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RESUME

La recherche des Aspergillus Aflatoxinogénes isolés des épices commercialisées en Algérie
( khenchela ):

Dans ce travail, la diversité fongique et la présence des isolats aflatoxinogénes ont été
étudiées dans 40 échantillons de Curcuma, Gingembre, Safran et Curry, collectés dans
différents points de vente (supérettes, marchés) de la région de Khenchela.

Les résultats d’analyse fongique de 40 échantillons ont montré que la densité de la flore
fongique est comprise entre 0- 35.10° UFC/g. La plus forte densité (35.10° UFC/g) a été
enregistrée dans les échantillons de Curcuma, aucune contamination fongique n’a été
enregistrée dans les échantillons de safran. Les principaux genres fongiques isolés sont
Aspergillus et Penicillium avec un taux de 59.25.% et 15.75% respectivement. Aspergillus
section Flavi a été isolé dans la majorité des échantillons avec des taux allant de 5,4 et 79,6%
soit une moyenne de 38.8%. suivi d’'Aspergillus section Nigri avec un taux de 30%. Le
screening des isolats aflatoxinogeénes a été réalis¢ sur un milieu de culture a base d’extrait de
noix coco (CAM) pour 100 isolats. La production est ensuite confirmée par chromatographie
sur couche mince (CCM).

Pour réduire les risques liés a la présence de ces mycotoxines dans 1’alimentation, il est
indispensable de veiller au respect des régles de ’hygiene telles les conditions de récolte, de
conditionnement, d’emballage, d’entreposage et de stockage. La multiplication des contrd les
microbiologiques et toxicologiques des denrées alimentaires susceptibles d’étre contaminés
par les mycotoxines devraient assurer une meilleure qualité sanitaire de ces produits.

Mots clés : aflatoxines, épices, Aspergillus section Flavi, Algérie.
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ABSTRACT

The search for isolated Aflatoxinogenic Aspergillus spices marketed in Algeria (khenchela):

In this work, the fungal diversity and the presence of aflatoxinogenic isolates were studied in
40 samples of Curcuma, Ginger, Saffron and Curry, collected from different points of sale
(markets, supermarket) in the Khenchela region.

Fungal analysis results from 40 samples showed the density of the fungal flora to be between
0-35.10% cfu / g. The highest density (35.10° cfu / g) was recorded in the Curcuma samples,
no fungal contamination was recorded in the saffron samples. The main fungal genera iso lated
are Aspergillus and Penicillium with a rate of 59.25% and 15.75% respectively. Aspergillus
section Flavi was isolated in the majority of samples with rates ranging from 5.4 and 79.6%,
ie an average of (38.8%). followed by Aspergillus section Nigri with a rate of 30%. The
screening of aflatoxinogenic isolates was carried out on a culture medium based on coconut
extract (CAM) for 100 isolates. The production is then confirmed by thin layer
chromatography (TLC).

To reduce the risks associated with the presence of these mycotoxins in food, it is essential to
ensure compliance with hygiene rules such as harvesting conditions, conditioning, packaging,
warehousing and storage. The multiplication of controls microbiological and toxicological
foodstuffs liable to be contaminated by mycotoxins should ensure a better sanitary quality of
these products.

Key words: aflatoxins, spices, Aspergillus section Flavi, Algeria
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Introduction Générale

Depuis la découverte des aflatoxines en 1960, les contaminations alimentaires par les
mycotoxines constituent I’un des problemes les plus préoccupants a I’échelle mondiale. Ces
toxines sont responsables non seulement de I'apparition de nombreuses maladies humaines et
animales mais aussi de graves pertes économiques. La croissance des moisissures et
laccumulation de mycotoxines dans les aliments peut se produire au champ, pendant la
récolte ou pendant le stockage, dés que les conditions de température et d’humidité sont
favorables (Kader et Hussein, 2009; Turner et al., 2005).

Les aliments les plus contaminés par les mycotoxines sont les noix, les arachides, les
épices, les céréales comme le mais et le riz et autres aliments secs (Trucksess et Scott, 2008).
Dans la région méditerranéenne, les principaux epices produites sont le safran, le poivre
rouge, le curcuma, coriandre, poivre noir et cumin (Richard., 1992). La production nationale
des épices est constituée principalement poivre rouge, poivre noir, cumin, safran et curcuma
(ONS, 2014). Cependant cette production n’est malheureusement pas en mesure de couvrir la
demande des consommateurs. En Algérie, la demande en épices n’a cess¢ de croitre ces
derniéres années sur le marché national. Cette croissance s’explique par I'usage trés fréquent
de ces derniers, qui représentent des ingrédients incontournables dans beaucoup, de plats
traditionnels.

Les mycotoxines ayant le plus d’impact sur la santé¢ et I’économie sont les aflatoxines.
Les conditions climatiques en Algérie, caractérisées par des températures et des taux
d'humidité élevées, sont tres favorables au développement des moisissures du genre
Aspergillus et la production des aflatoxines. Les principales aflatoxines produites dans les
aliments sont, les aflatoxines B1, B2, G1 et G2. L’aflatoxine Bl (AFBI) est considérée
comme la plus toxique et la plus abondante (Lai et al., 2015). Elle est connue pour ses effets
tératogénes et mutagenes, causant des dommages, principalement au niveau du foie (Hamid
et al., 2013). En effet, elle a été classée par I'Agence Internationale de Recherche sur le
Cancer dans le groupe 1 des substances cancérogénes pour I’homme (1ARC, 2002).

La contamination naturelle des aliments par les mycotoxines est inévitable et les
différents procédés physiques et chimiques existant contribuent a réduire seulement leurs
niveaux a différents maillons de la chaine alimentaire. C’est pourquoi plusieurs pays ont
établi des limites maximales dans 'alimentation afin de minimiser leur consommation. Ainsi,
la reglementation de la Commission de I'UE a fixé un niveau maximal en aflatoxines dans la
majorité des épices a 5 pg/kg pour ’AFBI1 et a 10 pg/kg pour la somme des quatre aflatoxines
(AFB1 + AFB2 + AFG1 + AFG2) (CE, 2012). En Algérie, les niveaux maximaux tolérées
dans les épices sont de 10ug/kg pour ’AFBI et de 20 ug/kg pour les aflatoxines totales
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(FAO, 2004). Cette législation pourrait faire de 1’ Algérie un pays cible aux exportations des
aliments contaminés dont les fruits secs qui sont non conforme a la consommation dans
d’autres pays aux normes plus strictes.

La présence des aflatoxines dans les aliments est une préoccupation majeure pour la
santé humaine, de ce fait, une détection et unequantification rapides sont essentielles pour
assurer une consommation plus saine. Les méthodes analytiques basées sur la
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) sont les plus utilisées pour quantifier
les aflatoxines dans les matrices alimentaires.

En Algérie, les données sur I'occurrence des aflatoxines dans les aliments en général et
les épices en particulier sont limitées, c’est pourquoi nous nous sommes fixés comme
objectifs:

- L’étude des niveaux de contamination par les champignons potentiellement
toxinogeénes dans le gingembre, curcuma, safran et curry.

- L’isolement, la quantification et 1’identification des espéces d’Aspergillus

section Flavi ayant la capacité a produire les aflatoxines.

Ce travail a été organisé entrois grands chapitres.Le premier chapitre est consacré a une
analyse bibliographique sur les mycotoxines et les champignons toxinogenes. Quelgues
informations sur les épices y sont également rapportées. Dans le chapitre 1l (la partie
expérimentale), nous allons décrire la démarche générale adoptée pour I'isolement et le
dénombrement des champignons, les différentes étapes d’identification des moisissures et des
especes aflatoxinogenes.

Le troisieme chapitre est réservé aux résultats expérimentaux obtenus et leur discussion.
Ce mémoire s’acheve par la présentation d’une conclusion générale qui récapitule notre étude

et met en valeur les principaux résultats obtenus avec quelques perspectives.
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I. Les Mycotoxines
I.1. Définition

Le terme mycotoxine vient du grec « mycos » qui signifie champignon et du latin
« toxicum » qui signifie poison. Les mycotoxines sont considéréees comme les contaminants
alimentaires les plus significatifs en termes d’impact sur la santé publique et 'économie de
nombreux pays (Lewis et Goodrich-Schneider, 2012).

Les mycotoxines sont des meétabolites secondaires toxiques de faible poids moléculaire
produits par des champignons filamenteux, plus particulierement par ceux appartenant aux
genres Aspergillus, Fusarium et Penicillium (Marin et al., 2013). Ces métabolites sont non-
essentiels au cycle de la vie du champignon mais une fois produits, ils pourraient lui conférer
certains avantages compétitifs (Fox et Howlett, 2008). A I'heure actuelle, plus de 300
mycotoxines ont été identifiées mais lattention des scientifiques se concentre principalement sur
les aflatoxines, lochratoxine A, les trichothécenes, la zéaralénone et la fumonisine en raison de
leur forte prévalence et de leurs effets néfastes. Ces métabolites toxiques peuvent contaminer un
grand nombre de produits alimentaires d’origine végétale et animale (Tableau 1) (Ji et al.,
2016;Campagnollo et al., 2016).

1.2. Facteurs affectant la mycotoxinogénése

La production des mycotoxines peut avoir lieu a tous les stades de la chaine alimentaire
depuis le champ jusqu’au produit fini. Leur production peut survenir avant la récolte, lors du
transport, pendant le stockage ou au cours de la transformation (Pfohl-Leszkowicz, 1999). La
production des mycotoxines est directement liée a la croissance fongique. Par conséquent, les
facteurs capables d’influencer la croissance vont aussi jouer un role sur la toxinogénése. La
sécrétion des métabolites secondaires par les moisissures toxinogenes dans les aliments dépend
des facteurs environnementaux ou extrinseéques mais également d’autres facteurs, dits
intrinseques (Olsen et al., 2003; Blumenthal, 2004).

1.2.1. Facteurs intrinséques

Il n’existe pas de relation directe entre espece fongique et mycotoxine. Une méme
mycotoxine peut étre produite par plusieurs espéces du méme genre et parfois par des especes de
genres différents. Par exemple 'ochratoxine A (OTA) est produite par Penicillium nordicum, P.
verrucosum, A. ochraceuset A. carbonarius (Pardo et al., 2005).D’autre part, une méme espéce
peut ¢laborer plusieurs mycotoxines. En effet, ’acide pénicillique et ’OTA sont produits par A.
ochraceus. De méme, Aspergillus flavus peut produire les aflatoxines, I'acide cyclopiazonique et
I’aspertoxine. Cependant, certaines mycotoxines sont étroitement liées a certaines espeéces

fongiques, comme les aflatoxines (A. flavus et A. parasiticus) et les sporidesmines
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(Pithomyceschartarum) (Fitzgerald et al., 1998). Parmi les espéces réputées toxinogenes, toutes

les souches n’ont pas forcément la capacité a produire la (les) mycotoxine(s). De ce fait, la

présence des champignons toxinogenes sur une denrée n’est pas nécessairement le signe d’ une

contamination par des mycotoxines, la production de mycotoxines par le champignon aura lieu

uniquement si les conditions environnementales favorables & cette contamination sont réunies
(Castegnaro et Pfohl-Leskowicz, 2002).

Tableau 1. Quelques mycotoxines et les moisissures productrices, produits alimentaires associés

et leur distribution géographique (Smith et al., 2016).

Mycotoxine Moisissures productrices produits alimentaires Distribution
géographique
Céréales et produits a
Aspergillus(bombycis, base de
flavus, nomius, céréales Régions  tempérées,
ochraceoroseus, (principalement le tropicales et
Aflatoxines parasiticus, mais), subtropicales (Sud de
parvisclerotigenus, noix, fruits secs, épices, | I’Asic et
pseudotamarii, lait et Afrique).
rambellii, toxicarius). produits laitiers, viande,
ceufs.
Aspergillus (alliaceus,
auricomus,
carbonarius, cretensis,
flocculosus, glaucus, Régions tempérées,
lacticoffeatus, meleus, niger, | Céréales et les produits | régions
ochraceus, cerealiers tropicales
Ochratoxine A | pseudoelegans, (principalement le riz et | (Amérique, Europe
roseoglobulosum, blé), café, du
sclerotioniger, sclerotiorum, | feves de cacao; Vin, | Nord et de I'Ouest,
steynii, biére, fruits Afrique et Sud
sulphureus, westerdijkiae); secs, épices, viande. d’Asie).
Penicillium
(nordicum, verrucosum).
Fusarium (acuminatum,
armeniacum,
culmorum,  crookwellense,
equisetii,
graminearum, Kkyushuense,
langsethiae,
poae, pseudograminearum,
Trichothéceénes | sambucinum, Céréales et les produits | Régions  tempérées
Zéaralénone scirpi, sporotrichioides, | a base de du nord
venamtum). céréales. (Europe, Amérique et
Fusarium  (crookwellense, Asie).
culmorum,
equiseti, graminearum,
incarnatum,
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pseudograminearum,
semitectum,
sporotrichioides,
verticillioides).

