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Summary
SHORT TERM TOXICITY OF OCHRATOXIN A SOME BIOCHEMICAL LESIONS IN THE
RAT. — Ochratoxin A, a mycotoxin from Aspergillus Ochraceus, is hepatotoxic and nephro-

toxic.

The blood serum level of total proteins, urea, total lipids, cholesterol and glucose, and the
excretion of nitrogen in the urine were estimated in control or treated rats. Male adult rats
were given the toxin per os (0, 0.5, 1 or 2 mg/ kg) during 10 days. An increase in the urinary
volume was observed, with a decrease in the total nitrogen conceniration. Blood total pro-
teins and urea levels were higher than in control animals but total lipids and cholesterol levels
dropped. Blood glucose concentration remained unaffected. These effects were evident even
for the lowest dose and their intensity increased with the amount of toxin given to the ani-
mals. Statistical analysis showed significant differences between the results obtained in
contro! animals and those obtained in animals treated with either 2 mg/kg or — except for

blood urea — 1 mg/kg.

Introduction

Les travaux réalisés chez le rat intoxigqué
par l'ochratoxine A ont montré, a la suite
de Theron et al. (1966), et de Purchase et
Nel (1967) ses effets hépatotoxiques et
néphrotoxiques. Par ailleurs, des modifica-
tions du stockage et du métabolisme du gly-
cogéne ont été mises en évidence par des
études histologiques (Purchase et Theron
1968, Munro et al., 1973, 1974) ou biochimi-
ques (Pitout 1968 ; Suzuki et Satoh 1973,
1975) ; l'effet inhibiteur de I'ochratoxine A
sur la respiration mitochondriale et la phos-
phorylation oxydative a été découvert par

Moore et Truelove (1970) et étudié par Meis:
ner et Chan (1974).

En dehors de ces travaux sur le métabo-
lisme glucidique et la production d'énergie,
Munro et al. (1974) ont réalisé un bilan
plus général en dosant dans le sang les élec-
trolytes (Na, K, Ca, Cl), les protéines (pro-
téines totales, albumine, globulines), le glu-
cose, l'urée, la bilirubine, 'activité des phos-
phatases alcalines et de la transaminase glu-
tamique-oxaloacétique. Parmi ces différents
constituants, seule l'urée a présenté une
variation significative.

Cependant, il nous est apparu comme peu
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probable que les lésions hépatiques et réna-
les et les manifestations liées a I'intoxication
(anorexie, perte de poids, hemorragies) (Gal-
tier et al.,, 1974, 1975) n’entrainent pas d’au-
tres maodifications au niveau sanguin que
celle de l'urémie. Nous avons donc exploré
de facon globale les différents métabolismes
protéique, lipidique et glucidique.

-Matériel et méthodes
1. — Animaux et traitement

Quarante rats males Wistar (souche Char-
les Rivers) de méme age (7,5 semaines, poids
moyen 250 g) sont répartis en cages de
5 animaux selon un ordre déterminé par un
tirage au sort préalable, et placés dans un
environnement stable et controlé (tempéra-
ture 21° =+ 1°C, humidité 50 = 10 % ; air
filtré, renouvelé 12 fois par heure ; alternance
jour-nuit 14/10). lis recoivent de l'eau et des
aliments (granulés UAR A 04 *) ad libitum et
sont pesés 3 fois par semaine.

Quinze autres rats males analogues aux
précédents sont placés dans des cages a
métabolisme individuelles aprés tirage au sort
préalable. L’environnement et !'alimentation
sont les mémes que ci-dessus. Aprés une
période d’habituation de 14 jours, et une
période témoin de 10 jours au cours de
laquelle les animaux ne recoivent aucun
traitement, mais ou les urines sont recueil-
lies et la consommation alimentaire relevée,
les animaux recoivent la toxine aux doses
de 0, 1 ou 2 mg/kg de poids vif (5 animaux
par dose) comme indiqué ci-dessous.

L'ochratoxine A, préparée selon la mé-
thode décrite par ailleurs (Galtier 1974), est
mise en solution dans un soluté isotonique
de carbonate monosodique (14 g/l) a une
concentration de 0,25, 0,50 ou 1 mg/ml. Cha-
que lot d’animaux, constitué de 10 rats,
recoit tous les jours une dose déterminée
de toxine (0, 0,5, 1 ou 2 mg/kg), administrée
per os a l'aide d’'une sonde de gavage. Aprés
la dixiéme dose, les animaux sont mis a jeun
24 heures (eau ad libitum) et sacrifiés.

