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CONTEXTE ET OBJECTIFS

Symptomes : le cheval présente des signes tels que I'amaigrissement, la constipation, les coliques.

Sénecon : plante herbacée a fleurs jaunes de la famille des
Asteraceae qui contient notamment des alcaloides pyrrolizidiniques
(AP) tels que la sénéciphylline, la sénéciphylline N-oxyde, Ila
sénécionine, la sénécionine N-oxyde. Les AP sont des molécules
hépatotoxiques qui provoquent des lésions irréversibles du tissu

Mode d’action : le foie est l'organe cible des AP, quelle que ALKALOID

OCOR OCOR

soit la voie d’administration. Les AP sont métabolisés dans le “°°° M
(nz)

ALKALOID

foie. Trois voies métaboliques sont possibles : I’"hydrolyse (A),

/ Métabolite toxique

. : : . . la N-oxydation (B), la formation de dérivés du pyrrole qui 1 primelre
hépatique chez certains animaux (chevaux, bovins, volailles, _ _ ) .
p ) , . o : sont hautement toxiques (C). Seule la voie de métabolisation VoieB \ hydrolysis ez
hommes). La quantité totale d’AP représente 0,2 a 0,3 % du poids de ) ) , , , O 21 gue
N . (1] C forme des molécules hépatotoxiques. D’autres voies .
la plante, en matiere seche!'!, ) , I _ ,
. : : , métaboliques non hépatiques existent mais sont absentes 1
Deux especes sont en pleine expansion en France : le sénecon du Cap , '
.. . , L. chez le Cheva|[ ]_ DEHYDRONECINE
(Senecio inaequidens) et le sénegon de Jacob (Senecio jacobaea). o H
Traitement : il n'existe pas de traitement pour prévenir Q ©§
Toxicité : I o duit lors de | _ pétée d I'apparition d’hépatotoxicité apres l'ingestion de sénecon. |l i
IOXIICIte. IntOX-ICZtIOH se, phr? uollt orsI e]c écoTnsommlatlon re-petze Ie existe néanmoins des traitements thérapeutiques pour ' NECINE
a plante sur pied ou sechee dans le foin. foutes les parties de Ia soutenir la fonction hépatique (réduction des métabolites ™ ng;;boff“e;
plfa\nte. sopt toxiques. Qn observe une augmentation des cas Sénecon de Jacob récolté dans le toxiques). Voies de métabolisation des alcaloides
d’intoxication dans les régions ou la plante est fortement présente. Calvados (14) pyrrolizidiniques [/

Dose toxique pour les chevaux : apparition des signes d’intoxication si I'animal a

OBJECTIFS
ingéré au moins I'équivalent de 7% de son poids vif en cumul dans le temps!2.

= Doser les marqueurs de la présence du sénecon dans les fourrages pour

chevaux
Circonstances de contamination : le sénecon n’est pas une plante

appréciée par les chevaux. Cependant, ils peuvent en consommer en cas
de sécheresse, a défaut d’herbe, mais aussi lorsque la plante est intégrée
accidentellement dans le fourrage.

= Accompagner le diagnostic des vétérinaires
= Controler la qualité des fourrages pour les producteurs

= Répondre a la demande des éleveurs équins

VALIDATION METHODE

En amont de la validation de la méthode d’analyse, il faut s’assurer de sa
pertinence notamment en évaluant les quantités d’AP retrouvées dans la

plante de sénecon.

MATERIEL ET METHODE

> Extraction

Les résultats de dopage de foin avec de la poudre de sénecon de Jacob a
différents pourcentages montrent que la méthode est bien adaptée. La méthode
permet de quantifier les AP dans un foin contenant au minimum 0,1% de poudre de