Fusarium (anthophilum,
dlamini, fujikuroi,

globosum, napiforme, | Céréales et les produits | Régions tempérées

Fumonisines nygamai, oxysporum, a base de du nord
polyphialidicum, céréales. (Europe, Amérique et
proliferatum, Asie).

pseudonygamai, thapsinum,
verticillioides).

1.2.2. Facteurs extrinseques

La production des mycotoxines est fortement influencée par 1’interaction complexe de
plusieurs facteurs extrinseques ou environnementaux comme la température et ’activité de I’eau
(Bouseta et al., 2005).

1- Activité de I’eau (aw)

L’activité¢ de I’eau est un parametre dont 1’influence est déterminante sur le développement
des moisissures et la production des mycotoxines (Tableau 2). La disponibilité en eau nécessaire
a la toxinogénese est généralement supérieure a celle permettant la croissance fongique. Par
exemple, Penicillium verrucosum peut se développer a partir d’une aw de 0,80, par contre la
production d’OTA par cette espece n’est possible que lorsque I'aw est supérieure (Cairns-
Fulleret al., 2005). Chez Aspergillus flavus, la formation des aflatoxines nécessite une valeur
d’aw proche de 0,85 mais la croissance du microorganisme a lieu a des valeurs d’aw plus basses
de l'ordre de 0,73 (Maganet al., 2011).

2- Température

La température joue un rble prépondérant sur la croissance et la physiologie des
moisissures. La formation des mycotoxines est directement affectée par la température. Pour les
aflatoxines, une production optimale est observée a des températures proches de 30°C (28°C a
35°C). Lorsque la température augmente au-dessus de 36°C, la production des aflatoxines est
presque complétement inhibée (Yu, 2012).

En général, la température optimale de la toxinogénése est voisine de la température
optimale de croissance. C’est notamment le cas pour I’élaboration des aflatoxines par
Aspergillus flavus, de I'ochratoxine A par A. ochraceus, de la stérigmatocystine par A.
versicolor, de la patuline par Penicillium granulatum, de Tacide pénicillique et de

I’acidecyclopiazonique par Penicillium granulatum. Pour d’autres mycotoxines, telles que la
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zéaralénone élaborée parF. roseum, la température optimale de la toxinogénese est généralement
inférieure a celle de la croissance (Pfohl-Leszkowicz, 1999).

Tableau 2. Températures et activités de I’eau optimales pourla productiondes mycotoxines
(Neme et Mohammed, 2017).

Mycotoxine Température (°C) | Activité de I’eau (aw)
Aflatoxine 33 0,99
Ochratoxine 25-30 0,98
Fumonisine 15-30 0,9- 0,995
Zearalénone 25 0,96
Deoxynivalenol 26-30 0,995
Citrinine 20-30 0,75- 0,85

3-pH

Comme pour I" aw, la gamme de pH permettant la toxinogénese est plus restreinte que
celle permettant la croissance fongique. Les moisissures se développent normalement pour de
larges gammes de pH compris entre 3 et 8 (Pfohl-Leszkowicz, 1999). Un faible pH joue unrdle
dans la régulation de la production des stérigmatocystine et des aflatoxines par les Aspergillus.
Les faibles valeurs de pH sont également favorables a la production defumonisine par Fusarium
proliferatum et de 'ochratoxine par Aspergillus ochraceus (Gardiner et al., 2009).
4 — Composition gazeuse

La production des mycotoxines est sensible & la variation de la composition de I’air. De ce
fait, le maintien d’une concentration faible en O, et/ou une augmentation du taux de CO, sont
efficaces pour prévenir la formation des mycotoxines (Pfohl-Leszkowicz, 1999).

L’augmentation de la teneur en CO , (20%), surtout si elle est associée a une réduction en
Oxygéne, provoque une chute importante de la production des aflatoxines. Dans le cas de P.
verrucosum, une augmentation de 50% de la teneur en CO,diminue la production de
I’ochratoxine (Giorni et al., 2008). Aprés conservation dans une atmosphere confinée, dans
laquelle les moisissures peuvent plus ou moins se développer, la remise a I'air libre ou la
ventilation provoque rapidement une intense toxinogénése (Le Bars et Le Bars, 1987).
5- La nature du substrat

Les mycotoxines sont produites par de nombreuses moisissures dotées génétiquement d’un

pouvoir toxinogéne. Cependant la composition qualitative et quantitative en certains nutriments
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(sucre, notamment) intervient dans ce type de contamination. Cette spécificité de substrat
provient des différences physiques (activit¢ de I'eau, conductivité thermique, oxygénation) et
chimigues (composition en lipides, protéines, acides aminés, acide gras, minéraux). Par exemple,
P. verrucosum est le producteur principal d’OTA dans les céréales tandis que P. nordicum
contamine souvent les produits riches en protéines, des produits fermentés a base de viande et de
fromages (Lund et Frisvad, 2003).
6- Interactions microbiennes

La présence de plusieurs especes fongiques sur la méme denrée a généralement un effet
dépressif sur la production des mycotoxines. Cela s’explique d’une part, par la compétition pour
le substrat et d’autre part, par le fait que certaines souches peuvent dégrader la toxine ( Pfohl-
Leszkowicz, 1999). ( Bouraima et al. 1993) ont rapporté une compétition entre A. flavuset A.
ochraceus. La présence de ces deux champignons conduit essentiellement vers la production de
I’aflatoxine, les ochratoxines sont trés peu produites ou totalement absentes. Ce phénomene peut
s’expliquer par le fait que dans la biogenése des aflatoxines, A.flavus utilise la phénylalanine du
support sur lequel il se développe.
I. 3. Contamination des aliments par les mycotoxines

Les moisissures toxinogenes peuvent se developper te produire des mycotoxines, sur tous
les supports solides ou liquides des que les conditions favorables sont réunies. La contamination
par les mycotoxines se produit dans les denrées alimentaires d'origine végétale, en particulier les
céréales, les noisettes, les amandes, les fourrages, et autres produits agricoles destinés a la
consommation humaine et animale. En plus, une fois contaminés, les procédés de conservation
(stérilisation, pasteurisation, lyophilisation, congélation...), ne permettent pas I'’¢limination des
mycotoxines des aliments (Bullerman et Bianchini, 2007). L'exposition humaine aux
mycotoxines peut étre causée par la consommation directe d'aliments d’origine végétale
contaminés par des mycotoxines (arachides, pistaches, amandes, les épices surtout dans la
préparation des plats froids (dobara du Biskra)...) soit indirectement a travers des produits
d’origine animale (viande, lait, ceufs). Les mycotoxines entrainent des pertes économiques
considérables chaque année. Leur présence provoque une diminution de la qualité et de la
disponibilit¢ en volume des grains récoltés. L’Organisation des Nations Unies pour
I’Alimentation et ’Agriculture (FAO) estime qu’environ 25% des récoltes mondiales sont

contaminées par les mycotoxines (Ji et al., 2016;Eivazzadeh-Keihan et al., 2017).
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1.4. Les Aflatoxines
1.4.1. Origine, structure et production

Le nom aflatoxine est un acronyme formé de la combinaison de la lettre « A » pour
Aspergillus et « FLA » pour flavus. Ce nom est issude 1’espéce impliquée dans la contamination
des aliments responsables de la Turkey « X » disease : Aspergillus flavus. On y associe par la
suite le mot anglais « TOXIN » signifiant poison (Bhat et al., 2010).

Les aflatoxines sont les mycotoxines les plus produites par le genre Aspergillus. Elles sont
produites par au moins une vingtaine d’especes appartenant a trois principales sections : Flavi,
Nidulantes et Ochraceorosei (Baranyi et al., 2015). Les espéces incluses dans la section
Flavisont;A. arachidicola, A. bombycis, A. flavus, A. minisclerotigenes, A. nomius,
A.novoparasiticus, A. parasiticus, A. parvisclerotigenus, A. pseudocaelatus, A. pseudonomius, A.
pseudotamarii , A. togoensis, A. transmontanensis, A. mottae et A. sergii; les membres de la
section Ochraceorosei sont représentés par A. ocharaceroseseus et A. rambelii; et enfin les
membres faisant partie de la section Nidulantes sont: A. astellatus, A. olivicola et
A.venezuelensis (Campagnollo et al., 2016).

Parmi toutes les mycotoxines, le groupe des aflatoxines est le plus connu, le plus étudié et
le plus distribué¢ dans le monde. C’est d’ailleurs celui qui a le plus d’impact sur la sécurité
alimentaire. L’aflatoxine est un métabolite toxique hautement cancérigéne produit
principalement par les champignons A. flavus, A. parasiticus et A. nomius. Aspergillus flavus
produit ’AFB1 et I’AFB2 alors qu’A.parasiticus et A. nomius produisent quatre types
d’aflatoxines (AFBI1, AFB2, AFG1, AFG2) (Figure 1). Parmi ces aflatoxines, I’AFB1 est la plus
fréquemment retrouvée dans la nature (Sidhu et al., 2009).

Au moins 18 différents types d'aflatoxines ont été identifiés (Tableau 3). Cependant,
celles qui suscitent le plus d’attention du point de vu sécurité alimentaire sont les aflatoxines Bl,
B2, G1, G2 et M1 (Campagnollo et al., 2016). L’AFM1 est un dérivé monohydroxylé secrété
dans le lait formée de I’AFB1 au cours du métabolisme hépatique. Ces toxines ont tenu leur
appellation du fait de leur détection dans le lait "Milk" des vaches laitieres nourries par une
alimentation contaminée (Udomkun et al., 2017). L’ AFBI est le composé le plus abondant dans
les aliments contaminés, mais aussi le plus toxique suivi par ordre décroissant de toxicité
IAFMI1, I’AFGI1, I’AFB2 et I’AFG2. L’AFBlest considérée comme le plus puissant agent
hépatocancérigéne pour les mammiféres et a été classée comme agent cancérigéne pour 1’homme
(groupe 1) par l’agence internationale de la recherche sur le cancer (IARC) (Neme
etMohammed, 2017).
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Figure 1. Structures chimiques des principales aflatoxines (Campagnollo et al., 2016)
1.4.2. Propriétés physico-chimiques

Les aflatoxines sont des molécules de faible poids moléculaire (312 a 330 g/mol)
caractérisées par une structure polycyclique furanocoumarine. Elles ont été classées dans
différents groupes en raison de leur fluorescence (vert ou bleu) sous la lumiere UV (bleue pour
les AFB 'blue" et verte pour les AFG "green", ’AFMI1 ayant une fluorescence bleu-mauve) et
leur migration sur CCM (Eivazzadeh-Keihan et al, 2017).

Les aflatoxines sont trés solubles dans différents solvants tels que le méthanol, le
chloroforme et le benze¢ne. Elles sont trés peu solubles dans 1’eau et insolubles dans les solvants
non polaires. Enoutre, elles sont vulnérables a la lumiere UV mais tres stable a des températures
élevées (supérieures a 100 °C) (Eivazzadeh-Keihan et al., 2017;Baranyi et al., 2015). L’ AFG2
est dénaturée a partir de 237°C, ’AFGI se décompose entre 244-246°C,

10
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2013).

Furanocoumarines

Tableau 3. Principales aflatoxines produites par les espéces du genre Aspergillus (Bbosa et al.,

Type d’aflatoxine

Espéce aspergillaire

Groupe des

difurocoumarocyclopente
nones

Aflatoxine Bl

A. flavus, A. arachidicola, A. bombycis,

A. minisclerotigenes, A. nomius,

A. ocharaceroseseus, A. parasiticus,

A. pseudotamarii, A.rambelii,

Emericellavenezuelensis

Aflatoxine B2

Aflatoxine B2a

A. flavus, A. arachidicola,

A. minisclerotigenes, A. nomius,

A. parasiticus

A. flavus

Aflatoxine M1

Métabolite de I’ AFB1 (produite par

A. flavuset A. parasiticus)

Aflatoxine M2

Meétabolite de I’ AFB2 dans le lait des

animaux nourris avec des aliments

contaminés

Aflatoxine M2a

Meétabolite de I’ AFM?2

Aflatoxicol

Métabolite de I’ AFB1 (produite par

A. flavus)

Aflatoxicol M1

Meétabolite de I’AFM1

Aflatoxine G1

A. minisclerotigenes,

A. flavus, A. arachidicola,

A. nomius,
A. parasiticus

Aflatoxine G2

A. minisclerotigenes,

A. flavus, A. arachidicola,

A. nomius,

11
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A. parasiticus
Aflatoxine G2a Métabolite de I’ AFG2
Groupe des
Aflatoxine GM1 A. flavus
difurocoumarolactones

Aflatoxine GM2 Métabolite de I’ AFG2

Aflatoxine B3 non définie

Parasiticol (P) A. flavus

Aflatrem A. flavus, A. minisclerotigenes

Aspertoxin A. flavus

Aflatoxine Q1 Meétabolite de I’ AFBI1

tandis que I’AFB1 et I’AFB2 s’aveérent étre encore plus résistantes, se décomposant
respectivement a partir de 268 et 286°C (IARC, 2002).

