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Introduction




Bien que les moisissures présentent des intéréts dans le secteur industriel et médical, certaines
d’entre elles posent un réel probléeme de santé publique, en plus des impacts économiques qui
peuvent entrainer chaque année. Par ailleurs, la compréhension de la physiologie des
moisissures, leurs conditions de développement, et leurs réles dans I’environnement sont

essentiels pour étre en mesure de lutter contre les risques qu’elles peuvent induire [1].

Les champignons toxinogenes sont responsables d’un grand risque sur la santé de I’lhomme et
de I’'animal par la sécrétion de matieres hautement toxiques, appelées mycotoxines, durant
leur pullulation dans les aliments d’origine végétale ou animale, qui suite a leur contact

peuvent donner des intoxications aigués ou chroniques.

Ces substances qu’on regroupe sous le nom des mycotoxines sont répandues dans tout un
ensemble de produits alimentaires. Plus de 400 mycotoxines sont actuellement identifiees a
I’échelle internationale, elles sont produites par quelque 200 variétés de champignons
toxinogénes. Les plus inquiétantes sont : les aflatoxines, les ochratoxines, les trichothécenes,

la zéaralénone, les fumonisines, la patuline, les alcaloides de I’ergot et la citrinine.

L’Organisation des Nations unies pour [I’alimentation et [I’agriculture (FAO) estime
qu’environ un quart de la production mondiale est contaminé, représentant ainsi une perte

économique de 5 a 10 %.

Le Maroc est un pays qui est bordé par I’océan Atlantique et la mer Méditerranéenne, bien
connu par une atmosphere humide et un climat chaud soutenant le développement des

moisissures dans les zones cotiéres abritant environ 70 % de la population totale [2].

Dés 1945 a I’Institut National d’Hygiéne du Maroc, Ninard et Hintermann ont signalé une
intoxication de porcs par une alimentation moisie. En effet, des travaux scientifiques faits
mentionnent que des denrées alimentaires marocaines sont souillées par des champignons
toxinogénes [3]. Toutefois, la contamination des denrées par les moisissures toxinogénes
n’induit pas nécessairement une menace pour le consommateur, de méme leurs absences ne

révélent pas forcément I’innocuité de I’alimentation.

Ce travail a pour objectif d’étudier et de décrire les mycotoxines alimentaires présentant des

effets délétéres sur la santé humaine. La premiere partie sera consacrée aux champignons



filamenteux en général, aux conditions d’apparition des mycotoxines dans I’environnement,
on présentera également un apercu général des principales mycotoxines (les aflatoxines,
I’ochratoxine A, la zéaralénone, la fumonisine B1, les trichotécenes, la patuline) a I’origine
d’intoxications alimentaires, leurs structures chimiques et leurs propriétés toxicologiques.
Quant a la deuxiéme partie, on s’intéressera a une étude réalisée au Service de Parasitologie-
Mycologie de I’Hopital Militaire d’instruction Mohammed V de Rabat, sur la contamination
fongique de 22 échantillons alimentaires prélevés dans différents points de vente de la ville de
Rabat au Maroc. Ensuite, une recherche des mycotoxines associés a ces moisissures

toxinogénes dans ces produits.
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CHAPITRE I : MOISISSURES ET MYCOTOXINES
ALIMENTAIRES.

|. Généralités sur les moisissures.
1. Définition.

Le terme de moisissure est utilisé habituellement pour décrire les taches poudreuses ou
duveteuses que I’on peut voir sur les fruits, le pain, le fromage, les livres, les cartons ou dans

certains endroits humides de la maison (figure 1).

Cosmopolites, elles sont présentes dans tout I'environnement : dans I’eau, le sol, I'air et sur les

plantes. Elles jouent un réle important dans la décomposition des matieres organiques.

L

Figure 1: Moisissures envahissant certaines matieres.

Scientifiquement les moisissures, communément appelées champignons filamenteux, forment
le groupe des hyphomyceétes et regroupent des milliers d’especes qui sont caractérisées par un
ensemble de filaments minces et enchevétrés [4]. Ces micromycétes sont hétérotrophes,
appartiennent au royaume des organismes eucaryotes, sporogenes, non-chlorophylliens et
immobiles. En plus d’étre saprophytes, en proliférant au détriment de la matiére organique
inerte telles les feuilles mortes, débris végétaux ou animaux et excréments, les moisissures
peuvent devenir "opportunistes”, en parasitant I’organisme hote, qu'il s'agisse de végétaux ou
d'animaux (y compris les hommes). Alors que certaines peuvent vivre en symbiose avec des

végétaux ou des animaux [5].



