les mémes et sont en proportions différentes selon la molécule
ingérée au départ, signe des transformations métaboliques de la molécule. Dans cette étude, les
porcs ayant recu une dose orale de DON de 75 ug/kg de poids vif ont excrété 85 % de la dose
administrée au niveau de 1’urine, dont la majorité était sous forme de DON (Nagl et al., 2014). En
comparaison, lorsque les porcs recevaient une dose de 116 ug/kg de poids vif de glucoside-3-
DON (D3G), seulement 40,3 % de la dose administrée se retrouvait dans 1’urine, dont une trés
faible quantité du métabolite initial (D3G). Ce métabolite serait donc hydrolysé en DON dans la
partie distal de I’intestin puis métabolis¢ en DOM-1 avant d’étre absorbé, ce qui explique la
différence entre I’excrétion urinaire selon les métabolites ingérés. La différence d’excrétion peut
s’expliquer par le temps d’élimination ou de transformation dans le systéme digestif, qui est
possiblement différent selon les formes. De plus, il est possible de que le marqueur qui n’inclut
pas tous les métabolites produit lors de la dégradation de la toxine (Nagl et al., 2014). Selon ces
données, Nagl et al. (2014) concluent gque le glucoside-3-DON est moins biodisponible pour le

porc que le DON, c’est-a-dire moins toxique (Nagl et al., 2014).
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Figure 2.3. Métabolites retrouvées dans les féces et I’urine de porcelets exposés de
facon orale ou intraveineuse (i.v.) & DON ou a glucoronide-3-DON
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Glucuronide-15-DON : DON-15-GlucA, Glucuroside-3-DON : D3G

Reprinted from. Toxicology Letters, 229 /1, Nagl, V., B. Woechtl, H. E. Schwartz-Zimmermann, I.
Hennig-Pauka, W.D. Moll, G. Adam and F. Berthiller, Metabolism of the masked mycotoxin
deoxynivalenol-3-glucoside in pigs. Pages No. 195, Copyright (2017), with permission from Elsevier

Une préoccupation plus importante du point de vue de I’alimentation et de la santé publique est la
présence de ces toxines au niveau des produits animaux. Etant donnée la grande quantité
rapidement excrétée au niveau de 1’urine, il est logique de croire que peu de DON s’accumule
dans les tissus. D’ailleurs, selon Doll et al. (2008), les résidus de DON dans les carcasses se
retrouvent en quantité décroissante dans les organes suivant : bile, reins, sérum, foie et muscle.
Dans cette étude, une grande variabilité entre les individus est observée au niveau de la
concentration en DON dans les organes. Le tableau 2.2 montre que DON est de 250 a 500 fois

moins concentré dans le muscle que dans I’aliment au départ.
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Tableau 2.2. Concentrations de DON et DOM-1 dans le muscle en fonction de la
quantité de DON dans I’alimentation et de la forme de I’aliment (farine

ou cube) des porcs

Aliment?® Muscle
Groupe DON Forme DON DOM-1
(mg/kg) (ng/g) (ng/g)
1 0,05 Farine 0° 0
2 0,07 Cube 0° 0
3 0,57 Farine 1,3° 0
4 0,55 Cube 1,7 0
5 1,23 Farine 41% 0
6 1,13 Cube 2,7% 0

#Un total de 96 males d’environ 30 kg ont regus une alimentation composé d’orge, de tourteau de
soya et blé sain ou contaminé avec du DON a différentes concentrations et sous forme de farine
ou de cubes.

Adaptée de Doll et al. (2008)

De plus, suite a I’injection intraveineuse de 1 mg DON/kg poids vif a des porcs, Prelusky et
Trenholm (1991) ont détecté les plus hauts niveaux de mycotoxine dans le plasma, les reins et le
foie, alors que le muscle faisait partie des organes avec les plus faibles concentrations en DON.
Dans cette étude, 24 heures aprés 1’administration, DON était indétectable dans plusieurs tissus,

incluant les muscles.

2.3. Effets en élevage du DON chez le porc

I est possible de diluer les grains contaminés avec des grains sains dans 1’alimentation pour
obtenir un niveau relativement faible de mycotoxine dans les aliments. C’est pour cette raison
que, bien que les trichothécénes, comme le DON, puissent étre 1étaux a forte dose, ce sont plut6t
les problématiques associées a de faibles niveaux de consommation de la toxine qui intéressent
les producteurs (Prelusky et al., 1994).
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2.3.1. Prise alimentaire et performances de croissance

Selon la dose de DON consommée, les performances de croissance peuvent étre affectées de
différentes fagons, au fur et @ mesure que la dose augmente. Comme le montre le tableau 2.3, tiré
de Wu et al. (2015), ou 24 porcs de 60 jours ont regu pendant 21 jours une alimentation contenant
différentes doses de DON (0, 3, 6, 12 mg DON / kg d’aliment), les performances de croissance
sont différentes entre les groupes. Avec 1’augmentation de la dose de DON, on observe une
diminution de la prise alimentaire (consommation quotidienne), ce qui peut entrainer la

diminution du gain moyen quotidien (GMQ).

Tableau 2.3. Performances de croissance des porcs consommant une alimentation

contaminée au DON a différents niveaux pendant la période de 60 a 88

jours
Témoin® 3 6 12 P
(mg/kg DON)
GMQ" (g) 421,6° 417,9° 378,8° 236,57 <0,0001
CMQ° (g) 1021,2° 1043,2° 870,1° 596,1° <0,0001

®Le groupe témoin recevait un alimentation contenant 0.52mg/kg de DON.
"GMQ : gain moyen quotidien, ‘CMQ : consommation moyenne quotidienne
Adaptée de Wu et al., 2015

Dans un méme ordre d’idée, dans 1’étude de Goyarts et Dénicke (2005), 48 porcs étaient séparés
en 4 groupes, deux groupes nourris & volonté (avec et sans DON) et deux groupes restreints (avec
et sans DON). Les groupes restreints consommaient la méme quantité que I’animal ayant la plus
faible consommation. Comme il est possible de le voir au niveau du tableau 2.4, en comparant les
deux groupes nourris a volonté, le groupe recevant la moulée contaminée a DON (7,4 mg
DON/kg d’aliment) avait une consommation volontaire de 15 % inférieure au groupe témoin, un
poids de 14 % inférieur et une conversion alimentaire (CA) qui n’était pas affectée. Par contre,
lorsqu’on observe les groupes restreints, il y a une différence dans les performances de ceux-ci,
lorsque comparées avec les groupes a volonté, mais il n’y a pas de différence entre les deux
groupes restreints (avec ou sans DON). L’effet sur les performances serait donc possiblement lié

a la diminution de la consommation lorsque la moulée est contaminée. Cet effet a aussi été noté
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par Danicke et al. (2006) qui ont observé un gain de poids vif et une conversion alimentaire
similaire lorsqu’une restriction alimentaire est appliquée afin d’avoir une prise alimentaire
semblable pour les animaux recevant un aliment contaminé au DON (5,7 mg DON/kg) et ceux

recevant un aliment sain.

Tableau 2.4. Performances de croissance des porcs recevant une alimentation a
volonté ou restreinte, avec (+) ou sans (-) DON (7,4 mg/kg)

DON  consommation GMQ? CA®

(kg/d) (9)
a volonté - 2,9° 987% 2,76°
+ 2,47° 851" 2,73°
restreints - 1,94° 747° 2,48°
+ 1,93° 744° 2,48°

*GMQ : Gain moyen quotidien, °CA : conversion alimentaire.
Adaptée de Goyarts et Danicke, 2005

Dans une autre étude, ou les doses de DON étaient plus faibles (entre 0,55 et 1,23 mg DON/ kg
d’aliment), soit aux alentours de la dose maximale recommandée par ’ACIA de 1 mg DON/kg,
aucune différence au niveau de la prise alimentaire et du poids vif des porcs a été trouvé entre
Ceux nourris avec une nourriture saine ou ceux nourris avec une nourriture contaminée au DON
(Doll et al., 2008).

2.3.2. Synthése protéique

Les trichothécenes sont connue pour interagir avec la sous-unité ribosomale 60S des cellules
eucaryotes, ce qui prévient I’initiation ou I’¢longation de chaines polypeptidiques (Pestka, 2007).
La synthese protéique est donc affectée par ces toxines. Le DON, mycotoxine appartenant a cette
famille, ne fait pas exception et peut influencer la synthese protéique. Plus précisément, le DON
se lie a la plus grosse unité du ribosome au niveau du centre de la peptidyl transférase (CPT), un
site actif du ribosome (Garreau de Loubresse et al., 2014). Cette liaison inhibe donc la synthése
protéique empéchant la formation d’une liaison peptidique (Arunachalam et Doohan, 2013;

Garreau de Loubresse et al., 2014). Les protéines jouant un role important & plusieurs niveaux
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dans I’organisme, 1’altération de la synthése protéique par le DON peut avoir plusieurs
conséquences. Entre autres, ’effet du DON sur les protéines de la muqueuse intestinale a été
souvent documenté et est possiblement lié a son effet sur la synthése protéique (Pinton et al.,
2009; 2010; 2012; Halawa et al., 2012).

2.4. Effet du DON sur le systéeme digestif du porc

2.4.1. Morphologie

Le systeme digestif est la premiere barriére de protection contre les contaminants alimentaires. Il
est donc le premier organe a étre en contact avec les mycotoxines lorsque celles-ci font partie de
I’alimentation. L’intestin joue un réle de barriére de protection, mais sa morphologie est aussi
importante au niveau de son rdle d’absorption. Son intégrité se doit donc d’étre conservée afin
que la muqueuse intestinale joue pleinement ses réles. De nombreux facteurs sont a considérer

afin d’évaluer I’impact des mycotoxines sur la morphologie de I’intestin.
Prolifération cellulaire

Une étude in vivo et in vitro a démontré que 1’exposition au DON ou a ses dérivés acétylés, Soit
I’acétyl-3-désoxynivalénol (A-3-DON) et I’acétyl-15-désoxynivalénol (A-15-DON), avaient un
effet sur la morphologie des cellules de I’intestin (Pinton et al., 2012). En effet, I’exposition aux
trois toxines inhibe la prolifération des cellules suite a une exposition in vitro des cellules de
I’intestin pendant 24 heures a différentes doses (0 a 30 uM). La prolifération cellulaire a été
mesurée par luminescence, afin de déterminer le nombre de cellules métaboliqguement actives, en
quantifiant I’ATP présente. La diminution de la prolifération cellulaire entraine donc une moins
grande régénérescence de la paroi intestinale. Selon la forme de la toxine, 1’inhibition est plus ou
moins importante. A titre informatif, I’exposition de la muqueuse & une dose de 10 pM de DON
correspond, selon Cheat et al. (2016) a la consommation d’une moulée contaminée avec 3 mg
DON/Kg.