Les aflatoxines sont des molécules stables et tres résistantes aux differents procédés de
transformation alimentaire comme la torréfaction, I’extrusion et la cuisson (Marin et al., 2013).
La décomposition des aflatoxines a lieu a de trés hautes températures qui sont difficilement
compatibles avec les procédés de fabrication ou de transformation des aliments. Les aflatoxines
sont trés stables a lacidité et a la chaleur et instables en présence d’oxygéne avec des pH
extrémes (pH < 3 ou pH > 10). Les aflatoxines sont dégradées par I'ammoniaque (NH4OH) et
I’hypochlorite de sodium (NaClO) (Mohammedi et al., 2010; Cole et Cox, 1981).

1.4.3. Méthodes d’analyse

Il existe plusieurs methodes chromatographiques qui permettent la détection des
mycotoxines dans les souches et les aliments. Au cours de ces derniéres années, de nombreuses
méthodes d'analyse ont été proposées pour la détection et laquantification des aflatoxines. Les
méthodes comme la chromatographie sur couche mince (CCM), la chromatographie liquide a
haute performance équipée d’un détecteur de fluorescence (HPLC-FLD) et la chromatographie
en phase liquide (spectrométrie de masse en tandem) (LC-MS/MS) ont été largement utilisées
pour le criblage des aliments contaminés par les aflatoxines.

La chromatographie en couche mince (CCM) est une méthode trés ancienne, utilisée pour
la séparation et [identification des composés organiques. C'était I'une des techniques de

séparation les plus répandues pour lanalyse des aflatoxines. De plus, en 1990, la CCM a été

12
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qualifiée comme méthode officielle et méthode de choix pour identifier les aflatoxines a des
concentrations de ’ordre de 1 pg/g (Igbal et al., 2015).

Malgré I’existence de toutes ces techniques, 1’analyse par HPLC-FLD reste la plus utilisée
pour la détection multiple des mycotoxines.Une analyse des AFBL1, B2, G1, G2 avec des faibles
limites de détection peut étre obtenuepar HPLC-FLD dans plusieurs aliments (Selvaraj et
al.,2015). Les performances analytiques de ces techniques varient largement en fonction de la
matrice analyseée (produit alimentaire), de la nature de la mycotoxine et de la technique
d’extraction.

1.4.4. Toxicité

L’Homme s’expose aux aflatoxines par voie orale en ingérant des aliments contaminés.
Cette contamination peut étre directe par la consommation des denrées alimentaires végétales
(voie primaire), ou indirecte par le biais de produits d’origine animale (voie secondaire)
(Nemeet Mohammed, 2017).

La toxicité des aflatoxines se manifeste sous la forme de toxicoses appelées
aflatoxicoses ». Selon la concentration et la durée de 1’exposition, les aflatoxines peuvent étre a
la fois a lorigine des intoxications aigiies et chroniques. L'AFB1 est l'un des agents
cancérogenes les plus puissants connus, par conséquent, I'exposition a long terme (chroniques),
méme a des niveaux extrémement faibles est dangereuse pour la santé (Prandini et al., 2009).
La sevérité des symptdmes est nuancée par des difféerences de sensibilité en fonction de la dose
regue, de la durée d’exposition, de I’espéce, de I'age, du sexe et de I'état physiologique.

« L’exposition aux doses massives d’aflatoxines peut dans certains cas provoquer une
aflatoxicose aigué conduisant a la mort des animaux (Erkekoglu et al., 2008).

L'organe cible de la toxicité et de la cancérogénicité des aflatoxines est le foie. Une
intoxication aigué aux aflatoxines provoque une nécrose hépatique et une hyperplasie biliaire.
Les premiers symptomes observés apres une intoxication aigué sont ; la fievre, le malaise et
lanorexie. La progression de l'aflatoxicose induit des douleurs abdominales, des vomissements
et des hépatites. Cependant, les cas d’intoxication aigué chez ’homme sont exceptionnels et
rares (Raiola et al., 2015). Certaines études ont montré une grande synergie entre 1’hépatite B
(virus HBV) et I'ingestion d’aflatoxine dans I’apparition du cancer du foie. Dans le cas d’une
personne atteinte du HBV, Taflatoxine est 30 % plus dangereuse que chez une personne non
atteinte par le virus, et le risque relatif d’atteinte par le cancer du foie passe de 5 a 60 fois
lorsqu’une aflatoxicose est combinée au virus HBV (Bourais et Aziz, 2006).

Une exposition chronique aux aflatoxines entraine de nombreuses maladies humaines. Les

aflatoxines sont considérées comme des molécules immunosuppressives, hépatotoxigues,
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mutagenes, tératogenes et cancérogenes. Chez les animaux, I'exposition aux aflatoxines entraine
une altération de la fonction hépatique et une réduction de lapport alimentaire (Flores-Flores
etal., 2015).

Les nourrissons peuvent également étre exposés aux aflatoxines par le biais de la mere.
Une exposition des jeunes enfants & des concentrat ions supérieures a la limite quotidienne
maximale admissible provoque divers types de cancer et des déces en fonction du type, de la
dose et de la période d'exposition (Atongbiik Achaglinkame et al., 2017). Les aflatoxines sont
capables de traverser la barriere placentaire humaine. Les expositions répétées aux aflatoxines in
utero et durant I'enfance pourraient prédispose un individus au cancer du foie (Partanen et al.,
2010; Raiola et al., 2015).

1.4.6. Contamination des aliments

Les aflatoxines sont généralement rencontrées dans les denrées alimentaires en provenance
des régions chaudes et humides, notamment les pays d’Afrique, d’Asie et d’Amérique du sud.
Elles contaminent surtout les fruits secs, les graines oléagineuses, mais aussi les graines de coton
et de tournesol, ainsi que les céréales (mais, blé, sorgho) et leurs produits dérivés. Les
aflatoxines peuvent étre retrouvées dans les épices (piment rouge, poivre, safran, gingembre et
curcuma), les fruits secs et le tabac (Brochard et le Bacle, 2009).

Les échanges commerciaux dans le monde sont soumis a des contrles stricts concernant
les taux des aflatoxines. Le tableau 4 représente les produits les plus contaminés en général et les
lots les plus rejetés aussi.

La présence des aflatoxines peut étre détectee dans les produits et aliments d’origine
animale comme la viande, les ceufs, la volaille et le lait (Neme et Mohammed, 2017). Leur
présence a déja été constateée dans les viandes de volailles, de porc, de bovin et les charcuteries
provenant de certains pays tel que le Pakistan, I’Egypte et la Jordanie suite a une contamination
des aliments pour animaux a des niveaux élevés (Igbal et al., 2014; Refai et al., 2003;
Herzallah, 2009).
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Tableau 4. Données mondiales de I’occurrence y compris les rejets d’epices dues aux

aflatoxines année 2009-2015

Nombre total des
épices Origine | Concentration maximale (ug/kg) echantillons
analysés
AFB1 Somme des AFs
cucuma Etats-Unis 0.22-305.7 0.02-336.6 855
piment indonesie 0.0169-14624 | 0.0169-1489.4 20081
gingembre canada 0.029-51.8 0.029-362.9 256
poivre rouge Egypte 0.02-33.7 0.02-40.1 385
muscade Turquie 0.0203-1026 0.0241-1200 71
coriandre Singapour 0.5-0.7 0.5-0.7 107
curry inde 0.5-2.3 0.5-2.3 2
Ail seché Autriche 0.7 0.7 1
fenugrec Royaume uni 16 1.6 1
girofle Chine 0.7 29 1

1.4.7. Réglementation

En raison de la haute toxicité des aflatoxines, de nombreux pays ont établi des

réglementations strictes afin de contrGler leur présence dans les aliments et d’interdire le

commerce des produits contaminés. Un sondage établi par la FAO en 2003 a révélé qu’une

centaine de pays, représentant environ 87% de la population mondiale, avaient instauré une
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reglementation pour les mycotoxines dans les aliments destinée a la consommation humaine et
animale (Smith et al., 2016).

La réglementation (limites acceptables) varie d'un pays a un autre et dépend
habituellement du niveau de développement économique d'un pays, de létendue de la
consommation et de la sensibilité a la contamination des cultures a réglementer. La limite de
sécurité  établie pour les aflatoxines dans les produits destinés a la consommation
humaine varie de 4 a30 ug/kg. L'UE a fixé les normes les plus strictes, pour tout produit
destiné a la consommation humaine directe avec des concentrationsde 2 ug/kg et 4 ug/kg
pour ’AFBI1 et la somme des aflatoxines (AFB1, AFB2, AFGIl et AFG2) respectivement
(Tableau 5) (Udomkun et al., 2017). Concernant les aflatoxines totales (AFB1, AFB2, AFG1
et AFG2) dans les aliments destinés a la consommation humaine directe, la limite maximale
établie par 'UE est de 4 pg/kg pour les arachides, les noix, les fruits secs, les céréales et leurs
produits transformés. Par contre elle est de 10 pg/kg pour les noix, le mais et le riz soumis a un
triage ou a un autre traitement physique avant consommation ainsi que pour les épices, les
figues seches, les amandes, les pistaches, les noisettes et les noix du Brésil destinées a la
consommation humaine directe. Pour les arachides, les amandes, les pistaches, les abricots, les
noix, les noisettes et les noix du Brésil soumi a un triage ou a un autre traitement physigue
avant consommation la limite maximale est de 15 pg/kg (Smith et al., 2016).

La présence de ’AFM1 dans les produits laitiers en particulier dans le lait suscite une
grande inquiétude. Méme si ’AFMI est considérée comme une substance cancérogene
génotoxique moins dangereuse que I'AFBL, il est nécessaire de contrbler sa présence dans le
lait et par consequent, dans les produits laitiers destinés a la consommation humaine en
particulier celle des enfants. Concernant I’AFMI, les valeurs fixées par la Commission
Européenne sont tres strictes en comparaison aux autres produits alimentaires destinés a la
consommation humaine. Cette limite est de 50 ng/kg pour ' AFM1 dans le lait (Prandini et al.,
2009 ; Shephard, 2009).

En Afrique la plupart des réglementations existantes en matiere des mycotoxines se
limitent aux aflatoxines. En Algérie, les limites de la teneur des aflatoxines totale (AFB1
+AFB2 +AFGI+AFG2) en 2003 étaient de 20 pg/kg et celle de I’AFBI seule de 10 pg/K g pour
les épices (FAO, 2004).
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Tableau 5. Teneurs maximales (pg/kg) en aflatoxines pour certains produits alimentaires

Destinés a la consommation humaine (CE, 2012).

Denrées

Aflatoxine B1

Aflatoxines

B1+B2+G1+G2

Fruits seches (autre que les figues seches)

destinés a étre soumis a un traitement de triou

a d'autres méthodes physiques avant

consommation humaine

10

Fruits séchés (autre que les figues seches) et
produits dérivés de leur transformation,
destinés a la consommation humaine directe ou
a une utilisation comme ingrédients de denrées

Alimentaires

figues séches

10

Amandes, pistaches destinés a la

consommation humaine directe ou a une

utilisation comme ingrédients de denrées

Alimentaires

10

Noisettes et noix de Brésil destinés a la

consommation humaine directe ou a une

utilisation comme ingrédients de denrées

Alimentaires

10
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Epices

10 20

Toutes les céréales et tous les produits dérivés

de céréales, y compris les produits transformés

Mais et riz destinés a étre soumis a un
traitement de triage ou a d'autres méthodes
physiques avant consommation humaine ou 5 10

utilisation comme ingrédient de denrées

Alimentaire

Il. Les champignons mycotoxinogenes
11.1. Généralités

Les moisissures couramment appelés «champignons», représentent des agglomeérats de
filaments mycéliens et d’organes fructiferes capables de coloniser divers substrats (Chabasse et
al., 2002). Ce sont des champignons microscopiques, ubiquistes, eucaryotes, hétérotrophes, uni
ou pluricellulaire, filamenteux ou levuriforme (Nishio et al., 2008). Les moisissures sont
considérées comme des microorganismes opportunistes.Un grand nombre parmi eux sont des
parasites de plantes (phytopathogenes) causant la majorité des maladies économiquement
importantes (Chabasse et al., 2002).

Une large gamme de produits alimentaires peut étre contaminée par les champignons. Les
principaux substrats sur lesquels ils proliferent sont les cultures oléagineuses, protéagineuses et
céréalieres mais on les retrouve également dans les fourrages ainsi que dans le café, le cacao, le
riz, la biére et le vin (Ruppol et al., 2004).

L’appareil végétatif des champignons est appelé thalle, constitu¢ d’hyphes ou cellules
allongees en forme de filaments tubulaires de 2 a 10 um de diametre. Ces hyphes comprennent
les organites classiques d’une cellule (noyau, mitochondrie, cytoplasme). Ils peuvent étre
cloisonnés ou non et leur association forme le mycélium. La colonisation est réalisée par
extension et ramification des hyphes. Ces derniers, puisent ’eau et les substances organiques
dans les différents substrats qu’ils colonisent pour leur développement (Portnoy et Jara,

2015).
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Les champignons se propagent sur différents substrats, par I'intermédiaire de spores qui
sont des corpuscules de 2 a 250 um de diametre. Les spores sont disséminées principalement
par l’air ambiant. Lorsqu’elles se déposent sur un substrat organique, elles germent et
redonnent un mycélium si les conditions d’humidité et de température y sont favorables. Elles
pénétrent par voie chimique (production d’enzymes, de toxines) ou par voie mécanique en
exercant une pression sur le substrat (Chabasse et al., 2002). Les spores peuvent également
¢laborer des substances chimiques susceptibles de demeurer a 1’intérieur des spores, ou d’€tre
libérées dans les matériaux qu’elles colonisent ou encore d’étre libérées dans ’air ambiant.