L. , . sénecon soit environ 1g dans 1kg de foin (tableau ci-dessous).
Tkg de 1g fourrage broye + Agitation Injection de l'extrait : 5 5 ( )
fourrage 20 mL EUP/MeOH 30 min dilué au 1/5¢me apreés
(50v/50v) acidifié centrifugation Quantification des AP (mg/kg a 12% d’humidité)
Sje:ciio?sf)e Foin a Foin a Foin a Foin a
.. « e ge e 0,5% SJ 0,1%SJ) | 0,05%SJ | 0,01% SJ
> Dosage des alcaloides pyrrolizidiniques par LC-MS/MS 100% ° ° ° °
Séneéciphylline 41,7 1,62 0,552 0,190 0,0476 < 0,020 <0,020
Chaine  Agilent 1230 lons lons | Energie de | Temps de Sénéciphylline N-oxyde 54,4 2,08 0,652 0,265  0,0485 <0,020 <0,020
UPLC couplée au 8 P
LAY, . P précurseurs | produits | collision | rétention o
¥ T—— spectrometre de masse (m/2) (m/2) (eV) (min) Sénécionine N-oxyde 49,4 2,14 0,550 0,213 0,0467 0,0216 < 0,020
_Vemmp—" triple quadripole 6495 S
(e — 120 2* 37 Sénecionine 45,7 0,572 0,213 0,0830 0,0256 < 0,020 <0,020
- Sénéciphylline 334,17 1382 28 4,58 o
94 2 36 > Validation selon la norme NF V03-110 4
—T—— !
e s S _ 94 1* 48 Etude d’étalonnage : 5 gammes d’étalonnage avec les références synthétiques des 4 AP (0,05 — 0,10 —
Seneciphylline 350,16 120,3 78 5.24 0,25-0,5—1-5-10-50 pg/L). L'écart maximal acceptable (EMA) est fixé 30% a la LQ et 20% pour les
N-oxyde 1182 a4 autres niveaux.
\ 120,2* 28 [ o g e WA e oo b
Pa rametre/S MS/MS : SénéCIOnine 336'2 138’2 28 6’21 % :E 124842022 191082022 23/08/2022 2410872022 25/08/2022
= Polarité : ESI+ 94,2 40 . o R . . X
. or ; 2] 30% - -~
" Gaz:200°Ca 15}/ min- Cinécionie 120,2* 44 : R
| ° 22 i
Shecj;\th. gas : 370°C a 10 L/min necor 352,18 136,1 40 6,93 : £ g $ : : . % .
= Capillaire (+/-) : 3000 V -0oXyade 118,3 36 - £ ] : ' .
= Nébuliseur : 30 psi N o o B O
*transition de quantification o 30% 1 -7
_Dg: A0 0,05 | 0,10 | 0,25 | 0,50 | 1,00 | 5,00 | 10,00 | 50,00
S Y S N Grandeur théorique
Parameétres LC : AS h ” Etalonnage quadratique de la sénéciphylline Répartition des biais en % en fonction des
= Colonne Zorbax Eclipse Plus C18 5 :'SZZSEII'Z/’I;///II'Z: N-oxyde (Etalon interne = atropine D3) niveaux par rapport aux EMA (sénéciphylline)
(150 x 2,1 mm — 1,8 um) al C:Senecionine Etude d’exactitude et de rendement : 5 séries de fourrages dopés avec les 4 AP a 3 niveaux de

= Tempeérature colonne : 35°C ) D : Senecionine N-oxyd_e_?

= Débit: 0,45 mL/min 4

2.8

= Volume d’injection : 10 pL =

224

= Phases mobiles : EUP a 5 mM de

1.6

concentration (LQ = 0,02 mg/kg, NIV 2 =1 mg/kg et NIV 3 = 4 mg/kg). L'écart maximal acceptable est
fixé a 50% a la LQ et 40% pour les niveaux 2 et 3.

.. : Sénéciphylline . se Sénécionine
Sénéciphylline Sénécionine )
Rendement N-oxyde N-oxyde - Pas de correction de

moyen (% = i
yen (%) 06,63 99,73 rendement nécessaire

14

formate d’ammonium + 1% d’acide

0.2

acétique et MeOH S

0.2

u Temps d’analyse . 12,50 min s 3 32 34 ;fe 33 4 £2 44 46 -;73 .5' 52 5f4‘..-_5fe 7573 § 62 64 68 68 7 72 ; ?fei--?fs

Counts vs. Acquisition Time (min)

Chromatogramme de la référence d’AP a 50ug/L Détermination des limites de quantification (LQ) : 0,02 mg/kg a 12% d’humidité.

CONCLUSION

La méthode de dosage des alcaloides pyrrolizidiniques (AP) a été validée selon le référentiel NF V03-110 avec une limite de quantification a 0,02 mg/kg a 12% d’humidité dans le fourrage pour les 4
AP. Cette méthode est bien adaptée au besoin et a permis de mettre en évidence la présence des AP dans certains fourrages pour chevaux. Ce sont des informations importantes pour les éleveurs et
les producteurs de fourrage afin de vérifier la qualité des foins distribués aux chevaux. Ce dosage permet également de mettre en évidence I'exposition au sénecon et d’orienter le diagnostic pour les
vétérinaires.
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