De leur co6té, Cheat et al. (2016) ont effectué une étude dans le but de déterminer 1’effet du DON
seul ou associé avec une autre toxine, le nivalénol (NIV), sur le systeme digestif des porcs. Aprés
une exposition des segments de I’intestin de 24 heures ou de 28 jours via une alimentation

contaminée a différentes concentration des toxines (3,50 mg DON/kg ou 2,89 mg DON/kg + 0,72
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mg NIV/kg), ils ont mesurés, entre autre, la prolifération cellulaire. . Leurs résultats démontrent
que DON dans I’alimentation diminue la prolifération cellulaire aprés 28 jours d’exposition mais
n’a pas d’effet aprés 24 heures (figure 2.4). Ces résultats expliquent donc partiellement que la
fonction de barriére de I’intestin est affectée par les trichothécénes. Une exposition prolongée au

DON, méme a des doses assez faibles, entraine des dommages au tractus digestif.
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Figure 2.4. Prolifération cellulaire totale au niveau de villosités intestinales en
comparaison avec le groupe témoin apres 28 jours de traitement avec
DON ou DON + NIV

DON : Désoxynivalénol, NIV : Nivalénol

Reprinted from. Food and Chemical Toxicology, 87, Cheat, S., P. Pinton, A.-M. Cossalter, J. Cognie, M.
Vilarifio, P. Callu, I. Raymond-Letron, I. P. Oswald et M. Kolf-Clauw, The mycotoxins deoxynivalenol and
nivalenol show in vivo synergism on jejunum enterocytes apoptosis. Pages No. 52, Copyright (2017), with
permission from Elsevier

Adaptée de Cheat et al., 2016
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Structure intestinale

La taille des villosités intestinales est affectée par la concentration en DON dans la nourriture.
Notamment, dans 1’étude de Wu et al. (2015), les deux groupes qui recevaient une plus grande
guantité de DON, soit 6 mg/kg et 12 mg/kg, avaient des villosités plus petites que le groupe
témoin et celui recevant 3 mg DON /kg (21 jours d’alimentation). Dans 1’étude de Le Thanh et al.
(2015), la taille des villosités intestinales au niveau du jéjunum était plus petite chez les porcelets
recevant une alimentation contaminée avec 4,61 mg DON /kg que les porcelets du groupe témoin.
Ces mémes chercheurs ne notent pas de différence au niveau de la profondeur de la crypte (Le
Thanh et al., 2015; Wu et al., 2015). Des résultats opposés ont été trouvés par Danicke et al.
(2012) chez des porcs nourris avec une moulée contaminée avec environ 3 mg DON/kg durant la
période d’engraissement. Dans cette étude, la taille des villosités intestinales au niveau de
jéjunum n’était pas affectée par le traitement, mais les cryptes étaient plus profondes chez les
porcs recevant la moulée contaminée, suggérant un stimulation de la division cellulaire au niveau

des cryptes (Dénicke et al., 2012).

Lewczuk et al. (2016) ont, de leur coté, utilisé une trés faible dose de DON (0,25 mg/kg
d’aliment) pendant 6 semaines et n’ont pas trouvé d’effet du DON qu’il soit seul ou en
combinaison avec la zéaralénone (ZEA) (0,25 mg DON/kg + 0,833 mg ZEA/kg d’aliment) sur la
structure microscopique générale du duodénum. L’architecture de la muqueuse reste donc
inchangée dans cette étude. Ces doses sont toutefois bien en deca de la limite maximale suggérée
par I’ACIA en ce qui concerne le DON, qui est de 1 mg DON/kg dans 1’alimentation des porcs.
De plus, I’analyse en mycotoxines de 1’aliment témoin n’était pas inclut dans I’article, il est donc
difficile de savoir & quel niveau de toxines les animaux du groupe témoin ont été exposés.
L’administration combinée des deux mycotoxines de Fusarium augmente par contre, malgré les
faibles doses, 1’épaisseur de la sous-muqueuse, ce qui est possiblement dd, selon les chercheurs, a
une hyperplasie des glandes de Brunner’s, qui peut signifier un mécanisme adaptatif de protection

contre les effets des mycotoxines (Lewczuk et al., 2016).

Il faut donc des doses assez élevées, soit a partir d’environ 3 mg/kg afin d’observer un
changement au niveau de la structure intestinale. La durée d’exposition joue aussi un réle en ce
qui concerne les dommages a la structure intestinale (Cheat et al., 2016). 1l est aussi possible de
conclure que la structure intestinale n’est probablement pas étre affectée chez les porcs recevant

une dose aux alentours de la limite permise par I’ACIA.
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Jonctions serrées et protéines de transport de nutriments

Les jonctions serrées de I’intestin sont des protéines situées entre les cellules épithéliales qui
forment une liaison entre les cellules afin de limiter le passage de certaines molécules (virus,
bactéries, etc.) par voie paracellulaire. Plusieurs données permettre d’évaluer 1’effet d’un
contaminant sur ces jonctions. Selon Pinton et al. (2009; 2010; 2012), DON et ses dérivés
acétylés ont un effet sur I’expression des claudines, une famille de protéines qui forment les
jonctions, et sur les protéines kinases activatrices de mitogénes (MAP Kkinases), protéines
impliquées dans I’expression des claudines. Dans les études de 2009 et de 2010 de cette équipe,
I’expression des protéines de jonctions (claudines-4) est diminuée in vivo (alimentation
contaminée avec 2,85 mg DON/ kg pendant 5 semaines) et in vitro (différentes doses allant de 0 a
100 uM DON). Les chercheurs notent aussi une différence entre la toxicité des différentes formes
de la mycotoxine retrouvées dans la nature (DON et ses dévirés acétylés; 1’acétyl-3-DON et
I’acétyl-15-DON). lIs notent donc que I’acétyl-15-DON (A-15-DON) a un effet plus marqué pour
activer I’expression des claudines (Pinton et al., 2012). L’A-15-DON entraine aussi une
activation plus importante des protéines kinases activatrices de mitogenes (MAP kinase), ce qui
résulte en des lésions de I’intestin plus importantes lorsque le tissu intestinal est traité avec cette
toxine (Pinton et al., 2012). Le DON et ses dérivés causent donc des effets négatifs au niveau de
la morphologie de la muqueuse intestinale, a différentes intensités selon le composé. Selon eux, le
DON est donc la toxine de toxicité intermédiaire, 1I’A-15-DON étant le composé le plus toxique et
I’A-3-DON le moins toxique (Pinton et al., 2012). Przybylska-Gornowicz et al. (2015) notent
aussi que I’expression des claudines et des occludines au niveau des jonctions serrées de 1’intestin
peut étre diminuée, ce qui affecte la perméabilité de la barriére intestinale. Selon eux, cette
diminution de I’expression de ces protéines serait lié¢ a I’effet inhibiteur de la synthése protéique
de DON. Donc, par son effet d’inhibition de la synthése protéique, le DON induit une réponse de
stress caractérisée par I’activation de MAP kinase (protéine activatrice impliquée, entre autres,
dans I’expression des claudines), ce qui résulte en une diminution de la prolifération cellulaire,
c’est-a-dire des dommages a I’intégrité de la muqueuse intestinale (Awad et Zentek, 2015).
Diénicke et al. (2012), ont de leur c6té analysé I’effet du DON sur une protéine des jonctions
serrées, la zonula occludens-1 (ZO-1) et celle-ci n’était pas affectée lorsque les porcs étaient

nourris avec une ration contenant 3 mg DON/kg.

Un changement au niveau de I’expression des protéines de jonctions serrées, peut donc entrainer

un changement au niveau de la perméabilité de la barriére intestinale. Les jonctions serrées étant
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possiblement moins fonctionnelles pour filtrer les entrées au niveau de la muqueuse, les bactéries
du lumen pourraient donc traverser vers la circulation sanguine. Il s’agit aussi d’une des causes
possibles de 1’augmentation du nombre de lymphocytes dans 1’épithélium et la lamina propria
suite & six semaines d’exposition a de faibles doses orales de DON (12 pg/ kg poids vif) observée
dans 1’étude de Przybylska-Gornowicz et al. (2015). Cette augmentation du nombre de
lymphocytes peut aussi étre reliée a I’activation de la synthése de cytokines inflammatoires et de
chimiokines, des protéines impliquées dans 1’activation de la réponse immunitaire (Przybylska-

Gornowicz et al. 2015).

De plus, I’effet du DON sur les transporteurs de nutriments au niveau de I’intestin peut aussi étre
en partie lié¢ a I’inhibition de la synthése protéique que cause cette mycotoxine (Maresca et al.,
2002). L’exposition a certaines mycotoxines, dont le DON, pourrait donc rendre les animaux plus
sensibles aux infections et nuire a I’absorption des nutriments. La dose et la durée d’exposition
peuvent par contre jouer un rdle sur le niveau d’altération de la barriére intestinale (Pinton et al.,

2012).

Etanchéité de la barriére épithéliale

L’étanchéité de la barriére intestinale est mesurée par la résistance électrique transépithéliale.
Cette derniere est diminuée par 30 uM de DON et par 10 uM de A-15-DON (Pinton et al., 2012).
Ces quantités sont fort probablement équivalentes a une dose assez élevée puisque 10 uM de
DON représentent, toujours selon 1’estimation de Cheat et al. (2016), une moulée contaminée a 3
mg DON/ kg. L’A-3-DON n’a pas d’effet sur ce paramétre. L’A-15-DON est donc le composé
ayant la plus grande influence négative sur la fonction de barriére de I’intestin lorsque comparé
avec DON ou A-3-DON puisqu’il en faut une moins grande quantité pour avoir le méme effet que
DON. Pour ce qui est de DON, plus I’exposition est de longue durée, plus la résistance électrique

transépithéliale est diminuée (Pinton et al., 2010).
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2.4.2. Inflammation de la muqueuse intestinale

Plusieurs études, ont analysé I’effet du DON et des mycotoxines en général sur I’expression de
certains génes reliés au processus d’inflammation. L’expression des ARNm des cytokines, des

protéines de contrdle des réactions immunitaire et inflammatoire, est particuliérement étudiée.

Au niveau des toxines de Fusarium, Wan et al. (2013) ont analysé ’effet d’un mélange de 4
toxines provenant du champignon Fusarium, soit le DON, le nivalénol (NIV), la zéaralénone
(ZEA) et la fumonisine B1 (FB1) sur I’expression in vitro des ARNm de protéines pro-
inflammatoires utilisant une culture cellulaire intestinal de porc, IPEC-J2. Les toxines seules ou
mélangées selon 16 combinaisons différentes, a des concentrations jugée cytotoxiques (2 uM
DON, 2 uM NIV, 40 uM ZEA et 40 uM FB1) ou non cytotoxique (0,5 tM DON, 0,5 pM NIV,
10 uM ZEA et 20 uM FBI1), représentaient des concentrations équivalentes a ce qui se retrouve
probablement au niveau du systéme digestif lors de 1’ingestion d’aliment contaminés. Dans
presque tous les cas, une augmentation de I’expression des ARNm des cytokines pro-
inflammatoires (IL1a, IL1B, IL6, IL8, TNFa et MCP-1) au niveau des cellules épithéliales de
I’intestin suite a une exposition de 48 heure, comparé au témoin sans exposition aux toxines a été
notée. Dans cette étude, le mélange de différentes mycotoxines, méme a des doses cytotoxiques
n’entrainait pas nécessairement un effet additif sur la production de cytokines. Les auteurs
suggerent une possible compétition entre les mycotoxines pour les sites réception (Wan et al.,
2013). L’augmentation des ARNm de ces protéines signifie donc que leur production est

stimulée, ce qui entraine de 1’inflammation.

Une autre étude en lien avec I’expression des ARNm de protéines pro-inflammatoires, en
fonction de DON particuliérement cette fois-ci, a aussi démontré que ’expression des ARNm des
protéines pro-inflammatoires TFN-a et IL-6 au niveau du foie est augmentée chez le porc,
numériquement pour TFN-a et significativement pour IL-6, avec ’augmentation des doses de
DON (0 a 2000 nM) (Ddll et al., 2009). Dans cette étude, le DON provoquait et modulait

clairement les réactions inflammatoires des cellules de foie chez le porc (Déll et al., 2009).

Des résultats similaires ont été obtenus par I’équipe de Lessard et al. (2015). Dans cette étude, des
porcelets de 4 semaines d’age ont été nourris avec une alimentation saine (0 mg DON/kg) ou
contaminée (3,5 mg DON/kg) pendant 42 jours. Au bout des 42 jours de traitement, les porcelets

ont été euthanasiés et des echantillons de la muqueuse intestinal au niveau du jéjunum et de
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I’iléon ont été pris pour mesuré I’expression de génes associés a une réaction inflammatoire.
L’exposition au DON entrainait une augmentation de 1’expression de IFNG et des chemokines

IL8 et CXCL10 dans I’iléon et des genes L4 et CXCL10 dans le jéjunum.

Stress oxydatif

Au niveau cellulaire, plusieurs éléments peuvent entrainer le relachement de dérivés actifs
d’oxygene (ROS, reactive oxygene species), des molécules réactives et des radicaux libres qui
peuvent causer plusieurs effets négatifs. Ces molécules sont un produit normal de la chaine de
transport d’électrons lors du processus de respiration aérobique mitochondrial. De plus, ils sont
aussi le produit des cytokines inflammatoires (Ray et al., 2012). Lors d’une situation normale, le
bon fonctionnement cellulaire tient de la balance entre la production de ROS et la capacité des
enzymes anti-oxydantes a neutraliser ces métabolites (Ray et al., 2012). Un stress oxydatif
survient lorsqu’il y a un débalancement et que les enzymes anti-oxydantes ne sont plus en mesure
de neutraliser les ROS produits (Ray et al., 2012) Plusieurs éléments peuvent causer un stress

oxydatif au niveau des cellules.