La classification des champignons est basée sur les caractéristiques de leurs structures de
reproduction qui peuvent étre a caractere sexué(champignon téléomorphe ou parfait) et/ou
asexué (champignon anamorphe ou imparfait). Ces deux formes de reproduction peuvent
coexister chez un méme champignon dit holomorphe (D’Halewyn, 2002).

Différents groupes de moisissures ont été défini suivants leur mode de reproduction
sexuée et les caractéristiques de leur spore. Les Zygomycetes possedent des spores contenues
al’extérieur d’une cellule renflée, les Ascomycéte ont des spores regroupées dans des sortes de
sacs « asques », les Basidiomyceétes qui ont des spores portees par des basides, et les
Chytridiomycetes a spores flagellées mobiles (Kiffer et Morelet, 1997; Cahagnier et al.,
1998). Certaines moisissures sont le plus souvent ou exclusivement rencontrées a un stade de
multiplication asexuée, dit anamorphe. Ces organismes sont alors classés d’apres le mode de
production des spores asexuées ou conidies. Ces especes sont insérées dans la cinquieme
classe, les Deutéromycetes (champignons imparfaits) avec un syst¢me d’identification
particulier essentiellement basé sur le mode de formation des spores, appelées conidies. Les
Deuteromycota sont divisés en trois classes : les Blastomycétes, les Hyphomycétes et les
Coelomyceétes (Chasseur et Nolard, 2003).

11.2. 1dentification

Les critéres utilisés pour I'identification des moisissures peuvent étre morphologiques
(macroscopique ou microscopique), biochimiques, ou génétiques en fonction de la finesse de
I’identification recherchée. En pratique, la procédure la plus utilisée est basée sur I'observation
des caractéres culturaux et morphologiques de 1’espéce. Cependant, Ces méthodes
d’identification peuvent étre complétées par une analyse moléculaire. Toutefois, la complexité
du regne fongique fait qu’a I'heure actuelle, ces outils ne peuvent pas encore remplacer

complétement I’examen morphologique, qui reste la base de I'identification (Chabasse et al.,

2002).
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11.2.1. Identification morphologique

L’identification d’une espéce fongique a pendant longtemps été exclusivement basée sur
I’observation des caractéres culturaux et morphologiques. Ces derniers sont constitués des
parametres macroscopigques (aspect des colonies, de leur revers) et microscopique (aspect du
mycélium, des spores, des phialides, des conidiophores,...) (Cahagnier et Richard-Molard,
1998).

Critéres d’identification macroscopique

Lors de I’analyse macroscopique des champignons filamenteux, plusieurs aspects sont
observés. L’aspect des colonies représente un critere important d’identification. Les
champignons filamenteux forment des colonies duveteuses, laineuses, cotonneuses, veloutees,
poudreuses ou granuleuses. Par contre, Les champignons luviriformes donnent des colonies
lisses, glabres (absence ou pauvreté¢ du mycélium aérien), humides, d’aspect brillant ou mat.

La consistance des colonies est également a observer, car elle peut étre variable (molle, friable,

élastique ou dure). Les autres caractéres culturaux a déterminer sont ; la couleur du thalle (la

pigmentation du mycélium, couleur des conidies), la couleur du revers de la colonie, 'odeur et

la présence d’exsudat. La présence d’un pigment diffusant dans la gélose ainsi que certains

parametres tels que la vitesse de croissance des colonies ou la température de développement

peuvent étre de bons indicateurs pour I'identification des moisissures (Chabasse et al., 2002).
Critéres d’identification microscopique

Pour l'analyse microscopique des champignons, plusieurs structures sont observées
comme I’appareil végétatif, les organes de fructification et les spores.

Le thalle végetatif peut étre septé (diametre étroite régulier de 2 a 5 pm) ou siphonné
(filaments peu ou pas ramifiés, diametre large et irrégulier de 5 & 15 pum), avec une paroi
pigmentée (mélanisée) ou non (hyaline). Les sporespeuvent étre endogenes (endospores) ou
exogenes (conidiospores ou conidies), unicellulaires et de petite taille (amérospores),
bicellulaires (didymospores), pluricellulaires a cl oisons transversales (phragmospsores),
pluricellulaires a cloisons transversales et longitudinales (dictyospores) ou étroites et effilées
(scolécospores). L’identification microscopique nécessite I’examen des organes de
fructifications ; présence ou non d’organes protecteurs des conidies, modes de formation des
conidies (issues directement du thalle, solitaires (aleuriospores) ou en chaines (arthrospores), ou
produites par bourgeonnement et regroupées soit en grappes, en masse, en tétes ou en chaines
basipétes ou acropetes. Ces techniques d’identification nécessitent une expérience dans la

taxonomie des champignons et présentent l'inconvénient d’€tre longues, fastidieuses et
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quelgquefois incompletes. De plus, les caractéristiques morphologiques et physiologiques sont
influencées par les conditions de culture et peuvent amener a de mauvaises identifications
(Chabasse et al., 2002).

11.2.2. Identification biochimique

Depuis quelques années, le développement des méthodes analytiques et moléculaires a
permis aux scientifiques de réaliser une classification des microorganismes selon des
caractéristiques biochimiques (Verscheure et al., 2002).

La production d'un métabolite secondaire particulie permet une identification efficace des
moisissures. Les métabolites secondaires par exemple, peuvent étre trés intéressants pour la
séparation des especes du genre Aspergillus. Bien que lidentification polyphasique soit
recommandée, les profils biochimiques (production des métaboliques secondaires) peuvent étre
parfois suffisants pour identifier certaines speces. Les champignons synthétisent un grand
nombre de métabolites secondaires dont, les mycotoxines. Cependant, les extrolites les plus
utilisés lors de D’identification sont, les aflatoxines, I'acide cyclopiazonique et Pacide
aspergillique (Samson et al., 2006). Les isolats d'Aspergillus produisent une gamme diversifiée
de métabolites secondaires qui caractérisent les différentes sections. Pratiquement tous les
isolats des espéces appartenant a la section Flavi produisent de lacide kojique (Varga et
al.,2011a). Alors que la plupart des espéces d'Aspergillus section Circumdati produisent l'acide
pénicillique. Cependant, afin d’obtenir des résultats fiables, les milicux de culture, les
conditions de croissance, et les procédures d’extraction doivent étre normalisés, suivant des
recommandation sur la facon d’extraire , de séparer et d’identifier les métabolites secondaires (
Samsonet al , 2014 )

I1.4. Principaux genres mycotoxinogénes
11.4.1. Généralités

Les champignons filamenteux peuvent avoir des effets bénéfiques ou néfastes au sein de
I’environnement humain. Ces micro-organismes sont impliqués dans différents domaines tels
que l’industrie agroalimentaire, pharmaceutique, cosmétique et dans le secteur médical
Neéanmoins, ils représentent un risque dans le domaine de l'industrie agroalimentaire par
contamination des aliments. En effet, les moisissures peuvent étre a 'origine d’importantes
dégradations des propriétés physicochimiques entrainant une altération des produits
alimentaires. La prolifération des moisissures pathogenes peut entrainer une production de
métabolites secondaires comme les mycotoxines qui sont responsables d’un taux élevé de
toxicité. La présence de ces métabolites représente un risque majeur pour la sant¢ humaine

(Rodriguez et al., 2015).
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Les champignons toxinogenes sont classés en deux groupes majeurs : les contaminants du
champ pouvant infecter les plantes et ceux du stockage capables de se développer apres la
récolte, au cours du seéchage, du stockage, du transport et de la distribution (Jouany et al.,
2009). Parmi les contaminants du champ, on retrouve Fusarium graminearum produisant le
deoxynivalénol et le nivalenol et F. verticillioides produisant les fumonisines. Ce sont des
phytopathogenes opportunistes des plantes sénescentes ou stressées. A. flavus (produit les
aflatoxines), est également considéré comme un contaminant pouvant coloniser les plantes au
champ. Toutefois, ce dernier est aussi capable de produire des mycotoxines pendant le stockage
(Alonso et al., 2013).

Les principaux genres producteurs des aflatoxines sont Aspergillus et Penicillium. lls
représentent les contaminants les plus fréquents des aliments. On les retrouve principalement
dans les céréales, les arachides et dans de nombreux autres produits d’origine végétale et
animale (Delage et al., 2003).

11.4.2. Le genre Aspergillus
11.4.2.1. Définition

Les champignons du genre Aspergillus sont des moisissures cosmopolites a filaments
hyalins et cloisonnés. Ils appartiennent a la division des Ascomycotina et a ’ordre des
Eurotiales. Depuis la premiére description du genre Aspergillus en 1729 par Michelli, le
nombre d’especes décrites n’a cess€¢ de croitre.Dans une récente publication, Samson et al.
(2014) ont décrit 339 espéces morphologiquement, génétiquement et physiologiquement
proches dans le genre Aspergillus, dont la classification taxonomique est en perpétuelle
évolution depuis I’utilisation des outils moléculaires (Gautier et al., 2016).

Les Aspergillus ont une large répartition géographique, mais ils sont plus souvent
associés aux régions a climat chaud. Trées répandus dans la matiere organique en
décomposition, dans le sol ou en surface (composts végétaux, fourrages humides, ...),
Aspergillus sppreprésentent 1 a 7 % des champignons environnementaux, participant
aurecyclage du carbone et de l’azote par métabolisme aérobie (Castegnaro et Pfohl-
Leszkowicz, 2002).

Plusieurs especes du genre Aspergillus sont aussi connues pour leur capacité a produire
des mycotoxines responsables de pathologies humaines et animales (mycotoxicoses) (Samson
et al., 2014). Parmi les mycotoxines produites par ce genre, les aflatoxines et les ochratoxines
sont celles qui représentent le plus de risques pour la santé. Certaines espéces peuvent étre
directement pathogenes pour I’homme et I’animal a cause de leur capacité a envahir les tissus

vivants et provoquer des aspergilloses tel que les mycoses pulmonaires (Morin, 1994).
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L’identification des Aspergillus se base principalement sur des criteres morphologiques.
Cependant, D’application des outils de caractérisation moléculaire a montré que cette
identification strictement phénotypique pouvait conduire a des erreurs d’identification
(Balajeeet al., 2006). Pour tenir compte des résultats de caractérisation moléculaire, des sous-
genres appelées sections ont été crées. Les moisissures du genre Aspergillus sont actuellement
reparties dans 6 sections principales : Usti, Flavi, Nigri, Circumdati, Clavati et Fumigati
(Balajee et al., 2005).
11.4.2.2. Caractéres macroscopiques et microscopiques

v' Caracteres macroscopiques

L’examination morphologique constitue une étape importante pour la détermination des
espéces d'Aspergillus. Les caractéres utilisés comprennent la vitesse de croissance, la texture
des colonies, le degré de sporulation, la production de sclérotes, les couleurs du mycélium, la
production des pigments solubles et des exsudats. Dans I’environnement, I'appareil vé gétatif
des Aspergillus spp. Constitue le thalle mycélien (Samson et al. ,2014).

Macroscopiquement, la colonie apparait duveteuse ou poudreuses, de croissance
relativement rapide en fonction des especes. La majorité des Aspergillus poussent a une
température de 22 a 25°C. Les especes thermophiles (A. fumigatus) se développent a une
température de 37 a 40°C (Morin, 1994). Les Aspergillus présentent une croissance rapide sur
milieu Sabouraud additionnés d’antibiotiques. Aprés 96 heures d’incubation, les colonies
prennent leur teinte caractéristique due a la maturation des structures conidiogenes (Chabasse
et al., 2002). Les colonies sont généralement de couleurs ives et tres variées. La couleur des
colonies permet d’orienter 1’identification des espéces : gris-vert pour A. fumigatus, vert-jaune
pour A. flavus et les espéces du groupe A. glaucus, vert foncé a chamois pour A. nidulans, brun
canelle pour A. terreus, chamois clair, jaune puis noir pour A. niger et blanche pour A.
candidus. Le revers de la colonie est incolore ou jaune, mais il peut brunir ou rougir avec 1’age
(Chermette et Bussieras, 1993).

v" Morphologie microscopique

Classiquement, les filaments aspergillaires sont de diamétre fin (2 a 5 um) et régulier, a
bords paralleles. Ils sont cloisonnés par des septa. La paroi des hyphes est dite hyaline, ¢’est-a-
dire qu’elle reste claire, méme en vieillissant. Sur les filaments végétatifs prennent naissance
des filaments dressés, non cloisonnés (conidiophores). A son extrémité, le conidiophore se
renfle en vésicule sur laquelle sont disposées les cellules conidiogénes ou phialides. Ces
derniéres peuvent étre insérées direct ment sur la vésicule (téte unisériée), ou portées par des

petits articles stériles insérés rsula vésicule, les métules (téte bisériée) (Figure 2). Les conidies
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sont unicellulaires, de forme variable suivant I'espéce (rondes, oblongues, échinulées ou lisses,

pigmentées ou hyalines ...) et restent accrochées les unes aux autres, les plus récemment

néoformees étant a la base de la chaine (Badillet et al., 1987; Raper et Fennell, 1965).
recommandations sur la fagon d'extraire, de séparer et d’identifier les métabolites

secondaires (Samson et al., 2014).