2. — Prélévements et analyses

Le sang est prélevé sous anesthésie géné-
rale a I'éther éthylique par ponction de
I'aorte abdominale. Les analyses sont effec-
tuées le jour méme sur le sérum, soit par
voie automatique (autoanalyseur Technicon)
pour l'urée, le glucose et les protéines tota-

* Analyse moyenne en %o (valeurs établies par
le fabricant) : eau ‘12 ; protides 17 ; lipides 3 :
glucides 58,7 ; cellulose 4,3 ; minéraux 5. Valeur
calorifique : 2900 cal./kg.

les, soit par voie manuelle pour les lipides
et le cholestérol.

Les méthodes utilisées sont les suivantes :

Urée Colorimétrie aprés condensation
avec la diacétylmonoxime en milieu acétique
et en présence de thiosemicarbazide (Marsh
et al., 1965).

‘Glucose Colorimétrie avec I'ortho-tolui-
dine en milieu acétique (Frings et al., 1970).

Protéines totales Colorimétrie du com-
plexe coloré formé avec le cuivre en milieu
alcalin (Réaction du Biuret), adaptée a l'ana-
lyse automatique (Méthodologie Technicon
N-14b 1966).

Lipides totaux Turbidimétrie avec un
réactif au sulfate de dextrane aprés extrac-
tion par l'alcool isopropylique (Canal et al.,
1972).

Cholestérol total : Colorimétrie en milieu
acéto-sulfurique concentré, en présence de
perchlorure de fer, selon Assous et Girard
(1962).

Les cages a métabolisme permettent le
recueil de l'urine dans des éprouvettes gra-
duées, contenant une goutte de Merseptyl
(N.D.) en solution a 1 %o et un ml de toluéne.

Le dosage de l'azote total urinaire est
effectué par minéralisation & chaud en
milieu sulfurique concentré (méthode de

Kijeldahl) puis dosage de |'ammoniac formé

par titrimétrie en retour aprés entrainement
par la vapeur d'eau en milieu alcalin.

L'hématocrite a été déterminé au cours
d'expériences préliminaires, aprés 7 ou 14
jours d’intoxication. Il est obtenu dans des
conditions standard aprés centrifugation du
sang total hépariné dans des tubes capil-
laires.

3. — Traitement des résultats

L’existence d'une différence entre les ani-
maux témoins et traités est testée pour cha-
que dosage par une analyse de variance a
2 voies et 5 répétitions, permettant la mise
en évidence de '« effet cage», de I'«effet
traitement » et d'une éventuelle interaction.
Si la différence est significative, les moyennes
des lots sont comparées deux a deux selon la
méthode de Newman - Keuls. Nous n'avons
retenu, au niveau des résultats, que les
comparaisons entre les lots témoin et les
différents traitements.

Pour les animaux placés en cage a méta-
bolisme, les différents résultats sont regrou-
pés par période, et ils sont rapportés a une
unité de 100 g de poids vif et par jour. Nous
les exprimerons par le rapport en % de la
période du traitement, comparée a la période
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Tableau 1 : Effet de I'intoxication sur les concentrations de divers constituants du sérum.
Effect of the intoxication on the concentration of various blood serum constituents.

Traitement Protéines totales Urée Lipides Cholestérol Glucose
totaux Total
Treatment Total proteins Urea Total lipids Total
cholesterol
mg/kg g/l o/l g/l gl g/l
o 58,76 + 0,62 58,26 £ 0,16 054 +003 294 +014 159+ 003 1,01 =005
0,5 60,80 + 0,32 59,64 - 0,16 052 + 003 258 +010 1,46 =004 1,07 &= 0,07
1 62,50 + 1,32 61,58 £+ 0,58 061 £ 0,03 2,17 £ 0.1 1,33 + 0,02 1,13 + 0,07
2 65,66 + 1,01 63,38 + 0,51 068 =003 187 +012 131 +002 1,03 £ 0,05

x .

o ' *

(moyenne et écart type de la moyenne de chaque lot, et, dans le cas des protéines totales, de chaque

cage)

Le degré de signification des différences par rapport aux valeurs témoins, testé selon la méthode de

Newman-Keuls, est indiqué comme suit :
* P <005
P <001

Pour la signification globale des résultats, voir aussi 'analyse de variance (tableau 2).

témoin, ramené éventuellement a 100 %
pour les animaux recevant 0 mg/kg d’'ochra-
toxine.

Résultats

1. — Evolution des animaux

Les gains de poids au neuviéme jour,
exprimés en pourcentage par rapport au
poids initial ont été les suivants (moyennes
par lots) 198 %, 154 %, 11,2 % et 7,03 %
pour des doses respectives de 0, 0,5, 1 ou
2 mg/kg/jour d'ochratoxine.

Dans le cas des animaux placés en cages
a métabolisme individuelles, les gains de
poids sur I'’ensemble de la période du trai-
tement ont été, en pourcentage par rapport
a l'ensemble de la période témoin, de 13,
6,6 et 6,3 % pour des doses de toxine de 0, 1
et 2 mg/kg respectivement.