La stimulation des genes associés aux cytokines pro-inflammatoire par DON entraine donc d’un
coté la production de ROS (Wan et al., 2013; Lessard et al., 2015). D’un autre c6té, DON
influence aussi I’expression des génes associés a certaines enzymes anti-oxydantes. Notamment,
Dans I’étude de Lessard et al. (2015), la NOS2, une enzyme oxydative est augmentée au niveau
du jéjunum, suite a I’ingestion d’une ration contaminée a 3,5 mg DON/ kg pendant 42 jours. Au
contraire, cette enzyme restait inchangée dans 1’iléon mais 1’expression de geénes codant pour des
enzymes anti-oxydantes a été diminuée (GPX3, GPX4, et SOD3) sauf dans le cas de la GPX2,

qui encode pour I’enzyme glutathion peroxydase.

Le stress oxydatif est un des mécanismes associé au DON qui pourrait entrainer des dommages
au niveau de l’intestin, incluant I’atrophie ou la mort des cellules intestinales (Ghareeb et al.,
2015). L’augmentation notée de la présence de protéines pro-inflammatoires dans I’intestin suite
au contact de DON avec la muqueuse peut entrainer des problémes anatomiques et
physiologiques. Il va de soi qu’une inflammation du systéme digestif cause des inconforts chez
les animaux. De plus, la stimulation du systeme immunitaire et la production de cytokines
entraine une diminution de la prise alimentaire et le catabolisme musculaire (Pestka, 2007;

Goodband et al., 2014). La présence de DON dans I’alimentation et son effet sur le systéme
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immunitaire de la mugueuse intestinale peut donc en partie expliquer son impact sur les

performances de croissance.

2.4.3. Absorption des nutriments et digestibilité

Quelques études ont été reéalisées afin d’analyser le role de DON au niveau de la digestibilité des
nutriments. Ayant un effet négatif sur la morphologie intestinale, et étant soupconné d’avoir un
effet sur les transporteurs de nutriments et sur les protéines de jonction serrées via I’inhibition de

la synthése protéique, DON est souvent suspecté de limiter 1’absorption des nutriments.

Concepts de digestibilité

La digestibilité d’un aliment estime la quantité de nutriments absorbés par I’animal, et donc, les
nutriments qui sont disponibles pour sa croissance. Par conséquent, la digestibilité est calculée en
quantifiant ce qui était dans I’aliment et ce qui est disparu au niveau du tractus digestif. Il s’agit
donc d’une estimation de ce qui est absorbé. Plus un aliment est digestible (pourcentage éleve),
plus il pourra étre utilisé pour la croissance et le développement de ’animal. Plusieurs concepts
se rattachent a la digestibilité puisqu’elle peut étre calculée de différentes fagons. Il est d’abord
possible de mesurer la digestibilité totale, qui consiste a mesurer les nutriments contenus dans les
feces et a les soustraire de ceux contenus dans les aliments. Toutefois, puisque chez les
monogastriques, 1’absorption se fait surtout au niveau du petit intestin et que les microorganismes
au niveau du gros intestin utilisent et modifient les nutriments qui n’ont pas servi a leur hote pour
leur propre développement, cette méthode n’est pas toujours représentative des nutriments
disponibles pour ’animal. En effet, les nutriments retrouvés dans les feces peuvent avoir été
modifiés par les microorganismes du gros intestin. Autrement, pour amenuiser I’effet des
microorganismes et ainsi avoir une mesure plus précise, il est possible de mesurer la digestibilité
iléale. Pour ce faire, il faut récolter du digesta a la fin de I’iléon, soit apres I’abattage des animaux
ou en procédant a une opération chirurgicale pour placer une canule a la fin de I’iléon, ce qui
permet de faire la récolte sur des animaux vivants (Stein et al., 2007). Le calcul de la digestibilité
iléale a Dl’aide de canules nécessite toutefois la présence d’un marqueur indigest dans
I’alimentation puisqu’il s’agit d’une récolte partielle de digesta (Stein et al., 2007). La formule

utilisée pour le calcul de la digestibilité iléale apparente (DIA) est donc celle qui suit :
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DIA(%)=[1—(

nutriment digesta marqueur aliment

[nutriment aliment] [marqueur digesta)

Stein et al., 2007

De plus, la digestibilité peut étre considérée comme «vraie» ou «apparente». Au contraire de la
digestibilité apparente, la digestibilité vraie considére les pertes endogenes dans le calcul (Stein et
al., 2007). Les pertes endogenes sont les cellules mortes de I’intestin, les sécrétions digestives
(estomac, pancréas, vésicule biliaire, intestin), le mucus et les microorganismes du systéeme
digestif. Afin de mesurer les pertes endogenes, 1’utilisation d’une ration sans le nutriment
d’intérét (protéine, phosphore, calcium, etc.) est la méthode la plus souvent utilisée (Messad,
2016). Une autre méthode est aussi possible et respecte mieux les besoins physiologiques des
animaux. Il s’agit de la méthode de régression linéaire, qui consiste a alimenter les animaux avec
une ration contenant une concentration croissante en protéine. La valeur des pertes endogénes a
une concentration en protéine égale a zéro est alors estimée par extrapolation (Messad, 2016). Les
pertes endogenes augmentent donc la quantité de nutriments, retrouvés a I’iléon ou dans les féces
gui ne proviennent pas de I’alimentation, elles causent alors une sous-estimation de la digestibilité
de la ration (Hess et al., 2000).

Impact de DON sur I’absorption des nutriments et la digestibilité

La digestibilité peut étre mesurée de différentes facons. La quantité digestible, souvent mesurée
en pourcentage est donc celle qui est supposément absorbée. Les principales études sur 1’effet du
DON sur la digestibilité des nutriments sont principalement faites sur la digestibilité apparente
totale des nutriments. De plus, certaines études mesurent 1’effet du DON sur la perméabilité de la
barriére épithéliale et sur I’expression de certains génes codant pour les transporteurs de
nutriments, ce qui permet de faire un lien avec son effet sur I’absorption ou la digestibilité des

nutriments.

Awad et Zentek (2015) ont effectué une étude avec 10 poulets afin d’évaluer I’effet de DON sur
la perméabilité de la barriére intestinale. Dans cette étude, les auteurs utilisaient la mesure du
courant court-circuit (Isc) dans une chambre d’Ussing, une donnée utilisée comme indicateur de
transport actif d’ions au travers des tissus. L’exposition ponctuelle de la muqueuse d’une heure au
DON (1 mM) entrainait une diminution du courant induit par le glucose et la glutamine, ce qui

signifie une moins bonne absorption de ces nutriments en présence de DON. Le constat était

26



similaire dans 1’étude d’Halawa et al. (2012), qui ont noté une inhibition du transport de I’alanine
et du glucose au travers de la muqueuse des porcs avec des doses de 4 000 ng/ml et 8 000 ng/ml
de DON. Cet effet du DON peut étre attribué a son effet inhibiteur sur une protéine de cotransport

du glucose.

L’équipe de chercheurs de Wu et al. (2015) a quant a elle évalué 1’expression des ARNm des
transporteurs de nutriments afin d’évaluer 1’effet de DON sur la digestibilit¢ des porcs en
croissance. Dans leur étude, un groupe témoin (0 mg DON/kg) et 3 doses de DON ont été testés
(3, 6 et 12 mg/kg). lls ont découvert que, suite a 21 jours d’exposition au DON, I’expression des
ARNmM qui codent pour différents transporteurs de nutriments était plus forte pour le groupe
témoin que pour les 3 groupes recevant une alimentation contaminée. Le DON peut donc
possiblement diminuer I’absorption de nutriments comme le glucose, les acides aminés et des

peptides en inhibant 1I’expression des ARNm de leurs transporteurs respectifs.

De leur c6té, Jo et al. (2016), ont effectués une recherche sur I’effet des mycotoxines (DON et
une alimentation fortement contaminée avec 10 mg DON/kg (de source purifiée) ou une
alimentation témoin (saine) pendant 5 jours d’adaptation a la ration et 3 jours de collecte de
digesta. Dans cette étude, DON n’a pas eu d’effet sur la digestibilité de la matiére séche, ni des
protéines brutes. Toutefois, DON tendait a diminuer la digestibilité iléale de la lysine (P = 0,075),
de la thréonine (P = 0,082) et de la valine (P = 0,084) et diminuait la digestibilité du tryptophane
(P =0,023).

Dans 1’étude de Le Thanh et al. (2015), les porcelets du groupe témoin, qui recevaient une
alimentation saine, avaient une meilleure digestibilité totale de la matiére séche, de I’énergie et du
gras brut que ceux recevant une alimentation contaminée avec environ 4 mg DON /kg. Par contre,
la digestibilité de I’azote et du phosphore n’étaient pas affectées par le DON et la digestibilité du
calcium était meilleure lorsque les porcelets consommaient une alimentation contaminée (Tableau
2.5). Cet effet noté sur la digestibilité totale de la mati¢re séche et de 1’énergie, qui était calculée
en récoltant les feces en cage métabolique, est associé, entre autres, selon les chercheurs, a la
diminution de la taille des villosités intestinales observée chez les porcelets recevant une
alimentation contaminée (Le Thanh et al., 2015). Une autre étude en cage métabolique montre de
son coté que la digestibilité totale des protéines brutes augmente avec 1’augmentation des

quantités ingérées de DON (0,6; 6,1; 7,7 et 14,6 mg/kg) dans I’alimentation alors que la
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digestibilité de la matiére organique et de la matiére séche n’était pas affectée par DON (Kong et
al., 2015).

Tableau 2.5. Effet de DON (4 mg DON/kg d’aliment) sur la digestibilité (%)

Composant Témoin DON
Matiére séche 83,12° 80,32
Energie 81,9° 77,95°
Gras 32,4° 24,09
Azote 79,58° 78,07°
Phosphore 58,97? 61,38?
Calcium 65,12° 82,21°

Adaptée de Le Thanh et al., 2015

Dans I’étude de Goyarts et Déanicke (2005), 10 porcs en cage métabolique recevaient une moulée
saine ou contaminée avec 7,41 mg DON/kg d’aliment. Les porcs nourrit avec la moulée saine
recevaient une quantité équivalente a la quantité volontairement consommée par les porcs avec la
moulée contaminée. Dans cette étude, les digestibilités de 1’énergie métabolisable, de la matiére
organique, des protéines brutes et des gras bruts étaient augmentées avec 1’ingestion de la moulée
contaminée. De plus, DON augmentait la rétention de I’azote (Tableau 2.6). Etant donnée la
différence de provenance entre les grains contaminés ou non utilisés dans cette étude, les auteurs
expliquent leur résultats de digestibilité par le fait que les deux sources n’étaient pas

complétement comparables.
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Tableau 2.6. Effet de DON (7,41 mg DON/ kg d’aliment) sur la digestibilité (%) des

nutriments
Composant Témoin DON
Matiére organique 82,8° 85,3"
Protéine brute 82,4° 87,2°
Gras bruts 63,5 70,2°
Fibres brutes 30,8° 38,3?
Azote libre 88,4° 89,7°
Energie métabolisable 12,9° 13,5°
Azote retenu (mg/d/kg BW®™) 854° 936"

Adaptée de Goyarts et Dénicke, 2005

D’un autre co6té, selon une étude de la méme équipe de recherche, la digestibilité totale, mesurée
en cage métabolique sur 8 porcs ayant recu une moulée contaminée (5,7 mg DON/ kg) et 5 porcs
ayant recu une moulée saine pendant 4 semaines, n’était pas affectée par la présence de la
mycotoxine (Danicke et al., 2006). De plus, dans 1’é¢tude de Dénicke et al. (2012), les
digestibilités apparentes totales de la matiére organique, des protéines brutes, des fibres brutes et
de I’azote n’étaient pas affectées par une dose de 3 mg DON/kg d’aliment servi a des porcs lors
de I’engraissement. Par contre, la digestibilité¢ des lipides était significativement plus faible chez

les porcs recevant la moulée contaminée.