Condies
Phialides

Meétules

Vesicule

. conidiophore ———p \

Téte biséniée Téte unisériée

Figure 2. Représentation schématique des tétes aspergillaires modifiée d’apres (Pitt
etHocking, 1997).
11.4.3. Aspergillus section Flavi

Aspergillus section Flavi, regroupe 22 espéces dont les plus préocupante onts A. flavus,
A. parasiticus et A. nomius. Cependant, d’autres espéces appartenant a ce groupe sont utilisées
dans I’industrie alimentaires comme A. oryzae et A. sojae (Amare et Keller, 2014).

Les espéces aspergillaires de la section Flavi sont capables de se développer a des
températures comprises entre 10 et 48°C avec une température optimale de 33°C. Les espéces
appartenant a cette section sont étroitement liees et difficile a distinguer du fait de la grande
similarit¢ entre elles et 1’instabilité des caractéres morphologiques qui les caractérisent. C’est
pour cette raison que 1’identification se base parfois sur la nature des mycotoxines produites
(Giorni et al., 2007).

Dans le genre Aspergillus, la section Flavi représente une préoccupation majeure dans
l'industrie agroalimentaire. Les espéces appartenant a cette section sont capables de causer une

détérioration des produits stockés conduisant parfois a la production des mycotoxines (Baquiao
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et al., 2013). Les deux espéces aflatoxinogenes majeures restent A. flavus et A.parasiticus, qui
sont le plus souvent responsables de la production de quantités importantes d’aflatoxines dans
les aliments (Tableau 6). Ces deux espéces présentent un certain nombre de différences
morphologiques et moléculaires.
v" Aspergillus flavus

De tous les Aspergillus, A. flavus est I'espece la plus associée a la contamination (pré-
récolte) de certaines cultures. Cette espéce peut contaminer plusieurs aliments comme le mais,
les arachides, les noix, ainsi que d'autres cultures. Sa croissance dans les produits agricoles
s’accompagne souvent d’une production des aflatoxines (Chang et Ehrlich, 2010).
Les colonies d’A. Flavus sont vert-jaunatre a vert-olive, floconneux, relativement planes, dense
vers le centre et lache en périphérie (Figurl).
L’exsudat est discret, les revers sont incolores a rosatres sur milieu Czapek et jaunatres sur
MEA. Sur milieu Aspergillus flavus parasiticus Agar (AFPA), un revers orange caractéristique
est observé (Pitt et Hocking, 1997). Une croissance, peut étre observée a un intervalle de
température compris entre 19 et 35°C. Les températures optimales de croissance sont comprises
entre 29 °C et 35 °C avec une production maximale d'aflatoxine située a 24 °C (Campagnollo
et al., 2016). Ces champignons peuvent se développer a une basse aw de I’ordre de 0,78 et a un
pH allant de 2,1 a 11,2. lls sont de ce fait présents dans les régions chaudes comme les régions
tropicales et sub-tropicales (Ayerst, 1969; Olutiola, 1976).
Tableau 6. Espéces d’Aspergillusde la section Flavi et leurs principaux métabolites (Frisvad et
al., 2004 ; Varga et al., 2011a)
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Especed’Aspergillus section flavi| Aflatoxines B Aflatoxines G

Aspergillus arachidicola + +
Aspergillus avenaceus - -
Aspergillus bombycis + +
Aspergillus caelatus - -
Aspergillus flavus - -
Aspergillus lanosus - -
Aspergillus leporis - -
Aspergillus minisclerotium + +
Aspergillus nomius + +

Aspergillus oryzae - -

Aspergillus parasiticus + +
Aspergillus parvisclerotigenus + +-
Aspergillus pseudotamarii + -

Aspergillus sojae - -
Aspergillus tamarii - -
Aspergillus toxicarius + +
Petromyces albertensis - -
Petromyces alliaceus - -
A. coremiiformis - -
A. pseudocaelatus + +

A. pseudonomius + -
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Les tétes aspergillaires ont une vésicule globuleuse ou subglobuleuse (10 a 65 um de
diamétre). Elles sont radiées et majoritairement bisériées donnant des phialides a disposition
radiaire ou en colonne. Les conidies sont subsphériques a éllipsoidales, lisses ou légerement
rugueuses et mesurent entre 3 a 4,5 um de diametre. Les conidiophores sont longs (jusqu’a
1mm de longueur) et les plus &gés sont rugueux (Hedayati et al., 2007; Samson, 2010; Pitt et
Hocking, 1997). Dans les conditions environnementales défavorables, certaines colonies
peuvent former des sclérotes qui sont des formes de résistance dissimulées dans le sol et les
débris organiques. Les sclérotes sont souvent de couleur brune ou noire, de taille et de forme
variables. Quand les conditions climatiques et nutritionnelles s’améliorent, les sclérotes
peuvent germer et redonner un mycélium (Amare et Keller, 2014). En fonction de la taille des
sclérotes on peut distinguer deux types d’isolats. La premiére catégorie produit des sclérotes de
type « L » (Large) de diametre supérieur a 400 um. La seconde catégorie produit de nombreux
petits sclérotes, de diamétre inférieur 4400 pum de type « S » (Small) (Nesci et Etcheverry,
2009).

Figure 3. Aspect macroscopique et microscopique d’Aspergillus flavus.
Aspergillus parasiticus
Les colonies d’A. parasiticus sont de couleur vert sombre, lierre et granuleuses
floconneuses profondes et plus denses que celles d’A. flavus sur milieu MEA. Le revers est
clair sur les milieux Czapek et MEA. Les tétes aspergillaires sont majoritairement unisériées
caractérisées par des vésicules sphériques de 30-35um de diameétre, recouvertes au trois quart,
donnant des phialides verdatres de 7-11 pm portant des conidies de 4-6um de diamétre, ce qui
la différe parfois d’A. flavus caractérisée par des conidies plus petites. Les conidies
sontglobuleuses et échinulées voire épineuses. Les conidophores sont incolores, de taille
variable (300-700 pm) et leur paroi est lisse ou rugueuse dans la partie distale. Les sclérotes
sont parfois produits, ils sont sphériques, de 400-800 um de diametre, souvent blancs au début

et deviennent noirs avec le temps (Hedayati et al., 2007; Samson et al., 2010 ; Pitt et
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Hocking, 1997). A. parasiticus se développe sur une grande variété de substrats naturels dés
que les conditions de température et d'humidité sont favorables. Ce champignon peut produire
des mycotoxines dans les aliments et peut poser de sérieux risques pour la santé. Les
aflatoxines produites par cette espece sont les AFB1, AFB2, AFG1 et AFG2 (Garcia et al.,
2011).
I11. Les épices

Le mot « épice » est né vers le Xlle siecle dans la langue francaise, de I’étymologie
latine species qui signifie « espéces » (Marie-Pierre. A, Francois .G,1777)
Les épices sont des substances végétales aromatiques utilisées pour I'assaisonnement des mets.
Généralement elles sont vendues déshydratées, entiéres ou en poudre. Idéales pour les régimes
minceur, ces substances végétales sont acaloriques et apportent beaucoup de saveurs
(Laurence. L,2015)

Figure 4 : Aspect de quelques épices.( Bernard, 2012)

I11.1Gingembre :

Le nom grec ziggiberis, qui découlerait du nom arabe zangabil. Le terme latin zingiber
apparait plus tard, et est a 'origine du nom de genre botanique Zingiber. Il est adapté en vieux
francais en « gingibre », pour finalement s’écrire « gingembre » a partir du Xllle siecle
(PinsonC.2012)

Le terme gingembre viendrait de singabera signifiant « en forme de cornes » en prakrit,
une langue ancienne de I’Inde. Il serait a I'origine étymologique de zingiberis en grec, avant de
devenir zingiber en latin. Originaire de I'Inde et de la Malaisie, le gingembre est une plante
herbacée, vivace a port de roseau.

Son rhizome irrégulier est appelé main ou patte. Sur le rhizome naissent des rameaux

aériens : les uns sont stériles (1,50 de hauteur) et les autres sont fertiles (20 cm de hauteur).

28



Revue Bibliographique

Ces rameaux se terminent par une inflorescence ovoide composée de bractées

imbriquees. Les fleurs sont jaunes a leévres pourpres. (Laura Asther, 2012)

Figure 5 : Gingembre frais coupé (a), gingembre séché confit

(b), et gingembre moulu (c)
http ://www.gingembre.biologique.bio/category/histoireorigines

11-3- Curcuma

Le terme curcuma est d’origine irano-indienne. Il dérive du sanscrit kartouma qui a donné
kurkumen persan ancien, kourkoum en arabe et curcuma en latin (Delaveau, 1987). Le
curcuma est une herbe vivace a grandes feuilles en gainantes et elliptiques. Les fleurs jaunes
sont groupées en épis. On utilise les rhizomes principaux (curcuma rond) ou les rhizomes
latéraux (curcuma long).

Le curcuma est employé en Inde, en Chine et en Asie du sud-est depuis 1’Antiquité. Les
Arabes I’introduisent au début du Moyen Age, ot il est surtout utilisé pour la teinture de la
laine et de la soie, pour sa belle couleur jaune. (Andre Cassan, 2010).

11-4- Curry(Carvi)

Le curry est un mélange d’épices : essentiellement du curcuma (20 a 30 %) associ¢ a de la
coriandre, du cumin, de la cardamome et divers poivre.
Ses bienfaits proviennent du curcuma et plus spécifiquement d’une de la curcumine. Cette
derniére est considérée comme un anticancereux sur le plan préventif, elle diminuerait aussi le
mauvais cholestérol et augmenterait le bon cholestérol. La curcumine a permis de soulager des
personnes souffrant de rhumatismes inflammatoires.En revanche. A cause de son mauvaise
absorbance au niveau des intestins, le curcuma est associé a une molécule de pipérine afin

d’améliorer son assimilation ( Isabelle Le Coquil ,2017).
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Figure 6 : poudre de curry (https://fr. m. wikipedia. org/wiki/Curry )
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Matériels Et Méthodes

Ce travail de mémoire a été réalisé au Laboratoire de Biologie de khenchela.

La premiére partie représentée par I'isolement, I’identification morphologique et la
caractérisation biochimique des moisissures a été effectuée au niveau de laboratoire de
khenchela. La deuxieme partie de ce mémoire se résume en une validation de la méthode
d’extraction des aflatoxines dans les extraits méthanoliques des isolats d’Aspergillus section
Flavi étudiés, et la quantification qualitative des aflatoxines Bl, B2, G1 et G2 par la
méthode de chromatographie sur couche mince (CCM).

I. Matériel
I.1. Echantillonnage

Au cours de cette étude, 40 échantillons d’épices en vrac (gingembre ; safran,
curcuma, carvi) ont été collectés au niveau de différents marchés et supérettes de la région de
khenchela (Figure7). Dans le tableau 7 , sont repreésentés les différents échantillons, leur
nombre et le lieu de prélevement.
La collecte des échantillons a été réalisée durant la période allant du début du mois de Mai de
I’année 2021. Les échantillons des épices en vrac contenus dans des sacs ou récipients en

plastique sont mis dans des sacs en papiers. Ces derniers sont acheminés au laboratoire de

biologie université khenchela dans les heures qui suivent le prélevement. (tableau 7)

“'.'fam.l ;

L

Figure 7. Entreposage des épices par les vendeurs dans 1’un des points de vente.
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Tableau 7. Différents échantillons d’épices en vrac collectés au niveau des différents marchés
et supérettes de la région de khenchela magasin (4 S Ji 53),

Echantillon
d’épices
Date de
Nombre | préléevement provenance
Curcuma 10
Safran 10
o Pays
© Gingembre 10 Mois de Mai | asiatiques
>
<
L
Curry 10
Total 40

1.2. Souches de références et standards

Deux souches de référence ont été utilisées dans cette étude. I1 s’agit des souches
Aspergillus flavus NRRL 3251T et Aspergillus parasiticus CBS 100926T, fournies par
I’INRA de Toulouse.

Des solutions standard d’AFB1 (200 pg/L), AFGI (200 ug/L), ont été utilisées A partir
de chacune de ces solutions, des dilutions ont été préparées dans les conditions appropriées
pour obtenir les concentrations désirées.

Les aflatoxines sont des substances hautement toxiques et dangereuses. Pendant la durée
de leurs manipulations, il est strictement recommandé de suivre certaines précautions
genérales. Ainsi, des lunettes de sécurité et des gants jetables ont été utilisés. La
décontamination de la verrerie utilisée et des paillasses a été réalisée avec une solution
d'hyochlorite de sodium.