— Pour ces mémes animaux, la consom-
mation en aliment, exprimée de la méme
maniére a été de 80, 68,3 et 61,5 % respec-
tivement, soit en ramenant a 100 la valeur
du groupe témoin 85 et 77 % pour les deux
traitements.

— Le volume urinaire est augmenté au
cours du traitement, méme chez les témoins,

mais de fagcon moins importante : en pour-
centage par rapport a la période témoin
140,5, 170,8 et 193,7 % pour 0, 1 et 2 mg/kg
respectivement, soit en ramenant a 100 la
valeur du groupe témoin 1216 et 1379 %
pour 1 et 2 mg/kg respectivement.

2. — Dosages-

La concentration en azote urinaire total
a diminué pendant la période de traitement,
soit 81, 85 et 58 % pour les trois traitements
(0. 1 et 2 mg/kg respectivement) par rapport
a la période témoin. L’élimination urinaire
azotée (volume x concentration) a donc
varié dans les proportions suivantes : 114 %
pour le lot témoin, 146 % pour les animaux
traités a 1 mg/kg, et 113 % pour ceux rece-
vant 2 mg/kg, soit, par rapport a2 un témain
de 100 %, 128 et 99,6 %.

Les valeurs de I'hématocrite observées ne
sont pas significativement différentes. Pour
des doses de 0, 0,5, 1 et 2 mg/kg d’ochra-
toxine, nous avons obtenu (moyenne + écart
type de la moyenne) respectivement 55,5 +
1,44, 58,80 + 2,44, 56,80 + 0,73, 55,0 + 1,73
aprés 7 jours de traitement, et 549 + 1,86,
54,33 + 2,03, 54,33 + 2,30 (pas de résultats
pcur 2 mg/kg) aprés 14 jours de traitement.
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Tableau 2 : Analyse de variance des données du tableau 1.

Source de variation. Source of variation

Constituant étudié

Constituent under study

Effet Traitement Effet Cage Interaction
Treatment effect Cage effect
3 1 32
F 32 F 32 F 3
Protéines totales 27,16 *** 6,06 * 0,59
Total proteins
Urée 6,75 ** 1,63 2,04
Urea
Lipides totaux 15,83 *** 0,45 1,07
Total lipids
Cholestérol total 18,72 **~ 0,36 0,23
Total cholesterol
Glucose 1,28 0,70 0,15

Valeurs de F avec les degrés de liberté correspondants :

P < 0,001
P <001
* P<005

Les valeurs moyennes des 4 lots, obte-
nues pour chaque dosage, et le degré de
signification des différences entre traite-
ments sont regroupées sur le tableau 1. Les
modifications observées & la suite de I'intoxi-
cation sont les suivantes :

— Une augmentation de taux des protéines
totales et de l'urée ;

— Une diminution du taux du cholesté-
rol et des lipides, particulierement importante
pour ces derniers.

La glycémie ne présente pas de variation
significative.

Discussion

1. — Traitement des résultats

L’analyse de variance (tableau 2) constitue
un préalable a I'étude de l'effet des diffé-
rentes doses ; elle nous permet de vérifier :

a) l'absence d'interaction entre les deux
facteurs étudiés, les traitements et les cages,
c'est-a-dire en particulier que I'effet du trai-
tement est le méme quelle que soit la cage.

b) l'absence pratiquement compléte d'un
effet cage, c'est-a-dire qu’au sein d'un.méme
traitement, les animaux des deux cages
réagissent de la méme maniére. Une excep-
tion toutefois, et pour laquelle nous n'avons

aucune explication a proposer, est celle des

protéines totales; dans ce cas, nous avons
été conduits a comparer les moyennes des
cages et non plus celles des lots (tableau 1).
La comparaison des deux cages d'un méme
lot a mis en évidence une seule différence
significative, pour le traitement a 2 mg/kg.
2. — Résultats

Les doses d'ochratoxine utilisées nous ont
permis de mettre en évidence différentes
modifications biochimiques, sans entrainer
la mort des animaux. Il est intéressant de
noter que, a I'exception du glucose dont les
variations ne sont pas significatives, la toxine
est active, méme & faible dose ou l'on peut
s'attendre & un effet réversible; en outre,
les modifications sont d'autant plus marquées
gue la quantité de toxine administrée est plus
importante. Pour essayer d'interpréter ces
différentes variations, nous considérons que
le taux d’'un constituant sanguin quelcongue
est, & chaque instant la résultante de I'équi-
libre entre les entrées (apport alimentaire,
synthése, mobilisation des réserves) et les
sorties (stockage, catabolisme, élimination).
La variation d'une concentration peut donc
étre interprétée en fonction de ces différen-
tes composantes.