Comme il est possible de le remarquer, I’effet de DON sur la digestibilité varie selon les études.
Vu I’anatomie du porc, 1’absorption des nutriments se fait généralement au niveau de ’intestin
gréle alors que peu d’absorption se fait dans le clon. 1l est donc possible que les résultats sur la
digestibilité iléale, mesurée avec une récolte de digesta chez des porcs canulés, et que la
digestibilité totale, mesurée par la récolte des féces, soient différentes, notamment au niveau de
I’effet sur les protéines. En effet, le dosage des nutriments dans les féces est en fait un dosage de
ce qui reste suite a la dégradation et a I’utilisation par les microorganismes. De plus, les doses et
les sources de DON utilisées (contamination naturelle ou de source purifiée) pourraient avoir un
effet différent sur la digestibilité puisque lors des contaminations naturelles, plusieurs formes de

DON peuvent étre présentes dans les grains. De plus, en conditions naturelles, d’autres
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mycotoxines peuvent étre présentes et des effets de synergie entre les mycotoxines peuvent étre

possibles, sans toutefois étre un effet additif (Wan et al., 2013).

2.5. Controdle des mycotoxines

Vu P’importante proportion de contamination mondiale des grains avec des mycotoxines, les
pertes économiques que cela engendre et le risque pour la santé, 1’élimination des mycotoxines
dans les aliments est une problématique majeure a laquelle des acteurs dans le monde entier
s’intéressent. Afin d’éviter les effets négatifs des mycotoxines, il y a trois possibilités a envisager.
Premierement, le meilleur moyen de prévenir les effets des mycotoxines est de prévenir la
contamination des grains, en effectuant des pratiques culturales adéquates : sélection d’hybrides,
date de semis favorable, densité de culture, rotation de cultures, récolte au bon moment, séchage
efficace. Ces méthodes ne sont toutefois pas toujours suffisantes (Magan et Aldred, 2007; Jard et
al., 2011). C’est pourquoi des méthodes de détoxification et d’élimination des mycotoxines sont
recherchées. La deuxiéme et la troisieme possibilité a envisager lorsque la contamination est
présente sont I’inhibition de I’absorption de la mycotoxine dans le systéme digestif et la

décontamination des toxines contenues dans les aliments (Awad et al., 2010).

2.5.1. Produits anti-mycotoxiniques

Une des approches souvent utilisées pour décontaminer les aliments est d’ajouter des adsorbants
aux aliments, qui lient la mycotoxine dans le systéme gastro-intestinal, la rendant moins
biodisponible et ’empéchant d’étre absorbée (Awad et al., 2010). La toxine est alors moins
biodisponible et n’a pas des effets aussi prononcés chez 1’animal. Parmi ces adsorbants, il y a
ceux qui sont inorganiques, comme le charbon activé, les aluminosilicates (inclut les argiles) et
les polymeres synthétiques, et les organiques, par exemple les levures ou les extraits de levures
(Jard et al., 2011). Plusieurs recherches ont été faites a ce sujet, mais la plupart des adsorbants
trouvés sont efficaces contre certaines mycotoxines, mais souvent inefficaces contre les
trichothécenes (Huwig et al., 2001; Dénicke et Doll, 2010; Dénicke et al., 2012). Il est connu que
certaines proprié¢tés des absorbants influencent beaucoup leur efficacité. D’un autre co6té leur
efficacité dépend aussi des propriétés de la mycotoxine elle-méme comme sa polarité, sa

solubilité, sa taille, sa forme et sa distribution de charges (Huwig et al., 2001).
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Certains produits connus sont utilisés dans I’industrie animale comme agents d’amélioration des
performances et ils pourraient servir d’adsorbant organique pour se lier aux mycotoxines, par
exemple, le Cel-can® (mélange de produits de levures, bentonite argile), le Biofix Plus® (mélange
de produits de levures, bactéries, enzymes et extraits de plantes) et le Integral® (glucomannans,
produit de levures). Toutefois, les résultats des recherches sur ces produits et leur efficacité contre
le DON ne sont pas concluants (Frobose et al., 2015; Patience et al.; 2014; Le Thanh et al., 2015).
Méme constat dans I’étude in vitro de Dol et al. (2004) ou 6 produits disponibles sur le marché et
3 substances utilisées en laboratoire étant considérés comme des adsorbants ont échoué pour la
détoxification de DON. Patience et al. (2014) suggéerent que di a la rapidité d’absorption du DON
dans le systéme gastro-intestinal, les produits absorbants n’auraient pas assez de temps pour se

lier & la toxine et prévenir son absorption.

L’autre approche possible est la détoxification des mycotoxines par transformation. Avec
I’utilisation de ces produits, les mycotoxines sont dégradées en des métabolites moins toxiques. Il
est alors possible d’utiliser différents traitements physiques comme les traitements thermiques, la
radiation, les processus d’oxydoréduction, 1’acidification, la déamination, etc. (Jard et al., 2011).
Ces types de traitements sont par contre généralement inefficaces sur le DON puisque celui-ci est
stable & de trés hautes températures (Tableau 2.1). De plus, ces traitements peuvent étre
inefficaces puisqu’ils dégradent non seulement la mycotoxine, mais aussi les nutriments présents
dans les aliments. Certains agents de transformations pouvant étre utilisés sont des éléments
biologiques comme des bactéries, des champignons, des levures ou des enzymes (Boudergue et
al., 2009) qui agissent alors en transformant les mycotoxines en leur métabolites moins toxiques.
Toutefois, dans le cas de DON, la molécule étant trés rapidement absorbée, 1’efficacité de la

transformation par des enzymes est peu envisageable.

2.5.2. Métabisulfite de sodium (DefusionV®)

Comme mentionné plus haut, le DON est une toxine difficile a contrer. Certains produits, qui
fonctionnent bien sur d’autres mycotoxines n’ont aucun effet sur DON. Présentement, certaines
recherches se concentrent sur le métabisulfite de sodium (Na,S,0s), produit capable de diminuer
la quantité de DON dans les aliments par un processus d’oxydoréduction qui change la forme de
la molécule, la rendant moins toxique (Dénicke et al., 2010a;b; Frobose et al., 2015; 2017). Un

produit composé de métabilsulfite de sodium, le Defusion''®, semble prometteur puisqu’il a déja
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démontré certains effets positifs sur les performances de croissance, lorsqu’utilisé avec une
moulée contaminée au DON (Patience et al., 2014; Le Thanh et al., 2015; Frobose et al., 2017).
Le Defusion™C est en fait un mélange d’un agent de conservation, de métabisulfite de sodium,
d’antioxydants et d’acides aminés. Son effet positif sur 1’amélioration des performances peut
donc étre dii a plusieurs éléments ou a I’interaction de certains éléments de sa composition. Les
agents antioxydants, entre autres peuvent avoir un impact positif au niveau cellulaire afin de
protéger la muqueuse intestinal des dommages possibles liés au stress oxydatif qu’entraine la
consommation de DON. Toutefois, le métabisulfite de sodium qu’il contient, diminue la
concentration de DON dans I’alimentation en formant du DON sulfoné¢ (DONS), une forme

moins toxique (Danicke et al., 2010b).

Par exemple, dans I’étude de Le Thanh et al. (2015; Tableau 2.7), le Defusion®, intégré selon les
recommandations du fabricant a 0,25 %, a eu pour effet de maintenir les performances de
croissance (GMQ, consommation quotidienne moyenne, efficacité alimentaire) similaires au
groupe témoin (DON < 0,50 mg/kg) des porcs recevant une alimentation contaminée avec 4 mg
DON /kg .

Tableau 2.7. Tableau des performances de porcs lors de la consommation d’une moulée
contaminée au DON (4 mg DON/kg) et complémenté ou non avec du

Defusion™® , un produit antimycotoxinique (Defusion™®, 0,25 %)

Témoin DON DON+Defusion™®

0-7 jours

GMQ? (g/d) 187 69* 148
Conso.” (g/d) 339 182* 260

7-14 jours

GMQ (g/d) 555 365* 551
Conso. (g/d) 714 669 696

0-14 jours

GMQ (g/d) 373 220* 352
Conso. (g/d) 497 390* 444

Adaptée de Le Thanh et al., 2015

*GMQ : gain moyen quotidien, °Conso. : consommation des porcs
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Dans le méme ordre d’idée, le DefusionM® a donné des résultats intéressants dans 1’étude de
Frobose et al. (2015). En effet, le Defusion™©, ajouté a une dose de 0,25 % ou de 0,50 % dans
I’alimentation contenant 2 mg DON/kg a amélioré le GMQ de 4 et 6 %, respectivement. Les
porcs recevant 0,50 % de Defusion™® dans leur alimentation avaient des performances de
croissance semblables a celles du groupe témoin positif (0,7 mg DON/kg). Méme constat dans
I’¢tude de Patience et al. (2014) ou les porcs nourris avec une alimentation formulée pour
contenir 4 mg DON/Kg et contenant du Defusion™® avaient des performances de croissances (gain
moyen quotidien, prise alimentaire et efficacité alimentaire) au similaires a celles du témoin

positif sans DON pour un total de 115 jours de traitement.
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2.6. Conclusion

Le DON est une mycotoxine d’importance et trés répandue au Québec et au Canada. Le porc est
I’espece d’¢élevage la plus sensible a cette mycotoxine, principalement a cause d’une absorption
rapide au debut du systéme digestif et d0 a la faible dé-époxidation de la molécule en sa forme

moins toxique, le DOM-1.

Le DON affecte les performances de croissance en élevage, notamment, en diminuant la prise
alimentaire, ce qui entraine un gain de poids plus faible. De plus, la molécule est connue pour
avoir un effet inhibiteur sur la synthése protéique, ce qui peut influencer la sélectivité de la
barriére intestinale via une possible altération de la fonction des protéines des jonctions serrées ou
des transporteurs de nutriments. Les études se contredisent toutefois pour ce qui est de I’effet du

DON sur la digestibilité des nutriments.

Il est connu que les effets de§ mycotoxines peuvent étre amoindris en utilisant des additifs

alimentaires qui se lient a la molécule pour en limiter 1’absorption ou qui vont transformer la
molécule en une forme moins toxique. La plupart des différents produits anti-mycotoxiniques
retrouves sur le marché sont toutefois inefficaces pour contrer les effets du DON ou pour limiter
son absorption. Un produit d’exception est, par contre, présentement a 1’étude. Il s’agit du
Defusion™®, un mélange d’un agent de conservation (métabisulfite de sodium), d’antioxydants et
d’acides aminés. Ce produit a permis d’obtenir des performances de croissance semblables au

groupe témoin dans des études récentes.

Les nouvelles découvertes sur le Defusion™® et les résultats contradictoires au niveau de 1’effet de

DON sur la digestibilité ouvrent la porte a d’autres études a ce sujet.
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Chapitre 3 : Effect of Deoxynivalenol (DON) and Defusion™, an

Antimycotoxin Additive, on Nutrient Digestibility in Growing Pigs.