1.3. Milieux de Culture

Il existe une grande variété¢ de milieux qu’on peut utiliser pour I’isolement et 1’étude
des contaminations fongiques dans les denrées alimentaires. Cependant, les plus cités dans la
littérature sont, le DG18 (Hocking et Pitt, 1980) pour sa faible activité d’eau (action
inhibitrice sur les Mucorale et les bactéries) et le Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol
(DRBC) (King et al., 1979). Le DRBC est utilisé pour reduire le développement des
champignons a croissance rapide dits envahissants ( Rhizopus, Mucor) et permettre la

croissance d’autres espéces fongiques appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium.
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Dans notre cas, les milieux de culture qui ont étéutilisés sont; le DRBC, PDA (Potato
dextrose agar), CYA (Czapek, Yeast, Agar)et CAM (Coconut Agar Medium). La composition
de ces milieux de culture figure dans 'annexe.

I1. Méthodes
11.1. Etude de la mycobiota

L'analyse de la flore fongique a été effectuée entrois étapes qui consistent en:

- Un dénombrement des moisissures par la technique des suspensions dilution apres

ensemencement sur milieu DRBC.

- Une étude des caractéres macroscopiques et microscopigues.

- Une étude de la production des aflatoxines, chez les souches d’Aspergillus section

Flavi en utilisant un milieu de culture approprié (CYA).
11.1.1. Isolement et dénombrement

La méthode des suspension-dilution a été utilisée pour I’isolement de la flore fongigque
dans les différents échantillons (Pitt et Hocking, 2009). Dix grammes de chaque échantillon
finement broyé et homogénéisé ont ét¢ dilués dans9ml d’eau distillée stérile additionnée de
tween 80 a 0,05%. Apres agitation pendant 15 minutes avec un agitateur mécanique, des
dilutions décimales (jusqu’a 107) ont été réalisées a partir de la solution mére. un aliquote de
100 pL de chaque dilution est ensemencé sur des boites de Pétri contenant le milieu DRBC.
Trois répétitions ont été réalisées pour chaque échantillons. Les boites de Pétri ensemencées
ont ét¢ incubées a 25°C et a I’abri de la lumiére pendant 7 jours. La lecture des boites est
effectuée aprés 5 et 7 jours d’incubation. La charge fongique est déterminée par comptage
des colonies et exprimée en UFC (Unit¢ Formant Colonie) par gramme d’échantillon
(UFC/g). Le dénombrement a été réalisé sur les boites Pétri contenant entre 10 et 100
colonies. Quand I’échantillon est peu contaminé parles moisissures c'est-a-dire que le nombre
de colonies par boite est inférieur a 10, les boites de la plus faible dilution sont utilisées pour
le dénombrement.

11.1.2. Identification des isolats
11.1.2.1. Identification morphologique

La premiere étape de la caractérisation d’une espéce fongique est I'identification
morphologique. Elle passe par une examination des caracteres macroscopigques (aspect
général de la souche cultivée sur milieu de culture CYA ), et une observation microscopique
des du mycélium. Les champignons ont été identifiés selon les critéres décrits par ( Pitt et
Hocking,1997 et Doster et al. 2009).Les résultats de I'identification des espéces fongiques

sont exprimés en pourcentage (taux de contamination).
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1. Identification macroscopique

Les souches isolées ont été identifiées par observation des caractéres macroscopiques
apres leur mise en culture sur les milieux PDA et CYA. Les clés d’identification majeures
utilisées étaient : la couleur des colonies, la texture de la surface de la colonie, la vitesse de
croissance (diamétre des colonies), 1’aspect du revers de la colonie et la production des
pigments. Les isolats rattachés a Aspergillus section Flavi ont été repiqués sur un milieu
d’identification (CY A).

2. Identification microscopique

L’identification microscopique des moisissures a été¢ réalisée a I'aide d’un frottis par
observation de plusieurs caractéristiques comme l'organisation du mycelium, la taille et
couleur des conidies et du conidiophore. Dans le cas des Aspergillus la présence ou I’absence
de mutules, arrangement et forme des phialides, forme et taille de la vésicule ont été
examinés.

Pour la préparation des frottis, une fraction de la colonie comportant les structures
conidiogénes est prélevée sur des cultures jeunes,obtenues apres 4 a 5 jours d’incubation. Le
prélevement est réalisé sur la bordure de la colonie car les structures fertiles sont jeunes et le
nombre de spores n’est pas excessif. L’observation est faite au microscope photonique au
grossissement Gx40. Pour les Aspergillus, les différentes sections et especes ont été
identifiées. Pour les autres moisissures I’identification s’est limitée a la détermination du
genre. Les moisissures ont été examinées au microscope en tant que frottis humides ou apres
prélevement direct avec un ruban Adhésif.

Prélévement direct avec ruban Adhésif
Un morceau de ruban adhésif transparent d'environ 3cm est appliqué délicatement sur la
colonie a I’aide d’une pince, pour assurer une bonne adhésion on passe le pouce sur le ruban
adhésif de maniére a obtenir I'empreinte de la colonie. Le ruban adhésif est ensuite placé sur
une lame en verre qui sera utilisée pour une observation microscopigue au grossissement
Gx40.
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Echantillon broyé
(homogénéiseé)
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Figure 8. Représentation schématique de la procédure expérimentale utilisée pour I'analyse
fongique.

Cette technique permet aux spores et au mycélium d’adhérer a la surface du scotch ce
qui permet de les observer directement au microscope photonique. Dans ce cas, les spores de
morphologie caractéristique peuvent é&tre identifieces sans équivoque (Alternaria,
Cladosporium, Stachybotrys...), alors que les spores de faibles diametres et présentant des
ornementations ne peuvent pas étre différenciées (Penicillium, Aspergillus).

Préparation de frottis humides
Elle a été effectuée en prélevant une fraction de mycélium avec une aiguille stérile. Cet

mmoculum a été déposé sur une lame contenant une petite goutte d’eau, en remuant
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délicatement pour avoir une préparation homogene. L’ensemble a été recouvert d’une lamelle
puis observé rapidement au microscope photonique.
3. Purification et conservation des isolats

Apreés identification des espéces fongiques, les moisissures appartenant aux genres
Aspergillus section Flavi ont été purifiées sur milieu PDA et conservées pour les études
ultérieures. La purification des souches se fait par repiquage sur un milieu stérile suivie d’une
incubation a 28°C pendant 7 jours jusqu'a l'obtention d’une culture bien sporulée. Cette
opération a €té répétée plusieurs fois pour chaque souche jusqu'a I’obtention d’une culture
pure. Au cours de ce travail, plusieurs colonies appartenant a Aspergillus section Flavi ont été
isolées.

Les souches purifiées ont été conservées par congélation a -18 °C dans une solution de
glycérol a 30% (Figure 9). Pour la préparation des suspensions des souches fongiques, un
millilitre de la solution de conservation stérile (autoclavé) a été déposé sur chaque colonie, les
spores sont ensuite suspendues par le reflux d’une micropipette. Les suspensions obtenues ont
été transférées dans des tubes Eppendorff stériles. Ces suspensions ont été laissées pendant 1
heure a température ambiante puis conservéees a (+4 °C) pendant une nuit. Les suspensions de
spores ont été finalement conservées a (-18 °C) jusqu’a leur utilisation. La conservation par
congeélation permet de constituer un stock d’isolats disponibles préservés des contaminations
bactériennes et fongiques, des modifications génomiques ou de vieillissement possible au

cours des repiquages successifs.
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Figure 9. Schéma de la procédure de préparation des suspensions fongigues destinées a la

conservation.

3. Etude de la production des aflatoxines

Les Aflatoxines possedent une fluorescence propre qui permet de les détecter généralement
dans 'UV proche de 365nm. A cette longueur d’onde les isolats producteurs d’aflatoxines B
et G développent autour de la colonie une fluorescence bleue et verte respectivement, et sont
caractérisées par un revers de colonie jaune orangé visible a la lumiere du jour (Davis et al.,
1987).

Le criblage des isolats d’Aspergillus section Flavi producteurs d’aflatoxine est réalisé par
détection de la fluorescence a 365 nm sur milieu de culture a base de noix de coco(CAM),
selon la technique décrite par( Davis et al,. 1987). La production est confirmée par la

chromatographie sur couche mince (CCM) (calvo et al,.2004)

Détection de la fluorescence sur milieu de culture
Les souches d’AspergillusFlavus sont ensemencées par point central (1 souche par boite) sur
milieu gélosé a base d’extrait de noix de coco déchiquet¢ (CAM), favorable a la production

d’aflatoxines (Fente et al., 2001).
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Dans le milieu CAM les aflatoxines combinées aux matiéres grasses du noix de coco, donnent
une fluorescence visible sous U V surtout sur le revers de la colonie (Davis et al., 1987).
Apres 48 a 72 hd’incubation a 28°c, les isolats producteurs d’ aflatoxines développent autour
de la colonie une fluorescence bleue visible sur la lumiere UV.
Extraction des aflatoxines du milieu de culture CAM

La présence et la production des aflatoxines par les Aspergillus Flavus a été confirmée par
chromatographie sur couche mince (CCM), les cultures des isolats sur milieu CAM ont subi
une extractionau méthanol.

Aprés I'incubation des souches d’Aspergillus flavus, 3 rondelles de 5mm de diamétre de
milieu colonisé par le mycélium sont découpées a I'aide d’un emporte-piéce du centre vers la
périphérie de la boite de pétri (60 mm de diameétre), les carottes découpées sont introduites
dans des microtubes Eppendorfde 2 ml. L’extraction des aflatoxines a été réalisée suivant la
méthode de ( Bragulat et al,. 2001) avec I’addition de 1 mL de méthanol suivie d’une
incubation pendant une heure a température ambiante. Aprés centrifugation (13000 rpm), les

surnageants ont été recupérés puis conservés a -80°C et 1’abri de la lumiére .
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Figure 10 . Schéma du protocole d’extraction des aflatoxines a partir des isolats cultivés sur
milieu CAM. ( Bragulat et al,. 2001)
v' Détection et confirmation de la production d’AFs par CCM
Les extraits méthanoliques  précédemment obtenus, sont analysés par la
chromatographie sur couche mince (CCM). La méthode utilisée pour la détection des AFs par
CCM est celle décrite par I’A.0.A.C (Official Methods of Analysis,2000). Elle est tres
utilisée pour la révélation des aflatoxines. C’est la méthode chromatographique de séparation
la plus simple.
Elle consiste a déposer un aliquote de 10 a 15 ul de I’extrait a analyser sur les plaques
(20 x 20 cm, 0,25 mm d’¢épaisseur) de gel de silice. A cet effet, les spots (aliquotes) sont
déposés a 2cm du bord. Dans chaque plague 8 a 9 échantillons sont spotés, espacés de 2 cm.
La séparation ou développement est effectuée, dans une cuve en verre fermée (20 x 20 cm),
par le contact de la plaque avec la phase mobile. Les solvants de développement sont le
chloroforme et l'acétone (95:5 v/v).
v Dépbt des extraits a analyser

- Tracer une ligne droite sur une plaque aux deux cotés sur la méme plaque de CCM
- A Taide d’une seringue, déposer un aliquote de 10 a 15 ul sur la plaque de CCM a 2 cm du
bord inférieur soigneusement en évitant d’abimer la surface de la plaque. Ces précautions sont
importantes pour l'obtention d’une bonne qualit¢ de séparation des AFs. Sur une méme
plaque plusieurs échantillons peuvent étre spotés avec des intervalles de 1,5 a 2cm.
- Un volume, de 15 pl d’une solution standard de 1 pg/ml d’AFBI1 est spoté au méme temps
que les extraits des échantillons analysés, et un extrait d’aflatoxine G1, obtenu a partird’A.

parasiticus CBS 100926T a été utilisé comme témoin.
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- Pour éviter d’avoir de grosses taches sur la plaque, le volume a déposer est spot delicatement
a petites gouttes puis séchées a 1’aide d’un sechechoir.

- Saturer la phase mobile pour éviter I’é vaporation du solvant en utilisant une feuille de

papier imbibée de la phase mobile sur la paroide la cuve.

- Déposer la plaque verticalement dans la cuve a chromatographie qui contient la phase
mobile composée de chloroforme/acétone (95 :5 v/v), le solvant migre jusqu’a ce qu’il
atteigne la ligne limite du bord supérieur. Retirer la plague de la cuve et la laisser sécher a
température ambiante pendant 15 minutes.

-Les AFs sont détectés en placant les plaques sous lumiére U.V. (365 nm). Les AFs B et G
apparaissent sous forme de tache bleue et verte respectivement. Une comparaison des rapports
frontaux (Rf) des extraits avec ceux des standards et de I’intensité de la fluorescence des

taches permet de confirmer la présence d’AFs et d’apprécier les quantités produites.
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Résultats et discussions

Ce travail de mémoire, a consisté en I’étude de la contamination fongique dans quatre
types d’épices commercialisés en Algérie et plus précisément dans la région de Khenchela.
Ces aliments sont des substrats adéquats au développement et a la prolifération des
moisissures et représentent par conségquent un risque de contamination par les mycotoxines.
Les objectifs principaux de notre travail étaient:

- La détermination de la charge fongique dans les aliments analysés afin d’estimer leur
qualité microbiologique.