De plus, l'absence de variation du taux
de glucose permet d'écarter l'intervention
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directe d’'un mécanisme endocrinien. (Hor-
mones thyroidiennes, gluco-corticoides).

Métabolisme protéique : Augmentation du
taux des protéines et de l'urée.

L'absence de variation de [|'hématocrite
permet, si le nombre des globules rouges
n'est pas modifié, d'écarter I'hypothése d'une
hémoconcentration pour expliquer I'élévation
du taux des protéines sanguines.

Cette variation n'a pas été observée par
Munro et al., 1974; cette différence peut
étre due soit a la durée de Vintoxication
(2 semaines contre 10 jours dans notre exp%-
rience), soit a l'utilisation d’animaux plus
petits (100 g contre 250 g).

De méme, l‘augmentation importante —
32 % — du volume urinaire n’a pas été obser-
vée par cet auteur qui reléve au contraire
une diminution. Le protocole expérimental
qu’il met en ceuvre — transfert des animaux
en fin de traitement dans des cages a méta-
bolisme, administration per os de 2 ml d’'eau
et recueil des urines pendant 16 heures —
différe fondamentalement de celui que nous
avons adopté, et cela suffit sans doute a ren-
dre compte de la divergence de nos résultats.

Compte tenu de l'anorexie importante et
de l'augmentation du catabolisme protéique,
mise en évidence par celle de l'urémie —
également rapportée par Munro et al., 1974
— et éventuellement ceile de I'élimination
azotée urinaire, I'élévation du taux des pro-
téines du sang pourrait résulter d'une redis-
tribution des éléments protéiques de l'orga-
nisme et contribuer a la perte de poids.

Métabolisme lipidique :

La diminution du taux des lipides totaux
peut étre due soit & une baisse de V'apport
alimentaire liée a I'anorexie, soit a un ralen-
tissement de la synthése au niveau hépati-
que lié a I'hépatotoxicité de I'ochratoxine, soit
enfin & une augmentation du catabolisme. Le
tissu adipeux joue également un rble dans
la régulation du métabolisme lipidique, mais,

dans nos conditions expérimentales, nous
ne possédons aucune information sur son
activité.

Des mécanismes analogues (baisse de
I'apport alimentaire, diminution de la biosyn-
thése) peuvent étre invoqués pour expliquer
la chute du taux du cholestérol.

Avant de sacrifier les animaux, nous les
avons soumis a un jeline de 24 h pour élimi-
ner l'influence de la prise de nourriture sur
le taux des différents constituants étudiés.
Cependant, une telle période de privation
entraine une mobilisation des lipides et une
stéatose hépatique.

Malgré la présence d'un groupe témoin,
on ne peut étre certain de |'action directe de
I'ochratoxine sur le métabolisme lipidique :
en effet, cette interprétation suppose que les
animaux témoins et traités réagissent de la
méme maniére vis a vis du jedne. 1l serait
donc intéressant de comparer les résultats
obtenus ici avec ceux d'une expérience ou
le jeline serait supprimé, ou bien avec un
lot d'animaux non traités, mais dont la con-
sommation alimentaire serait égale a celle
des sujets traités.

Conclusion

Le caractére global des dosages que nous
avons réalisés ne permet pas de conclure
quant au mode d’'action de l'ochratoxine A.
Cependant, bien que les tests employés
soient trés généraux, nous avons pu mettre
en évidence des modifications importantes du
taux des protéines et des lipides, relevant
ainsi des perturbations profondes du méta-
bolisme. La mise en ceuvre d’une explora-
tion fonctionnelle hépatique permettra de
préciser au moins en partie l'impact de
I'ochratoxine A et de mieux connaitre le
mécanisme de sa toxicité.

{Accepté pour publication en juin 1976.}

Résumé

L'ochratoxine A, une mycotoxine produite par Aspergillus Ochraceus, entraine chez le rat
des lésions hépatiques et rénales. Nous avons exploré globalement les différents métabolis-
mes protéique, lipidique et glucidique chez des rats intoxiqués per os en mesurant dans le
sang de ces animaux le taux des protéines totales, de f'urée, des lipides, du cholestérol et
du glucose, ainsi que !'élimination azotée urinaire.

Aprés 10 jours de traitement, nous avons observé une forte augmentation du volume uri-
naire, accompagnée d'une diminution de la concentration en azote total. Dans le sang, le
taux des protéines totales et de I'urée est augmenté, tandis que celui des lipides totaux et
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du cholestérol total est fortement diminué; la glycémie ne présente pas de variation signi-
ficative.

La toxine est active sur les différentes variables étudiées, méme a faible dose, et les effets
sont d’autant plus marqués que la quantité administrée est plus importante. L'analyse statis-
tique montre des différences significatives entre les témoins et les animaux traités a 2 mg/kg
ou — sauf pour I'urée — & 1 mg/kg.
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