Résumé de l'article

Le désoxynivalenol (DON) est une mycotoxine produite par les moisissures du genre Fusarium
qui est connu pour avoir un impact pour I’industrie porcine en réduisant les performances de
croissance des animaux. Cette étude avait pour but de tester I’effet du DON (4 mg/kg) et du
métabisulfite de sodium (SBS) , un produit antimycotoxinique, sur la digestibilité des nutriments.
Les porcs ont regu une ration composée a 55 % d’orge contaminée ou saine, avec ou sans
Defusion™®, un produit commercial de SBS L’expérience a été réalisée avec des porcs munis
d’une fistule canulée a I’iléon dans un dispositif de type design croisé pendant des périodes de 10
digestibilité apparente totale (DAT) de plusieurs nutriments a été mesurée a partir du digesta et
des féces. La DIA du phosphore, du calcium et de certains acides aminés a été augmentée par
DON (P < 0,05). De plus, DON avait tendance a diminuer la DAT de la matiére séche et de
I’énergie (P = 0,064 et P = 0,071). L’ajout de DefusionV'® & la ration a diminué la DIA de la
matiere seche, de I’énergie, des fibres ADF, des lipides et du phosphore (P < 0,05) en plus de
diminuer la DIA du DON (P < 0,05). Ce projet a montré un effet positif de la contamination au
DON sur la DIA des nutriments, mais une tendance du DON a la diminution de la DAT de
I’énergie, ce qui pourrait en partie expliquer son effet négatif sur les performances de croissance.
A ’opposé, 1’ajout de Defusion™ a réduit I’absorption de DON mais a eu un effet négatif sur la
DIA des nutriments. Bien que le Defusion™ soit connu pour améliorer les performances de
croissance des porcs ayant consommé une ration contaminée au DON, son effet positif ne serait

donc pas associé & une hausse de la digestibilité des nutriments.
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Abstract

Deoxynivalenol (DON), a Fusarium mycotoxin, is known to have an impact on the pig industry
by reducing growth performances. Only sodium bisulfite and sodium metabisulfite (SBS) had
shown positive results as an antimycotoxin additive to reduce the negative effects of DON. The
aim of this study was to evaluate an antimycotoxin product containing SBS as an active
ingredient and DON from a perspective of nutrient digestibility. Six crossbred castrated pigs were
fitted surgically with single-T cannula. According to a crossover design, pigs received one of the
four diets composed with contaminated or uncontaminated barley-corn-soybean diets, with or
without Defusion™ (a commercial supplement of SBS) for 10 days; titanium oxide was added as
an indigestible marker. After 8 days on experimental diets, faeces and ileal digesta were collected
on two days. Apparent ileal digestibility (AID) of dry matter, calcium, phosphorus, crude protein,
crude fat, ADF,NDF, energy, amino acids and total DON and apparent total tract digestibility
(ATTD) of dry matter, ADF, NDF, energy and DON were evaluated. The AID of phosphorus,
calcium and some amino acids (alanine, valine, leucine and isoleucine) was increased (P < 0.05)
by DON. However, DON tended to decrease ATTD of dry matter and energy (P = 0.064 and P =
0.071). Defusion™ reduced the AID of dry matter, energy, ADF and, fat and phosphorus (P <
0.05). For NDF, Defusion™ reduced its AID but only in pigs fed with uncontaminated diets
(Interaction, Defusion x DON, P < 0.05). However, Defusion™ had no effect on ATTD of dry
matter, energy and fibers. Defusion™ reduced AID of total DON (P < 0.05) but had no effect on
ATTD of this mycotoxin. This project showed a positive effect of DON contamination in AID of
nutrients but reduced ATTD of energy, which could partly explain the negative effect of DON on
growth performance previously reported. Defusion™ supplement reduced absorption of DON but
did not have a positive effect on AID or ATTD of nutrients. Defusion™ is known to improve the
growth performances of pigs fed DON-contaminated but its mode of action would not be
associated with better AID or ATTD of nutrients.
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3.1. Introduction

Mycotoxins are secondary metabolites of different molds that frequently contaminate food and
feed and cause various health problems in animals and humans. The Canadian Food Inspection
Agency estimated that about 25% of all grains produced annually worldwide are contaminated by
mycotoxins (ACIA, 2015). Deoxynivalenol (DON) is a toxin belonging to the family of
trichothecenes, produced by Fusarium graminearum and Fusarium culmorum (Trenholm et al.,
1988). In Canada, DON is probably one of the most studied mycotoxins and an important
contaminant of food and feed, because of the temperate and humid climate, which promote

Fusarium development in grains (Rotter et al., 1996; Sobrova et al., 2010).

Among farm animals, pigs are one of the most sensitive species to DON (Rotter et al., 1996).
Their sensibility is due to a limited transformation of DON in the gastrointestinal tract by the
microflora to its less toxic form, de-epoxy-DON (DOM-1), and a rapid absorption in the proximal
part of the small intestine (Danicke et al., 2004). The impact of DON in pig diet is reduced weight
gain that is linked to a decrease in feed intake (Goyarts and Dénicke, 2005; Wu et al., 2015).
Furthermore, as the gastrointestinal tract is the first barrier in contact with feed contaminants, the
exposition of this tissue to DON cause some disturbances, like inflammation, that can affect the
morphology and function of intestinal mucosa (D6l et al., 2009; Wan et al., 2013; Lessard et al.,
2015; Wu et al., 2015; Cheat et al., 2016). Indeed, some study had noticed a decrease in intestinal
villus height with DON exposition (Le Thanh et al., 2015; Wu et al., 2015). Also, Pinton et al.
(2009; 2010; 2012) noted that DON and its derivatives affect the expression of some tight
junction proteins, which have a role in the permeability of the intestinal barrier. Because of those
intestinal disturbances, DON could have an impact on nutrient digestibility (Le Thanh et al.,
2015). However, the results digestibility and nutrient utilization differed between different studies
(Goyarts and Dénicke, 2005; Halawa et al., 2012; Le Thanh et al., 2015; Wu et al., 2015; Jo et al.,
2016).

There are many strategies to control mycotoxins growth in grains, beginning with the prevention
of their formation in the field (Magan and Aldred, 2007). But, even with the best field
management, contamination can occur and that is why there is much research to find efficient
anti-mycotoxin feed additives. Many anti-mycotoxin additives exist and are often used in pig
diets but most of them did not alleviate the negative effect of DON. The most prevalent approach
is the inclusion of mycotoxin binding agents or adsorbents which reduce mycotoxin uptake (Jard

et al., 2011). However, the efficiency of mycotoxin binders differs depending on the toxin, even if
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some show good results against aflatoxin, the majority of binders had no effect on trichothecenes
(Huwig et al., 2001; Danicke and D&ll, 2010; Danicke et al., 2012a). Another possible approach
is to transform mycotoxins into non-toxic products by using physical or chemical processes (Jard
et al.,, 2011). One of the chemical processes that cause change in molecular structures and
subsequent biological activity is oxidation-reduction reactions. In fact, reduction of DON to
DON-sulfonated, a less toxic form, by the use of sodium bisulfite (NaHSO;3) or sodium
metabisulfite (Na,S;0s) has showed good results in reducing DON concentration in feed
(Déanicke et al., 2005). Positive results have also been obtained using Defusion™, an
antimycotoxin agent containing sodium metabisulfite (SBS) as an active ingredient, in preventing
of DON effect on pig growth performance (Patience et al., 2014; Frobose et al., 2015; Le Thanh
et al., 2015). According to those results, we wanted to evaluate this product from a perspective of
nutrients digestibility.

The aim of this study was to investigate the effect of DON contaminated diet and Defusion™
additive, on the ileal and total apparent digestibility of nutrients in growing pigs. The hypothesis
was that DON reduces the digestibility of some nutrients and that Defusion™ will counteract the

negative effect of DON on nutrient digestibility.

3.2. Material and methods

3.2.1. Animals and diets

Six crossbred castrated male pigs of about 20 to 25 kg were transferred from a commercial farm
to the Laval University research unit. All pigs were kept individually in pens of 1.05 m X 2 m at
20 (£2) °C with 12 hours of luminosity per day. Pigs had always free access to drinking water. All
pens were cleaned daily and the pigs were able to walk freely in the room and play with each

other during the cleaning process.

The experiment was divided in two trials. In the first one, the pigs received one of the two diets
containing 55% of contaminated or uncontaminated barley for 10 days, according to a crossover
design to give 6 observation per treatment (n=6 per treatment). As it shown in Table 3.1, the diets

contain barley, corn starch, sucrose, salt and supplements of vitamins and minerals. The barley

47



was naturally contaminated with Fusarium and contained 6.5 mg DON/ kg. Pigs received a daily
feed allowance of 4 % BW, divided in two equal meals distributed at 8 AM and 3 PM.

In the second trial, the same pigs as is the first trial were used in a crossover design and received
one of four diets that contain 55 % of the same contaminated or uncontaminated barley and other
ingredients (Table 3.2), with or without an antimycotixin additive, Defusion™ (Provimi, St-
Valérien de Milton, QC), a preservative blend. According to the manufacturer, this product
contains some preservatives (ascorbic acid, citric acid, potassium sorbate, SBS), antioxidants
(vitamin A acetate, vitamin D; supplement, vitamin E supplement), and amino acids.
Compositions of the diets are shown in Table 3.2. The daily feed amount was also 4 % BW,
distributed at 8 AM and 3PM.

3.2.2. Experimental procedures

Animal care procedures followed the guidelines of the Canadian Council of Animal Care (CCAC,
2009) and the protocol was approved by Laval University Animal Use and Care Committee.

At the arrival of the pigs, they were fed with a commercial diet (Agri-Marché, St-lsodore, Qc,
Canada) for growing pigs for an acclimatization period of 7 days. After this period, pigs were
fitted surgically with single-T cannula, according to procedure proposed by Wubben et al. (2001).
After the surgery, pigs were fed the same commercial diet for approximately 12 days and the feed

guantity was increased by 200 g per day until they eat 1.4 kg/d.

For the first trial, the pigs were weighed before the beginning of each feeding phase to establish
individual feed allowance. After 8 days on experimental diets, faeces and digesta were collected
for two days. Faeces and digesta collections were performed for 8 hours per day. Faeces were
collected by grab sampling immediately after defecation. Digesta samples were taken with plastic
bags from the cannula and were changed every 30 minutes. Two millilitres of formic acid (5 %)
was added to each full bag of digesta during the collection to avoid microorganism growth.
Faeces and digesta samples from each pig were collected and frozen at -20 °C in individual
packages, until further analysis to determine their chemical composition. Blood samples were

taken after pigs consumed their first meal the day of digesta collection.
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Table 3.8. Composition of experimental diets for the first trial
Barley-control® Barley-DON

Ingredient (%)

Control barley 55.0 0

Contaminated barley 0 55.0
Corn starch 34.15 34.15
Sucrose 10.0 10.0
Salt 0.30 0.30
Vitamin mineral premix® 0.25 0.25
Titanium oxide 0.30 0.30

Analyzed composition (%)

Dry matter 90.8 90.1
Gross energy 3507 3494
Crude fat 0.71 0.85
Crude protein 4.71 4,94
ADF 1.87 2.36
NDF 4.07 4.48
Calcium 0.72 0.63
Phosphorus 0.22 0.24
Amino acids
Isoleucine 0.31 0.33
Leucine 0.50 0.51
Lysine 0.26 0.26
Phenylalanine 0.31 0.30
Threonine 0.16 0.15
Valine 0.56 0.51
Alanine 0.27 0.27
Aspartic acid 0.42 0.41
Glutamic acid 121 141
Glycine 0.30 0.27
Proline 0.62 0.60
Serine 0.13 0.12
Tyrosine 0.29 0.24
Total DON (mg/kg) 0.22 3.62

# Other mycotoxin concentrations in control diet: AFs: <1 pg/kg, FB: <0.1 mg/kg, OTA:
<0.003 mg/kg, T-2: <0.06 mg/kg, HT-2: <0.06 mg/kg, Zearalenone: <0.03 mg/kg. DON-
contaminated diet: AFs: <1 pg/kg, FB <0.1 mg/kg, OTA: 0.034 mg/kg, T-2: <0.06 mg/kg, HT-
2: <0.06 mg/kg, Zearalenone: 0.03 mg/kg. Mycotoxin analysis was done by LC-MS/MS
(Actlabs Agriculture, Ancaster, ON, Canada).

? Provided per kilogram of diet: vitamin A palmitate 6,000 1U; vitamin D5 600 IU; vitamin E
acetate 60 1U; menadione sodium bisulfite 3.75 mg; riboflavin 8 mg; niacin 44.0 mg; calcium
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pantothenate 25.0 mg;; vitamin By, 25.0 ug.

Y Provided per kilogram of diet: Zn (as zinc sulfate) 150 mg; Fe (as ferrous sulfate) 150 mg; Cu
(as copper sulfate) 30 mg; | (as potassium iodate) 0.30 mg; Mn (as manganous sulfate) 10 mg;
Se (as sodium selenite) 0.30 mg.