- L’identification des différentes espéces fongiques présentes dans ces aliments pouvant
étre a 'origine d’une éventuelle contamination par les mycotoxines. Toutefois, un intérét
particulier a été porté aux espéces d’Aspergillus section Flavi en raison de leur aptitude a
produire les aflatoxines.

I-Résultat
1. Analyse de la flore fongique et les principaux genres

Les denrées alimentaires destinées a la consommation humaine peuvent étre colonisées
par différent micro-organismes et particulierement par les moisissures. Les moisissures
toxinogénes peuvent se développer sous tous les climats, sur tous les supports solides ou
liquides des I’instant qu’il y a des éléments nutritifs et de I’humidité, d’ou la grande variété
des substrats alimentaires pouvant étre contaminés (AFSSA, 2009).

La caractérisation des moisissures nécessite [’utilisation des méthodes permettant
d'isoler, sélectionner et identifier ces champignons.

1.1 Enumération de la flore totale
Dans notre travail, 40 échantillons (Curcuma, Gingembre, Safran et Curry) collectés dans
différentes points de vente de la région de khenchela ont été analyses.
Dans les quatre aliments étudiés, il a ¢ét¢ possible d’isoler et de dénombrer différents
champignons sur le milieu DRBC.
Les résultats de I’analyse fongique sont consignés dans le Tableau8 Globalement, les
résultats obtenus montrent une forte contamination des échantillons de curcuma, gingembre,
curry par Aspergillus et Penicillium. Ces deux genres fongiques représentent respectivement
79 et 21% de la flore fongique totale. La quasi-totalité des échantillons sont contaminés par
ces deux types des champignons. Dans les échantillons de safran, aucune propagule fongique
n’a été révélée a la dilution 10-1. Le nombre de cfu/g révél¢ par la méthode d’ensemencement
direct« Direct Plating » est inférieur a 10.La densitt de la flore fongique varie
considérablement d’un échantillon & un autre. Elle est comprise entre 35.10° et 0.10° cfu/g de
produit. La plus forte densité (35.10° cfu/g) a été enregistrée dans les échantillons de
Curcuma. Le curry et gingembre présentent des densités moyennes de 29.103cfu/g et
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14.10%cfu/g respectivement (Figure 11 et tableau 8). La plus forte contamination a été notée
dans les 2échantillons de curcuma collectés a Bouhmama (35%), et a Tazoughart
(28%).Aspergillus est le genre dominant dans la majorité des échantillons analysés, il a été
isolé dans la majorité des échantillons avec des taux allant de 17 a 90% soit une moyenne de
(59.25%). Les fréquences de ce genre fongique dans le curcuma, curry, gingembre, et safran
sont de 80%, 71%, 86% et0% respectivement (figurell et Tableau 8).

Figure 11 : Aspect macroscopique des souches fongiques isolées des les échantillons

analysés sur milieu DRBC.

Tableau 8: distribution de la flore fongiqueet fréquences des genres Aspergillus, Penicillium

dans les échantillons d’épices commercialisés en Algérie

produits Flore fongique totale  Aspergillus % Penicillium%
(cfulg)
Curcuma | 35.10° 80% 20%
curry 29.10° 1% 29%
gingembre | 14.10° 86% 14%
safran 0 0% 0%
totale 19.5.10° 59.25% 15.75%
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Figure 12 :Fréquence du genre Aspergillus dans les échantillons analysés

Le genre Penicillium a été aussi isolé a des proportions tres variables allant de 14 a 29%, soit
une moyenne de (21%). Ce genre est dominant surtout dans les échantillons de curry (29%),
curcuma (20%) et gingembre (14%) (Figure 13).Dans les échantillons de safran ce genre
représente moins de 1% de la flore fongique totale. Les autres moisissures ayant été isolés

sont Rhizopus et Mucor.
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Figure 13 :Fréquence du genre Penicillium dans les échantillons analysés
1.2. Distribution des isolats d’Aspergillus section Flavi et d’Aspergillus section Nigri
Les isolats d’Aspergillus section Flavi et d’Aspergillus section Nigri représentent une
moyenne de 38.8% et 30% du genre Aspergillus respectivement. Les proportions

d’Aspergillus section Flavi par rapport a la flore fongique totale varient entre 5,4 et 79,6%
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soit une moyenne de 38.8%. Le curcuma (79,6%) est a moindre degré le curry (58,7%),
gingembre (38,7%) sont les plus contaminés par les isolats de cette section.

En outre, le gingembre est le plus contaminés par Aspergillus section Nigri (44,4%),
suivies curry (18,3%) et le curcuma (15,7%). Les autres isolats du genre Aspergillus
appartiennent essentiellement a la section Terrei et a la section Circumdatine ne sont pas
configurés dans les figures.On note une dominance de la section Favi dans toutes les
échantillons par apport la section Nigri. Ainsi les taux de contamination des échantillons par
les isolats de la section Flavi les plus élevés sont surtout enregistrés a Chechar, Bouhmama, et
Tazougart. Les taux de contamination les plus faibles sont enregistrés dans les échantillons de
Khenchela et Zoui, (Figure 14).
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Figure 14 : Fréquence d’Aspergillus section Flavi et d’Aspergillus section Nigri dans les

échantillons analysés

1.3. Distribution des espéces d’Aspergillus section Flavi dans les échantillons analysés

Au cours de cette étude, 100 isolats d’Aspergillus section Flavi ont fait I’objet d’une
identification morphologique et de I’étude du pouvoir de production d’AFs. Les principaux
résultats sont présentés dans les(figures 12,13,14). Parmi ces isolats, 90 (90%) présentaient les
caracteres du groupe d’Aspergillus flavus. Ce groupe est formé de 50 isolats (50%) ne
produisent pas de sclérotes ; 40 isolats (40%) produisant les sclérotes dont 18 (18%)

produisent les sclérotes de type « S » (<400 um) et 22 (22%) produisent les sclérotes de type
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« L » (400 pm). Nous reviendrons plus loin sur la taxonomie de ces isolats d’une maniere plus
détaillee. 8 isolats (8%) présentaient des conidies rugueuses et un mycélium
d’aspectpoudreux et de couleur vert olive tirant sur le brun (vert kaki) caractéristique d’A.
tamarii. En plus, ces isolats ne poussent pas a 42 °C, caractére qui les distingue également des
autres especes d’Aspergillus section Flavi (Ehrlich et al., 2007). lls sont ainsi rattachés a
cette espece. Deux isolats sur les 100 (2%) ayant la couleur vert-foncée, produisant les 4 AFs

sont rattachés aAspergillus parasiticus (Figurel5)
M AFne PSC 50%
B SCtype S 18%

M SCtype L 22%

M vertkaki d'A parasiticus

W vertfoncée AFS rattachés
a A parasiticus

Figure 15 :Les différents types d’isolats d’Aspergillus section Flavi dans les échantillons

d’épices

Figure 16 : Différences morphologiques observes chez les Aspergillus sectionFlavi
sur milieu CYA
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Production de sclérotes par Aspergillus flavus apres 21 jours d’incubation sur milieu CYA.

Nature des sclérotes (type L)
Figure 17 : Production et détermination de la nature des sclérotes au MP Gx10 chez les
isolats d’Aspergillus section Flavi

2.Etude du pouvoir producteur d’AFS par les isolats d’Aspergillus section Flavi

Nous avons étudié le pouvoir producteur d’AFs de100 souches appartenant a la section Flavi
isolées des échantillons de curcuma, curry et gingembre. Le screening des isolats
aflatoxinogénes a été réalisé sur milieu a base d’extrait de noix de coco (CAM) dans lequel la
fluorescence des AFs est mise en évidence sous U.V. a 365 nm. La production d’AFs est
ensuite confirmée par chromatographie sur couche mince (CCM). Les résultats ont révélé un
taux de production de 37,6 et 40%, respectivement sur milieu CAM et sur CCM. La

fluorescence des AFs sur milieu de culture est illustrée sur la figure 18 et par CCM sur la

figure 19Sept isolats faiblement producteurs s’avérent étre de faux négatifs sur milieu CAM

—

A : Fluorescence bleue sous UV (365 nm) B : Revers jaune orangé
Isolat producteur d’AFs
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>
C: Absence de fluorescence sous UV (365nm) D : Revers beige
Isolat non producteurs
Figure 18 : Mise en évidence par fluorescence sous lumiére U.V. (365 nm) de la production

des AFs par Aspergillus flavus sur milieu a base d’extrait de noix de coco (CAM).

Témoin
d’AFR1

Témoin
d’AFG1

Figure 19 : Mise en évidence par fluorescence bleue sous lumiére U.V. (365 nm) de la

production des AFs par Aspergillus flavus sur CCM.

2.1. Souches aflatoxinogénes isolées des échantillons de curcuma, ginge mbre et curry

Sur les 100 isolats d’Aspergillus section Flavi isolés des echantillons analysés, 50 ses ont
révélés des producteurs d’AFs. Parmi ces isolats producteurs : 30 isolats (60%) d’A. flavusnon
producteurs de sclérotes, 10 isolats (20%) d’A. flavus produisant les sclérotes de type « L»,8
isolats (16%) de type « S » et 2 isolats (4%) d’A. parasiticus (Figure 20).

Nous remarquons que les échantillon de curcuma sont les plus contaminés par les isolats
d’Aspergillus section Flavi producteurs d’AFs (30%) suivies des échantillons de curry (18%)
et des échantillons de gingembre (12,1%).
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Figure 20 :Les différents types d’isolats producteurs d’ AFs dans les échantillons analysés
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Figures 21 : Fréquence (%) des isolats d’Aspergillus section Flavi producteurs d’ AFs en
fonction de type du produit

3. Caractérisation des Aspergillus section Flavi en fonction de la production de types
d’ AFS et de sclérotes

La caractérisation des especes de cette section repose sur une taxonomie polyphasique a
savoir I’étude des caracteres morphologiques, des caractéres moléculaires et la production de
certains métabolites signalés dans la partie bibliographique. Dans le cadre de ce travail nous
n’avons pas pu faire 'analyse de tous ces métabolites et nous nous sommes limités aux
dosages des AFs, et des sclérotes. Ceci ne nous permet évidemment pas de faire une

délimitationtres précise de nos isolats.
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Sur la base du profil de mycotoxines produites, en plus des caractéres morphologiques, les 90
isolats aflatoxinogenes appartenant a la section Flavi ont été subdivisés en 5 groupes
(Tableau 9).

- Le groupe I est constitué d’isolats produisant I’aflatoxine de type B, mais ne produit pas
I’AF G et de sclérotes. Ces isolats seraient rattachés a A. flavus typigue.

- Le groupe II inclue les isolats produisant uniquement 1’AFB et de sclérotes de type « S ».
Ces isolats pourraient appartenir au groupe atypique d’A. flavus qui produit uniquement
I’AFB.

- Le groupe III inclue les isolats produisant les deux types d’AFS « B et G » et les sclérotes
de type« S ». Ces isolats seraient rattachés a A. minisclerotigenes ou a A. parvisclerotigenus.

- Le groupe IV produit les deux types d’AFs B et G, mais pas de sclérotes. Ce type d’isolats
peut étre assimilé a A. parasiticus ou & A. nomius. Cette derniére,morphologiquement tres
proche d’A. flavus, produit les AFs B et G et est fréquente dans le sol et parasite les insectes
(Kurtzman et al., 1987; Peterson et al., 2000).

- Le groupe V représente les isolats ayant la capacité¢ de produire I’AFB et les sclérotes de
type « L ». Ces isolats appartiendraient vraisemblablement a A. flavus typique.

Tableau 9. Répartition des isolats producteurs d’ AFs d’Aspergillus section Flavi en différents

groupes (morpho-chimiotypes) selon la production, d’AFBI1, et de sclérotes.

. Sclérotes® Nombre d’isolats
Ché moty pes AFB b
(%)
| n - - - 30 (60)
I + - + - 5(10)
i + + + - 3 (6)
v + + - - 2 (4)
\% + - - + 10(20)

Le type S (sclérotes < a 400 um) et le type L (> 400 pm). b Pourcentage par rapport a 100
isolats testés.
AFB1: aflatoxine B1 ; AFG : aflatoxine G
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Il. DISCUSSION

Les résultats de I’analyse fongique ont montré une forte contamination des
¢échantillons par les moisissures. Plusieurs travaux ont également signalé qu’un grand nombre
de champignons peuvent étre isolés des épices (Di Bella et al,. 2019). La forte contamination
des échantillons de curcuma, gingembre, curry par Aspergillus et Penicillium a été rapportée
par plusieurs auteurs (Man et al., 2016). Nos résultats confirment le statut de flore de «
stockage » de ces deux genres qui tendent a contaminer les denrées alimentaires pendant leur
stockage. Contrairement aux champignons de « champ », Alternaria, Cladosporium et
Fusarium, qui exigent une forte humidité. La contamination des denrées alimentaires par les
moisissures peut survenir tout au long de la filiere : production, stockage, transport,
transformation et conditionnement (Doré et al., 2002). Ainsi, des champignons du sol ou des
débris de plantes pourront disséminer leurs spores sur la plante ou les grains puis proliférer
pendant le stockage si les conditions sont favorables.