After the first trial, all the pigs were fed with the commercial diet for 5 days to reduce the effect
of the previous treatment. At the beginning of the second trial, one pig was removed from trial
because of health problems. The design of this experiment was a crossover with 4 periods to give
5 observations per period per diet. The treatment periods were of 10 days, including 8 days of
adaptation and 2 days of digesta and faeces collection. Pigs received randomly one of the four
diets composed with contaminated or uncontaminated barley, with or without Defusion™. To
avoid long-term effects of mycotoxin ingestion, pigs did not receive a contaminated diet on two
consecutive periods. Digesta and faeces were collected as described forthe first trial.
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Table 3.9. Composition of experimental diets for the second trial

Control DON Defusion™  DON + Defusion™
Ingredient (%)
Control barley 55.0 0 55.0 0
Contaminated barley 0 55.0 0 55.0
Corn 24.03 24.03 23.73 23.73
Soybean meal 12.60 12.60 12.60 12.60
Soy oil 5.30 5.30 5.30 5.30
Limestones 0.90 0.90 0.90 0.90
Monocalcium phosphate 0.70 0.70 0.70 0.70
Lysine HCI 0.52 0.52 0.52 0.52
Salt 0.30 0.30 0.30 0.30
Threonine 0.11 0.11 0.11 0.11
DL-Methionine 0.04 0.04 0.04 0.04
Vitamins and minerals 0.2 0.2 0.2 0.2
Defusion™ 0 0 0.30 0.30
Titanium oxide 0.30 0.30 0.30 0.30
Analyzed composition (%)
Dry matter 90.2 90.3 89.8 89.2
Gross energy (kcal/kg) 3787 3766 3705 3683
Crude fat 4.77 4,72 4.59 4,32
Crude protein 12.09 12.37 12.44 12.03
ADF 3.29 3.89 2.98 3.80
NDF 8.12 7.78 6.49 7.81
Calcium 0.60 0.61 0.59 0.57
Phosphorus 0.59 0.65 0.61 0.58
Amino acids
Isoleucine 0.96 0.91 0.85 0.91
Leucine 1.66 1.65 1.63 1.59
Lysine 1.01 1.08 1.17 1.09
Phenylalanine 0.82 0.80 0.80 0.78
Threonine 0.60 0.54 0.51 0.57
Valine 1.10 1.18 1.12 1.17
Alanine 0.75 0.75 0.75 0.72
Aspartic acid 1.33 1.26 131 1.14
Glutamic acid 2.67 3.03 3.01 2.45
Glycine 0.63 0.65 0.66 0.65
Proline 1.32 1.29 1.30 1.25
Serine 0.80 0.69 0.63 0.74
Tyrosine 0.64 0.59 0.56 0.58
DON (mg/kg) 0.29 4.49 0.43 3.96
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#Other mycotoxin concentrations in control diet: AFs: <1 pg/kg, FB: <0.1 mg/kg, OTA: <0.003 mg/kg, T-
2: <0.06 mg/kg, HT-2: <0.06 mg/kg, Zearalenone: <0.03 mg/kg. DON diet: AFs: <1 pg/kg, FB <0.1
mg/kg, OTA: 0.034 mg/kg, T-2: <0.06 mg/kg, HT-2: <0.06 mg/kg, Zearalenone: 0.03 mg/kg. Defusion™
diet: AFs: <1 pg/kg, FB: <0.1 mg/kg, OTA: <0.003 mg/kg, T-2: <0.06 mg/kg, HT-2: <0.06 mg/kg,
Zearalenone: <0.03 mg/kg. DON+Defusion™ diet: AFs: <1 pg/kg, FB: <0.1 mg/kg, OTA: <0.003 mg/kg,
T-2: <0.06 mg/kg, HT-2: <0.06 mg/kg, Zearalenone: <0.03 mg/kg. Mycotoxin analysis was done by LC-
MS/MS (Actlabs Agriculture, Ancaster, ON, Canada).

?Provided per kilogram of diet: vitamin A palmitate 6,000 1U; vitamin D5 600 IU; vitamin E acetate 60 1U;
menadione sodium bisulfite 3.75 mg; riboflavin 8 mg; niacin 44.0 mg; calcium pantothenate 25.0 mg;;
vitamin By, 25.0 pg.

Y Provided per kilogram of diet: Zn (as zinc sulfate) 150 mg; Fe (as ferrous sulfate) 150 mg; Cu (as copper
sulfate) 30 mg; | (as potassium iodate) 0.30 mg; Mn (as manganous sulfate) 10 mg; Se (as sodium selenite)
0.30 mg.

3.2.3. Laboratory analysis

lleal digesta and faeces samples were freeze-dried. Then, the samples of each pig for each period
were pooled and ground using Cyclotec™ (FOSS, Nanterre) to have particles size less than 1

mm. A subsample of approximately 25 g of every pooled sample was used for all further analysis.

For feed and digesta, dry matter (AOAC method 934.01), titanium, calcium, phosphorus, crude
protein, crude fat, ADF and NDF fibers, energy and total DON and DOM-1 were analyzed. For
faeces, only dry matter, titanium, ADF and NDF fiber, energy and mycotoxins were analyzed,

using the same methods.

Titanium was measured by absorbance using the procedure described by Myers et al. (2004) with
0.05 g of faeces and digesta and 0.1 g of feed. Samples were prepared for quantifying minerals
(AOAC method 968.08). Calcium was analyzed according to AOAC method 938.08 by atomic
absorption spectroscopy (Perkin Elmer AAnalyst 400, Waltham, MA) and phosphorus was
analyzed by colorimetry with molybdovanadate reagent (AOAC method 965.17). Nitrogen was
determined by Kjeldahl digestion method. Crude protein was calculated by using Kjeldahl N
value multiply by 6.25 (AOAC method 2001.11). Crude fat extraction was made in ethyl ether
using the Soxtec™ 8000 (Foss, Nanterre, France) (AOAC method 2003.05). The NDF and ADF
fibers were analysed using the Ankom 200 Fiber Analyzer (Ankom technology, Macedon, NY)
(AOAC method 973.18). Gross energy was determined using a calorimeter model 6400 (Parr

Instrument Company, Moline, IL). Samples were hydrolysed using an HCI 6 M solution as
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described by Guay et al. (2006) and amino acids were analyzed by gas chromatography using

commercial kit (Phenomenex, Torrance, CA, USA).

The concentrations of DON and DOM-1 were also evaluated in the faeces and digestas by high
performance liquid chromatography (HPLC) following by immunoafinity column (IAC)
according to the method proposed by Valenta et al. (2003). Briefly, 2.5 g of faeces or digestas
was incubated with B-glucuronidase (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada, G0876) at pH 5.5
(acetate buffer) at 37°C for 12 h. After, 62 ml of acetonitrile were added and the mixture was
shaken for 1h and filtrated. A 40 ml of the mixture was defatted with 40 ml of petroleum ether.
The aqueous phase was then cleaned with a mixture of charcoal, aluminium oxide and celite for
10 min and filtrated. A sample of 15 ml of the filtrate was evaporated to dryness with the addition
of 5 ml of ethanol. In feed, DON and other mycotoxins were analysed by LC-MS/MS in a
commercial laboratory (Actlabs Agriculture, Ancaster, ON, Canada).

3.2.4. Data calculation and statistical analysis

Values for total and ileal apparent digestibility of nutrients and energy by pigs fed experimental
diets (barley and experimental diet) were calculated using titanium as indigestible marker and

according to the following equation (Stein et al., 2007):

Total or ileal apparent digestibility (ATTD or AID ) (%) = [1- ((Nutrients giges X Ti feeq)/
(NULFiEnts feeq X Ti gigesta)) X 100

In order to isolate the specific effect of DON on AID and ATTD of nutrients in diets without the
effect of barley in the second trial, the digestibility value of the two sources of barley
(contaminated and uncontaminated) in the first trial was subtracted from the digestibility values
of experimental diets containing or not DON and the Defusion™ according to method proposed
by Adeola (2001).

Total or ileal apparent digestibility of nutrients without barley = Digestibility of nutrients in
whole diets (second trial) — (Nutrients from barley (first trial) x barley digestibility for nutrients

(first trial) ) / Nutrients from the rest of the diet (second trial)

In first trial, data were analysed using the MIXED procedure using pig and period as random

effects and barley source as the fixed effect. In the second trial, pig and period were also used as
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random effects and DON contamination and Defusion™ supplementation were included as fixed
effects in a factorial arrangement. In this study, P-values < 0.05 were considered as significant

and P-values < 0.1 as a tendency.

3.3. Results

3.3.1. First trial — effect of barley source

DON concentration in ileal digesta, faeces and serum

The results showed that pigs fed with barley-DON diet had higher (P < 0.05) DON concentration
in ileal digesta and in faeces than pigs fed control-barley diet (Table 3.3). There was no
significant difference of DON contamination on DOM-1 concentration in ileal digesta. However,
DOM-1 concentration was higher (P < 0.05) in faeces of pigs fed barley-DON diet. DOM-1
concentration was numerically higher in faeces than in ileal digesta whereas DON/ (DON+DOM-
1) ratio was lower in faeces than in ileal digesta. The absorption of DON (estimated by
digestibility) was high and close to 100 % and was not affected by DON concentration in the
diets (Table 3.3). DON concentration was higher (P < 0.05) in serum of pigs fed with barley-
DON diet than pigs fed barley-control diet (Table 3.3).

Effect of barley-deoxynivalenol (DON) diet on digestibility

Results in table 3.4 showed that barley-DON diet caused an increase (P < 0.05) of the phosphorus
AID compared to the barley-control diet. In pigs fed barley-DON diet, crude fat AID was also
increased (P < 0.05). No effect was noted on AID of dry matter, energy, fiber, crude protein,

amino acids and calcium.

Pigs fed barley-DON diet had a higher ATTD of ADF than those fed barley-control diet (P <
0.05) (Table 3.4) but they had similar ATTD of dry matter, energy and NDF.
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Table 3.10. Deoxynivalenol (DON) and de-epoxy-DON (DOM-1) concentrations in
blood, ileal digesta and feaces and ileal and total absorption of DON in
pigs fed barley-DON contaminated or uncontaminated diets

Barley- Barley-
control*  DON

SEM P value

lleal digesta (ng/g)

DON 22.0 280.9 51.2 0.020
DOM-1 0 6 3.6 0.117
DON + DOM-1 22.0 286.9 52.4 0.020
DON/ (DON + DOM-1) 1 0.98 0.009 0.120
DON AID (%) 95.5 98.9 0.3 0.192
Faeces (ng/g)

DON 32.4 260.2 106.7 0.014
DOM-1 4.8 54.6 28.9 0.029
DON + DOM-1 37.2 314.8 79.3 0.007
DON/ (DON + DOM-1) 0.84 0.70 0.13 0.212
DON ATTD (%) 98.4 99.2 0.3 0.125

Serum (ng/mL)

DON 0.68 7.78 0.38 <0.001
®Diets composition: 55 % control or contaminated (6,5 mg DON/kg) barley, 34,15 % corn starch, 10 %
sucrose, 0,30 % salt, 0,25 % vitamin mineral premix, 0,30 % titanium
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Table 3.11. Effect of barley-deoxynivalenol (DON) diet on apparent ileal (AID) and
total digestibility (ATTD) of nutrients in growing pigs
Barley-control*  Barley-DON SEM P value
Feed intake (kg/d) 1.46 144 0.05 0.228

Apparent ileal digestibility (%)

Dry matter 83.9 84.6 1.7 0.754
Gross energy 82.3 83.4 1.9 0.648
ADF 39.8 46.4 8.5 0.346
NDF 46.0 46.1 1.0 0.989
Crude fat 61.3 73.4 2.8 0.012
Crude protein 63.7 65.3 3.0 0.695
Phosphorus 57.3 67.1 1.8 0.004
Calcium 70.3 75.7 4.8 0.193
Amino acids
Isoleucine 68.0 70.0 3.9 0.672
Leucine 70.4 71.2 3.7 0.857
Lysine 75.5 68.9 4.7 0.379
Phenylalanine 74.8 70.3 4.2 0.432
Threonine 55.3 49.9 6.4 0.588
Valine 75.7 70.8 35 0.353
Alanine 63.9 66.9 3.0 0.423
Aspartic acid 67.2 61.2 4.8 0.322
Glutamic acid 82.2 82.7 4.8 0.915
Glycine 525 47.0 3.9 0.328
Proline 60.9 62.0 5.7 0.885
Serine 63.3 59.9 7.2 0.433
Tyrosine 79.8 74.1 45 0.424

Apparent total tract
digestibility (%)

Dry matter 90.9 90.6 0.6 0.655
Gross energy 87.8 87.4 0.8 0.698
ADF 59.1 66.9 1.7 0.018
NDF 65.5 68.1 1.7 0.346
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3.3.2. Second trial — effect of deoxynivalenol (DON) and Defusion™ additive

Deoxynivalenol concentration in ileal digesta and faeces

Results revealed that pigs fed with DON-contaminated diets had higher (P < 0.05) DON and
DOM-1 concentration in ileal digesta and in faeces than pigs fed control but Defusion™ additive
increase DON and DON+DOM-1 concentration in ileal digesta and faeces especially in pigs fed
DON-contaminated diets (interaction DON x Defusion, P < 0.05 and P = 0.053) (table 3.5).
However, Defusion™ additive did not have any effect on DOM-1 concentration in ileal digesta
and faeces. DON contamination tended to increased DON ileal digestibility and increased ATTD
(P = 0.053 and P < 0.05) whereas Defusion™ decreased only DON AID (P < 0.05) (table 3.5). It
should be noted that despite the addition of Defusion™ additive, the apparent absorption of DON
remained high at over 97 %. As observed in trial 1, DON/ (DON+DOM-1) ratio was lower in
faeces than in ileal digesta.