La dominance du genre Aspergillus dans les denrées stockées dans les régions a climat

chaud est trés connue (Pitt et Hocking, 1997). Aspergillus est un champignon ubiquitaire
capable de coloniser divers substrats et possede une grande capacité de sporulation
(Gourama et Bullerman, 1995) et il est par conséquent trés répandu dans la nature et tout
particulierement dans les régions a climat chaud (Mantle, 2002; Hocking et Pitt, 2003).
Une grande hétérogénéité a été observée dans la densité de la flore fongique au sein des
échantillons de méme origine et de méme catégorie. Cette fluctuation n’est pas liée a un
paraméetre particulier. En effet, la qualité du grain aprés récolte est influencé par une large
varieté de facteurs biotiques (microflore, insectes, acariens et rongeurs) et abiotiques
(températures, humidité, activité de 1’eau, etc.). Le grain stocké est lui-méme considéré
comme un écosysteme particulier (Magan et Aldred, 2005). En outre, la faible contamination
des échantillons de safran s’expliquerait probablement par I’ajout des colorants chimiques.
Ces derniers inhibent la croissance de la flore fongique. ’office national de sécurité sanitaire
des produit alimentaires (ONSSA, 2018) a confirmé que des non-conformités ont eté décelées
lors de contrdles sur les safran vendus en vrac ne porte aucune indication d’étiquetage, d’autre
part la teneur trop élevée en matiére étrangeres et de colorants artificiels ont été déclarés.

Dans cette étude nous avons révélé une trés forte contamination des curcuma (30%) et
des curry (18%) par Aspergillus section Flavi.. Selon les études menées dans les régions a
climat chaud, les espéces de cette section et de la section Nigri sont les plus fréquemment
isolées dans les graines de céréales et les épices (Abarca et al., 2001; Magnoli et al., 2003).
Nos résultats ont également montré que la plupart des échantillons de curcuma et de curry
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sont contaminés par les espéces de la section Flavi. Toutefois leurs fréquences est plus
importante que dans les échantillons de gingembre. ont rapporté des fréquences d’isolement
d’Aspergillus section Flavi de 84% dans les curcuma et 76% dans les curry et safran.

Aspergillus flavus est I'espece la plus commune, se produisant dans la plupart de la
denrée dans les pays tropicaux. Cette espece est tres commune sur le mais, les oliageneuses
les épices et les graines de coton (Molyneux et al., 2007). Aspergillus parasiticus est
rencontré plutdt dans les arachides, mais est rarement rencontrée dans les autres denrées. Elle
est plus limitée géographiquement par rapporta A. flavus, mais elle produit les AFs de type B
et G, et pratiquement tous les isolats connus sont toxinogenes (Frisvad et al., 2007).

Le résultat concernant le pourcentage d’isolats aflatoxinogénes doit prendre en compte
le seuil limite de detection. Car ce pourcentage a eté déterminé sur la base de la mise en
évidence de la fluorescence sur CAM et CCM. Ce pourcentage peut étre revu a la hausse si
les isolats sont analysés par HPLC avec un seuil de detection plus sensible.( Riba et al,.
2010) ont montré que le pourcentage d’isolats aflatoxinogénes calculé sur milieu CAM et par
HPLC est de 30 et 72%, respectivement. La majorité (60%) des isolats aflatoxinogenes
produisent I’AFB avec présence ou non de sclérotes de type « L ». Cette catégorie d’isolats
appartiendraient vraisemblablement a A. flavus typique (groupe 1) (Samson et al., 2004). Nos
résultats ont révélé que le pouvoir producteur d’AFs varié considérablement d’un isolat a
lautre. Il est connu qu’A. flavus produit généralement les AFs de type Bl et B2, mais cette
production est extrémement variable (Richard et al., 1992; Horn et Dorner, 1999). En effet,
on peut rencontrer une large gamme d’isolats allant de trés fortement producteurs au non
producteurs d’AF's (Pitt, et al., 1993; Horn et al., 1996). De nombreux auteurs soulignent une
corrélation positive entre la production d’AFs de type B et la production de CPA. Ainsi, (
Pildain et al,.2008) soulignent que le CPA est produit non seulement chez les souches
productrices d’aflatoxine B comme A. flavus et occasionnellement chez A. pseudotamarii
mais aussi chez A. minisclerotigenes et A. parvisclerotigenus productrices des deux types
d’AFs (AFB et AFQG).

Dans une étude sur les Aspergillus section Flavi des sols de culture de mais en Iran,
soulignent, comme nous, une dominance d’A. flavus et une forte proportion d’isolats ne
produisant pas les AFs, le CPA et les sclérotes (groupe 1). Ces auteurs rapportent un
pourcentage d’isolats producteurs d’AFs et de CPA comparable & celui que nous avons
obtenu. (Giorni et al,.2007) trouvent que 70% des souches d’A flavus isolées du mais
d’Italie sont aflatoxinogénes et la moiti¢ produit également le CPA. En outre, des différences
dans la capacité de production des AFs peuvent étre associées a la taille des sclérotes (Cotty,
1989; Criseo et al., 2001).
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D’aprés ( Hua Sui-Sheng 2002), tous les isolats de type « S » sont aflatoxinogenes,
alors que le morphotype « L », le plus fréquent, comprend des producteurs et des non
producteurs. Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés dans la bibliographie.

Parmi les 50 isolats aflatoxinogénes, 8% d’entre eux produisent des sclérotes de type«
S ». Ces isolats sont fortement producteurs d’AFB1 révélée sur CCM et produisent également
I’AFG révélée par HPLC. Nos isolats produisant 'AFB et ’AFG sont rattachés a A.
minisclerotigenes ou a A. parvisclerotigenus sont rares. Le type « S », signalé pour la
premiere fois par (Hesseltine et al,.1970) est rarement rencontré (Vaamonde et al., 2003;
Barros et al., 2005; Giorni, 2007). Selon (Cardwell et Cotty ,2002), les isolats de type « S
» sont rencontrés fréguemment dans des régions a températures élevées et a faible
pluviométrie. Ces auteurs pensent que la production de sclérotes de type « S » est une forme
de survie aux fluctuations climatiques. (Saito et Tsuruta ,1993) ont classé auparavant le type
« S » comme une variété d’A. flavus: A. flavus var. parvisclerotigenus, qui produit
uniquement ’aflatoxine B. ( Frisvad et al. 2005), ’ont considéré comme une nouvelle
espece dont certains isolats produisent les AFs B et G. Les derniers travaux sur la taxonomie
des Aspergillus section Flavi rattachent ce type d’isolat soit a espéces A. minisclerotium soit a
A. parvisclerotigenus qui différent en elles du point de vue métabolites produits (Pildain et
al.,2008). 11 faut signaler aussi que I’incidence des isolats aflatoxinogénes est aussi liée a la

nature du substrat (Horn, 2003).
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Conclusion générale

L’¢évaluation du niveau de contamination par les champignons toxinogeénes est
importante, car elle permet de fournir des informations aussi bien sur la qualité des produits
alimentaires que d’éventuelle présence de mycotoxines. Beaucoup d'intérét est accordé a la
détection et a la quantification des espéces d'Aspergillus section Flavi responsables de la
contamination par les AFs des épices et d’autres céreales (Zinedine et al., 2009).

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes particulierement intéressés a étudier la
flore fongique et les especes aflatoxinogenes dans les épices commercialisés en Algérie.

Les résultats obtenus montrent que le curcuma, curry et gingembre sont fortement
contaminées par les moisissures dont les genres Aspergillus et Penicillium sont les plus
dominants. Ceci confirme le statut de flore de stockage de ces deux genres fongiques. Nous
avons également noté la dominance du genre Aspergillus dont les espéces appartenant aux
sections Flavi et Nigri, dans la majorité des aliments analysés. Les isolats aflatoxinogenes
d’Aspergillus section Flavi nous ont montré une grande diversit¢ du point de vue
morphologique et chimiotypique. Ces isolats ont été classés en cing groupes différents dont la
majorité (60%) présentait les caractéres d’A. flavus typique produisant I’ AFB sans sclerotes.
Certains (10%) sont rattachés aux espéces d’A. flavus atypique ayant la capacité de produire
de petits sclérotes (<400 um). Deux isolats rattachés & A. parasiticus et tois isolats seraient
rattachés a A. minisclerotigenes ou a A. parvisclerotigenus. La plus grande diversité d’A.
flavus sera liée a une instabilité de certains de ces caracteres oua une évolution dans le temps
de cette espece. La dominance d’A. flavus dans les aliments a été signalée par de nombreux
auteurs (Bayman et Cotty, 1991; Horn et al., 1996; Cotty, 1989; Pildain et al., 2004;
Chang et al., 2006). La mise en évidence du pouvoir producteur d’AFs par détection de la
fluorescence sur milieux de culture a base d’extrait de noix de coco, a permis de montrer que
cette technique, qui présente I'avantage d’étre simple et moins colteuse, est aussi performante
que la détection par CCM. Ainsi, on peut préconiser I'utilisation du milieu a I'extrait de noix
de coco comme méthode rapide de détection des isolats producteurs d’AFs tout en tenant
compte du seuil de détection.

Cependant, la CCM peut étre utilisée pour la quantification et la confirmation des
résultats obtenus sur milieu a base d’extrait de noix de coco.

Sur le plan de la sécurité sanitaire des aliments, notre travail est une contributiona une
analyse des risques liés a la contamination de quelques produits de large consommation par
les souches Aflatoxinogenes. Avant toute extrapolation de nos résultats, il convient de noter
que ceux-ci ne représentent pas une large gamme de situations. Il serait intéressant, en

perspective, d’effectuer les travaux suivants:
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- étendre I’étude sur un grand nombre d’échantillons ;

- etudier d’une maniére approfondie I'écologie des champignons toxinogeénes et I'influence
des conditions de stockage (température, humidité) sur la toxinogenése;

- appliquer les techniques moléculaires afin d’identifier d’'une maniére plus précise les isolats
toxinogenes;

- en vue d’une lutte biologique contre les champignons toxinogeénes, il serait intéressant
d’étudier I'influence de la compétition ou de la synergie entre champignons qui partagent les
mémes niches écologiques, notamment le genre Aspergillus, sur la production des
mycotoxines Pour réduire les risques liés a la présence de ces mycotoxines dans
I’alimentation il est impératif de veiller au respect de régles d’hygiéne telles les conditions
d’emballage, d’entreposage et de stockage et multiplier les contrles microbiologiques et
toxicologiques des denrées alimentaires susceptibles d’étre contaminés par les mycotoxines.
A cet effet, des laboratoires spécialisés en la matiere doivent étre mis en place sur tout le

territoire du pays
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Annexe

COMPOSITIONS DES MILIEUX DE CULTURES UTILISENT
1. Milieu d’isolement DRBC (Dichloran Rose Bengale Chloramphénicol Agar)

GlucOSe. ..cvviniiiiii i 10 g
PEPIONE ...eviei e 5g
MgSO4, TH20......oieiieieeciiieie 05¢g
Rose Bengale.................ccocveeeeen .25 mg
Dichloran (2,6 dichloro-4-nitroaniline)...2 mg
Chloramphénicol................................100 mg
Agar.........ooiiiiin. I5¢g
Eaudistillée..................... 1000 ml

pH final 5,6 + 0,2

- Le rose Bengal est additionné sous forme solubilisée a raison de 0,5 ml/litre de milieu d’une
Solution de 5% dans I’eau.

- Le dichloran est additionné sous forme solubilisée a raison de 1ml/litre de milieu d’une
solution de 0,2% dans I’éthanol.

2. Milieu CYA (Czapek Yeastextract Agar)

Saccharose ......... ......... 30g
Extrait de levure ... ......... 50
Czapek concentré ........... 10 ml
K2HPO4 ...t lg
Agar ... A5 ¢
Faudistillée ............... .1000 ml

pH final=6,2 £ 0,2

3. Milieu a base d’extrait de noix de coco gélosé (Coconut Agar Medium)

Cent grammes (100 g) de la noix de coco déchiquetée sont homogénéisés pendant 5 minutes
Avec 300 ml d'eau distillée portée a ébullition. Le mélange est filtr¢ a l'aide du tissu en
mousseline. Le pH final est ajusté a 7 avec une solution de NaOH 2N. Le filtrat est additionné
de 20 gd’agar puis complété a 1000 ml par ’eau distillée. 3g de B-cyclodextrine (B-cyd) sont
ajoutés a un litre de milieu.

4. Czapek concentré

NaNo3 ..., 30g
KCl.o 5¢g
MgS04, 7TH20 ............ ... 5¢g
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Fe SO4, 7TH20 .............. .. 0,1g
ZnSO4, 7TH20 .....0, 1 g
CuS0O4,5H20 ......0,05 g

Eau distillée .........100 ml

5. Milieu PDA (Potato, Dextrose, Agar)

Pomme de terre ............ 200 g
Agar ... I5¢
Glucose ......ooovvvviininnn... 20 ¢
Eaudistillée ................... 1000 ml
pH final 5,6 + 0,2

N.B. Tous les milieux sont stérilisés par durant 20 min a 120°C

Trois milieux de culture utilisés : DRBC, CAM, CYA
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