Effect of deoxynivalenol (DON) and Defusion™ on digestibility

DON contamination had no effect on AID of dry matter, energy, ADF and NDF and crude protein
but AID of phosphorus and calcium was increased in pigs fed DON contaminated diets (P < 0.05)
(table 3.6). DON contamination also tended to increase (P = 0.088) crude fat AID and increased
AID of alanine, valine, leucine, isoleucine (P < 0.05) and tended to increase AID of glycine (P =
0.089) (table 3.6). However, DON contamination tended to decrease ATTD of dry matter and
energy (P =0.064 and P = 0.071) but had no effect on ATTD of ADF and NDF (table 3.6).

The AID of dry matter, energy, ADF, crude fat and phosphorus was lower (P < 0.05) in pigs fed
Defusion™ diets than those fed unsupplemented diets (table 3.6). For NDF, Defusion™ reduced
AID but only in pigs fed uncontaminated diet (Interaction DON x Defusion™ (P < 0.05).
Defusion™ additive also decreased (P < 0.05) AID of aspartic acid and tended to decrease AID of
leucine, glutamic acid, phenylalanine and proline (P < 0.09). For AID of proline Defusion™
tended to decreased digestibility more in uncontaminated diet than in contaminated diet
(Interaction DON x Defusion™ (P = 0.085)). Defusion™ additive had no effect on ATTD of dry
matter, energy and ADF and NDF.
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Table 3.12. Deoxynivalenol (DON) concentration in ileum and faeces of pigs fed
diets DON-contaminated or uncontaminated, with or without Defusion™

diets
P-Value
Control*  DON  Defusion™ DeI?uC;:\(;TM SEM DON  Defusion™ D;l(,l)sli\:)r)l(TM

lleal digesta (ng/g)

DON 23.17 103.1 38.0 236.4 16.8 <0.001 0.001 0.003
DOM-1 0 15.4 0 24.3 3.2 0.001 0.165 0.195
DON + DOM-1 23.8 118.2 38.1 260.9 175 <0.001 0.001 0.002
DON/ (DON + DOM-1) 1 0.88 1 0.90 0.02 0.001 0.514 0.515
DON AID (%) 97.9 99.3 97.3 97.7 0.5 0.053 0.024 0.231
Faeces (ng/g)

DON 44 315 13.9 59.7 4.8 <0.001 0.002 0.053
DOM-1 15.8 69.2 10.0 77.6 9.4 <0.001 0.868 0.363
DON + DOM-1 20.0 100.9 22.8 137.3 12.6 <0.001 0.099 0.149
DON/ (DON + DOM-1)  0.16 0.33 0.66 0.46 0.1 0.682 0.005 0.029
DON ATTD (%) 98.8 99.6 99.1 99.2 0.2 0.018 0.681 0.067

Barley (55 %), corn (24,23 %), soybean meal (12,60 %) based diet. DON-contaminated barley contain 6,5
mg DON/kg. Defusion diets contain 0,30 % Defusion™ additive.
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Table 3.13. Effect of deoxynivalenol (DON) and Defusion™ on apparent ileal and

total digestibility of nutrients

P-Value
Control® DON  Defusion™ De?li:\cl):w SEM DON  Defusion™ Dgili\(l):w
Feed intake (kg/d) 2.45 2.47 2.45 2.47 0.31 0.269 0.836 0.895
Apparent ileal
digestibility %
Dry matter 724 714 69.6 70.4 1.4 0.848 0.022 0.242
Gross energy 72.2 70.6 68.0 68.6 1.4 0.506 0.002 0.176
ADF 34.7 36.6 25.2 33.0 3.3 0.115 0.047 0.313
NDF 46.9 40.1 29.6 36.6 3.7 0.993 0.005 0.036
Crude fat 86.0 86.5 81.2 83.9 1.4 0.088 0.001 0.217
Crude protein 775 76.8 76.2 77.0 1.3 0.922 0.433 0.314
Phosphorus 54.5 61.2 48.9 57.6 2.6 0.001 0.004 0.467
Calcium 71.7 77.7 69.5 77.4 34 0.022 0.621 0.723
Amino acids
Isoleucine 78.3 81.2 73.4 80.7 2.5 0.042 0.242 0.327
Leucine 82.8 83.8 80.5 83.0 1.2 0.039 0.056 0.342
Lysine 84.1 90.8 88.7 87.0 2.9 0.400 0.892 0.180
Phenylalanine 83.1 83.1 79.9 82.2 1.6 0.235 0.055 0.254
Threonine 80.8 79.1 61.4 82.9 6.4 0.137 0.234 0.089
Valine 74.6 79.5 70.9 78.6 2.7 0.026 0.366 0.562
Alanine 73.8 76.8 74.1 77.9 1.7 0.048 0.640 0.806
Aspartic acid 79.7 79.7 735 77.2 2.1 0.221 0.014 0.239
Glutamic acid 87.7 89.9 84.3 82.8 2.7 0.886 0.063 0.475
Glycine 58.6 64.3 63.1 66.3 3.2 0.089 0.197 0.610
Proline 81.5 80.3 78.3 80.3 1.1 0.643 0.085 0.085
Serine 88.8 92,5 734 92.3 6.8 0.125 0.270 0.283
Tyrosine 74.9 85.5 84.4 82.7 4.8 0.351 0.479 0.205
Apparent total tract
digestibility (%)
Dry matter 85.3 81.2 83 77.2 8.2 0.064 0.213 0.726
Gross energy 82.1 77.2 78.7 71.9 2.9 0.071 0.164 0.742
ADF 65.5 57.5 56.5 48.9 55 0.187 0.143 0.973
NDF 73.7 63.6 63 57.3 5 0.151 0.128 0.677
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Specific effect of deoxynivalenol (DON) and Defusion"additive

As observed in previous experiment, specific effect of DON contamination, shows increased AlID
of calcium, phosphorus and some amino acids (leucine, valine, aspartic acid, glycine, serine (P <
0.05)) and tendance of increased AID of isoleucine (P = 0.068)(table 3.7). DON contamination
also had no effect on the AID of ADF and NDF, crude fat and crude protein.

The Defusion™ additive also decreased AID of ADF, fat, phosphorus, aspartic acid and serine
and tended to decrease AID of leucine (P = 0.083), phenylalanine (P = 0.076) and glutamic acid
(P = 0.079). The Defusion™ additive also reduced AID of NDF but its effect was more
pronounced in pigs fed uncontaminated diets (Interaction, DON x Defusion, P < 0.05). A similar
tendency was observed for proline (P = 0.061). Finally, no effect of DON or Defusion™ additive
was noted on the ATTD of ADF and NDF.
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Table 3.14. Specific effect (excluding the effect of barley digestibility) of
deoxynivalenol (DON) and Defusion™ additive on ileal and total

digestibility of nutrients in growing pigs.

P-Value
Control DON  Defusion™ Del?ucig}“" SEM ~ DON  Defusion™ Dgs)sli\(ln:m
Apparent ileal
digestibility (%)
ADF 28.1 24.4 1.7 11.4 6.4 0.561 0.003 0.215
NDF 48.1 314 4.0 24.3 7.5 0.766 0.002 0.012
Fat 90.4 88.6 84.9 86.5 1.7 0.913 0.004 0.132
Protein 86.4 84.5 83.9 85.2 2.2 0.820 0.434 0.198
Phosphorus 52.8 57.9 44.4 51.0 4.2 0.018 0.004 0.732
Calcium 719 78 69.4 77.6 3.9 0.032 0.618 0.715
Amino acids
Isoleucine 83.9 87.5 76.4 86.8 4.0 0.068 0.255 0.345
Leucine 88.1 89.5 85.1 88.5 1.8 0.046 0.083 0.345
Lysine 87.2 97.7 92.4 92.5 3.9 0.196 0.998 0.201
Phenylalanine 90.9 90.7 86.1 89.5 2.5 0.311 0.076 0.245
Threonine 90.0 90.6 81.1 93.8 3.8 0.112 0.462 0.140
Valine 73.3 86.0 66.0 84.7 53 0.009 0.379 0.538
Alanine 79.3 82.4 79.9 84.4 2.6 0.138 0.603 0.764
Aspartic acid 85.5 88.5 76.4 85.8 3.1 0.019 0.023 0.170
Glutamic acid 91.7 96.1 85.6 82.9 5.3 0.866 0.079 0.480
Glycine 63.8 768 71.3 78.7 5.6 0.032 0.216 0.629
Proline 99.1 95.9 93.9 97.2 2.1 0.969 0.229 0.061
Serine 93.6 100 81.9 98.0 3.1 0.004 0.035 0.128
Tyrosine 71.0 93.4 89.2 88.9 8.8 0.220 0.435 0.207
Apparent total tract
digestibility (%)
ADF 65.4 41.2 414 30.8 10.3 0.124 0.129 0.526
NDF 79.3 57.5 58.9 48.5 9.3 0.122 0.154 0.560
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3.4. Discussion

The analyzed concentrations of total DON in the diets were close to the anticipated levels. Other
mycotoxins were also analyzed to eliminate the possible interaction effect. Even in naturally
contaminated diets, other mycotoxins levels remained low and under the critical level reported to
affect growth performances in pigs (ACIA, 2015).

3.4.1. Deoxynivalenol (DON) metabolism

Many authors agree that DON is rapidly absorbed at the beginning of the small intestine
(Prelusky et al., 1988; Eriksen et al., 2003; Danicke et al., 2004). In the present study, digesta
were collected at the end of the small intestine, after the absorption site. The small DON amount
found at the end of the ileum and the high DON concentration in the blood are in accordance with
a strong absorption in the first part of the gastrointestinal tract (Avantaggiato et al., 2004;
Dénicke et al., 2004). Furthermore, as expected, DON AID percentages (close to 100%) were

found in all diets.

It can also be noted that there was an increase in the DOM-1 concentration from the ileum to the
faeces, which is normal considering that de-epoxy DON (DOM-1) is formed by microorganisms
present in the large intestine (Kollarczik et al., 1994; Danicke et al., 2004). Effectively, it is
known that the formation of DOM-1 from DON is a reaction of de-epoxidation, which means the
epoxy group in the molecule is removed, resulting in a less toxic form (Yoshizawa et al., 1983;
Eriksen et al., 2002). Therefore, the rapid absorption combined with the transformation of DON
to DOM-1 after the absorption site confirms the high sensibility of the pigs and the subsequent
impact of DON on pig health and performances previously reported (Dénicke et al., 2004).

Recent studies have shown that supplementation with Defusion™ additive in a DON-
contaminated diet have a positive impact on growth performances, which include the increase of
average daily gain and daily feed intake compared to DON-contaminated diet without the
additive (Patience et al., 2014; Frobose et al., 2015; Le Thanh et al., 2015). From a perspective of
DON digestibility, the inclusion of Defusion™ additive showed a reduction of DON absorption,
indicated by a higher DON concentration in ileal digesta and feaces and a reduced DON AID

although the absorption remains high at over 97 %.
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Other studies showed that DON concentration in feed can be decreased by the addition of
Defusion™ additive or its active ingredient, sodium metabisulfite (SBS) with an hydrothermal
treatment (or pelleting) (Dénicke et al., 2010a;b; Frobose et al., 2015; Frobose et al., 2017).. In
the present study, the diets were not pelleted. Therefore, DON concentrations for DON diet and
for DON + Defusion™ diet remain similar in this experiment. Moreover, it is known that the
addition of SBS to DON-contaminated diet caused the formation of a less toxic compound,
sulfonated-DON (DONS) (Young et al., 1987; Danicke et al., 2010a; Danicke et al., 2012b). In
the present study, the formation of 10-DONS, present as a mixture of two compounds in equal
ratio, was probably the most prevalent form because of it stability in slightly acidic nonthermally
treated animal feed (Beyer et al., 2010; Schwartz et al., 2013). However, this form can be
maintained in the acidic conditions of the stomach but might partly degrade to DON and its other
DONS forms in the neutral or slightly alkaline conditions of the small intestine. Consequently,
even if Defusion™ reduced the absorption of DON, some forms like sulfonated-DON (DONS)
may not be detected in digesta or faeces and the calculation of DON digestibility may be
underestimated in the present study. It can also not be excluded that the sulfonated-DON form is
absorbed, but being less toxic than DON has less effect on growth and physiology of the pigs
(Dénicke et al., 2010a). Thus, the previously reported results of Defusion™ on pig growth

performances could also be attributed to the absorption of less toxic forms (DONS).

3.4.2. Nutrients digestibility

In the first trial, digestibility was evaluated in two different sources of barley, contaminated or
uncontaminated with DON. Even if a difference was noted in AID of fat and phosphorus and on
ATTD of ADF between the two sources of barley, no difference in AID of protein and amino
acids was observed. Some nutritional variations exist between cereals from the same species
coming from diverse sources that can lead to differences in digestibility values (Spindler et al.,
2016; Wang et al., 2017). It is therefore impossible to determine if the variation in digestibility in
the first trial was only linked to DON contamination. In order to isolate the specific effect of
DON on AID and ATTD of nutrients, the digestibility values of the first trial were subtracted
from those of the second trial. Except for some results about DON on the AID of amino acids,

data on nutrient digestibility showed similar results without or with the barley effect (Table 3.6
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and Table 3.7), which indicated that the effect of barley source was negligible. The effect of

Defusion™ on AID of nutrients was also similar with or without the barley effect.

DON is known to cause intestinal disturbances but little is known about the impact of those
disturbances on nutrient digestibility. Some studies had noticed a decrease in the villus height and
then absorption surface with DON exposition (Le Thanh et al., 2015; Wu et al., 2015). Others
suggested an effect on the intestinal barrier permeability expressed by a reduction of
transepithelial electrical resistance (TEER), which is an indicator for the integrity of thigh
junction proteins (Pinton et al., 2009; 2010; 2012; Halawa et al., 2012). Recent research in pigs
and broiler chickens also suspected DON to be linked to the alterations of some nutrient
transporter genes (Awad et al., 2011; Wu et al., 2015). Because of these disturbances and in
addition to the fact that DON decrease growth performances, the main hypothesis is that DON
will have negative effect on nutrient absorption, but its effects are not fully understood (Ghareeb
etal., 2015).

Concerning the effect of DON on nutrient digestibility, no effect of DON on AID of dry matter
and protein was noted but DON tends to decrease ATTD of dry matter and energy (Table 3.6).
The lack of effect of DON on AID of dry matter and protein were in accordance to Jo et al.
(2016), who have used a much higher DON concentration (10 mg/kg) in feed than in the present
study. The effect of DON on ATTD of dietary components have been investigated in some
studies and conclusions differ between studies (Goyarts and Danicke, 2005; Déanicke et al., 2006;
Kong et al., 2015; Le Thanh et al., 2015). However, present results are in accordance with Le
Thanh et al. (2015) who also noted a decrease of ATTD of dry matter and energy in pigs fed a
DON contaminated diet (4 mg/kg). The absence of effect on AID of dry matter and energy
coupled with a tendency to decrease ATTD of these components suggests that DON may have an
effect on digestion and absorption of energetic component in the large intestine, including a
possible effect on microflora. As reported by Waché et al. (2009) who compared the population

of faecal flora, feed contamination with DON can modify the intestinal microbiota.

DON contamination increased AID of calcium and phosphorus, which agrees with the results of
Le Thanh et al. (2015). It is interesting to note that Lun et al. (1985) and Bergsjo et al. (1993)
showed that DON contamination decreased calcium serum concentration in pigs which could
stimulate the intestinal calcium absorption (Gonzalez-Vega and Stein, 2014). Concerning the

effect of DON on phosphorus, no previous studies report an effect of DON on AID or ATTD of
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phosphorus but some suggest that certain fungi, including Fusarium, could increase phytate
degradation by phytase production which leads to increase bioavailability of phosphorus (Marlida
etal., 2010; Eida et al., 2013).

In the present study, DON tended to increase AID of isoleucine and increased AID of leucine and
valine which belong to the category of branched-chain amino acids. DON also increased AID of
aspartic acid, glycine and serine when compared to control diet. For serine, Maresca et al. (2002),
using human intestinal epithelial cells, noted that DON reduced the absorption of L-serine.
Dietrich et al. (2012) also showed that feeding DON contaminated diets at 2.5 mg/kg to broiler
chickens leads to a down regulation of genes encoding for nutrients transporter (EXOC4,
PITPNC1, SLC2A5) but they observed an upregulation when the DON concentration in feed was
increased to 5 mg/kg (SLC41A2, VPS29, KCTD12, CHMP6, SLC7A10). In previous study, Jo et
al. (2016) found a decrease or a tendency to decrease the AID of some amino acids. However in
their study, concentration of DON added in the diet was higher (10 mg/kg) than levels used in the
present study. Indeed, differences between studies may be related to a dose-dependent effect of
DON. As reported in previous in vitro and in vivo studies, a progressive decrease of the intestinal
morphology and barrier function is related to an increase of DON concentration in the diet which
could explain the differential effect of DON on the digestibility of amino acids (Diesing et al.,
2011; Pinton et al., 2012; Yunus et al., 2012).

The present study showed the addition of Defusion™ to a DON-contaminated diet had a negative
impact on nutrient and component digestibility. These results did not agree with the positive
effect of Defusion™ on growth performances previously reported (Patience et al., 2014; Frobose
et al., 2015; Le Thanh et al., 2015). Studies have been done about the effect of sodium
metabisulfite on starch and protein digestibility of sorghum and their results showed that SBS
enhance starch and protein digestibility in broiler chickens (Elkhalifa et al., 1999; Selle et al.,
2016; Tuong et al., 2016). However, Le Thanh et al. (2015) reported that ATTD of dry matter and
energy was reduced in piglets receiving a DON + Defusion™ diet when compared to control diet.

Further studies are needed to a better understand of these contradictory results.
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3.5. Conclusion

In conclusion, this project showed a positive effect of DON on AID of nutrients, especially
phosphorus, calcium and some amino acids. However, DON contamination tended to decrease
the ATTD of dry matter and energy, which could partially explain the negative impact of DON

on growth performance previously reported.

Defusion™ supplement reduced the absorption of DON suggesting a possible mode of action of
this additive against this mycotoxin. However, Defusion™ decreased AID of some nutrients,
required possibly adjustment of nutrient concentrations to maintain the level of available nutrients

for animal.
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Chapitre 4: Conclusion

Le désoxynivalenol est une mycotoxine grandement étudiée vu son impact sur les performances
des animaux, principalement chez le porc qui est I’espece d’élevage la plus sensible. De récentes
études ont été réalisées afin de connaitre son effet sur la morphologie et les fonctions intestinales.
Toutefois, peu d’études ont été faites sur ’impact des changements intestinaux que le DON
entraine sur la digestibilité des nutriments. La présente étude visait donc, dans un premier temps,
a tirer un portrait global des études existantes portant sur 1’effet du DON sur la muqueuse
intestinale et la digestibilité, en plus de celles sur les produits anti-mycotoxiniques. Dans un
deuxiéme temps, une expérience a été réalisée dans le but de tester I’effet du DON et d’un produit

anti-mycotoxinique, le Defusion™®, sur la digestibilité des nutriments.

Généralement, les différents auteurs s’entendent sur le fait que la consommation de rations
contaminées au DON a pour effet de diminuer les performances de croissance des porcs,
principalement la prise alimentaire, ce qui entraine du méme coup une diminution du gain moyen
quotidien. De plus, les travaux de recherches publiés jusqu’a maintenant ont démontrés que DON
a un effet négatif sur la morphologie de la muqueuse intestinale et un effet inhibiteur de la
synthése protéique, ce qui peut influencer la sélectivité de la barriére intestinale via une possible
altération de la fonction des protéines des jonctions serrées ou des transporteurs de nutriments. De
plus, peu d’études ont été faites sur I’effet du DON sur la digestibilité apparente iléale. La
majorité des études traitent de digestibilité totale et se contredisent sur 1’effet du DON sur la
digestibilité des nutriments. Il est a noter que plusieurs parlent aussi d’un effet différent selon la
dose ingérée. Pour ce qui est des produits anti-mycotoxiniques, un bref survol des différentes
catégories de produits a été fait et la plupart des produits ayant déja été testés contre le DON se
sont aveérés inefficaces. Parmi les seuls produits ayant donné des résultats intéressants contre cette
mycotoxine, le Defusion™®, dont I’ingrédient actif est du métabisulfite de sodium est
présentement étudié. Les études précédentes sur ce produit montrent qu’il est possible de ramener
les performances de croissance des porcs nourris avec une ration contaminée supplémentée avec

cet additif au niveau de ceux nourris avec une ration témoin.

Dans la présente étude, des porcs munis d’une canule a I’iléon ont été alimentés avec une ration
composée a 55 % d’orge contaminée ou saine, avec ou sans Defusion™® dans un dispositif de type

design croisé. L’expérience a montré un effet positif de la contamination au DON sur la DIA des
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nutriments, principalement le calcium, le phosphore et certains acides aminés. Toutefois, une
tendance du DON a la diminution de la DAT de 1’énergie a été notée. Cette derniere pourrait en
partie expliquer 1’effet négatif du DON sur les performances de croissance. A 1’opposé, I’ajout de
Defusion™® a réduit 1’absorption apparente de DON, mais a réduit la DIA des composants de
I’alimentation. Bien que le Defusion™ soit connu pour améliorer les performances de croissance
des porcs ayant consommé une ration contaminée au DON, son effet positif ne serait donc pas
uniguement associé a un effet positif sur la digestibilité des nutriments.

Finalement, cette recherche permet d’en savoir plus sur I’impact de 1’alimentation des porcs avec
des grains contaminés au DON. Les connaissances au niveau de 1’effet de cette mycotoxine sur la
morphologie intestinale, sur sa sélectivité et sur la digestibilit¢ des nutriments sont encore
limitées. Trouver un produit permettant de limiter les effets négatifs du DON sur les
performances des porcs serait bénéfique pour I’industrie et pourraient permettre de valoriser une
plus grande quantité de grains contaminés. Il est toutefois important de bien connaitre le mode
d’action de ce genre de produits et 1’influence qu’ils peuvent avoir sur différents aspects qui
touchent de prés ou de loin la nutrition et la physiologie de 1’animal. D’autres recherches sont
donc nécessaires pour en savoir plus sur I’effet du DON au niveau intestinal et sur le Defusion™,
qui semble un produit prometteur en ce qui a trait aux performances de croissance, mais qui est

encore peu connu a d’autres niveaux.

76