La croissance des moisissures sur des hotes animaux produit les maladies collectivement
appelées mycoses, tandis que le régime alimentaire, respiratoire, dermique et d’autres
expositions aux métabolites fongiques toxiques produit les maladies collectivement appelées

mycotoxicoses [6].
2. Classification.

Les moisissures appartiennent au 5°™ régne, celui des champignons ou mycétes. Il comprend
les champignons macroscopiques (macromycétes) et les champignons microscopiques

(micromycetes tels que les moisissures et les levures).

Historiqguement, la classification des champignons était basée sur les caractéres
morphologiques, caractérisant cinq ordres. D’aprés les mécanismes de reproduction sexuée
quatre de ces ordres ont été définis : les Zygomycetes, les Chytridiomycetes, les Ascomycétes
et les Basidiomycetes. Cependant, certaines moisissures, dont le mode de multiplication
sexuée n’avait pas été observé, étaient classées dans I’ordre des Deutéromycetes ou
champignons imparfaits [7].

Récemment, des études phylogéniques, reposées sur I’analyse de plusieurs génes ont permis
de réaliser une nouvelle classification du regne des Eumycota [8].

David S. Hibbett (2018) décrit quatre groupes de ce regne : Fungi, Dikarya, Ascomycota et
Basidiomycota, se basant sur la phylogénie. Le groupe Fungi se compose de Rozella,
Microsporidia, Aphelida, Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota,
Mucoromycota, Zoopagomycota, Ascomycota et Basidiomycota. Quant a Dikarya englobe :
Ascomycota et Basidiomycota, y compris Entorrhizomycétes. Le terme Dikarya désigne les
champignons caractérisés par la présence, a une étape de leur cycle de vie, de deux noyaux au
niveau d’une cellule. Le groupe Ascomycota comprend: Taphrinomycotina,
Saccharomycotina et Pezizomycotina. Et Basidiomycota regroupe : Pucciniomycotina,
Ustilaginomycotina, Agaricomycotina. Les Entorrhizomycétes peuvent également se trouver
dans Basidiomycota (figure 2) [9].



Les champignons filamenteux, appartenant anciennement aux Deutéromyceétes, qu’ils soient
contaminants de cultures ou de véritables agents pathogénes, ont été classés dans les
Ascomycota a I’aide d’outils moléculaires. Ce phylum regroupe plus de 65 000 espéces, soit

65 % de la diversité fongique décrite [8].

La nomenclature des différents taxons présente un suffixe permettant de caractériser chaque
catégorie taxonomique dans la hiérarchie. Selon Lefier (2006), les noms pour les divisions se
terminent par : mycota, pour les sous-divisions : mycotina, pour les classes : mycetes. Le
suffixe —ale est employé pour nommer les ordres, le suffixe —aceae pour les familles et le

suffixe —adeae pour les sous-familles.
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3. Morphologie et mode de reproduction

3.1 Morphologie.

Les champignons filamenteux appartiennent aux thallophytes, c’est-a-dire qui ne possédent
pas de vrai tissu différencié. lls possedent un thalle pluricellulaire filamenteux formé par un

mycélium et d’organes de fructification.

Les filaments cylindriques qui constituent la structure du corps des micromycétes, sont
appelés hyphes. L’ensemble des hyphes s’associent pour former le mycélium. Ces hyphes
sont diffus, tubulaires et fins avec un diamétre compris entre 2 et 15 pm et sont plus ou moins
ramifiés. Chez certaines moisissures, le thalle est cloisonné ou "septé", dans ce cas, les
cloisons (ou septa) possedent des perforations qui assurent la communication entre les
cellules, alors que chez d’autres, les filaments ne disposent pas de cloisons, et ont I’aspect de
longues cellules continues multi nucléées ; le thalle est alors dit coenocytique ou « siphonné »
(figure 3) [10, 11].

Filaments non cloisonnés Filaments cloisonnés

Cloisons = septa

Siphon (ou Coenocyte) H}i?he

Figure 3 : Types des thalles filamenteux [12].



La paroi cellulaire fongique est une structure dynamique qui protege la cellule contre les
changements de pression osmotique et maintient la forme de la cellule face au stress
environnemental, tout en permettant a la cellule fongique d’interagir avec son environnement.
Parallelement, la paroi cellulaire doit conserver une plasticité suffisante pour permettre la
croissance cellulaire, la division cellulaire et la formation d'une myriade de types de cellules

pendant le cycle de vie du champignon [13].

Ces champignons filamenteux possedent une paroi cellulaire formée par plusieurs couches
disposees les unes sur les autres. Elle mesure de 150 & 230 nm et est composée de 10 %
a 20 % de protéines, et 80 % de polysaccharides [14].

Les composants de la paroi cellulaire fongique sont la chitine (liaison de B1-4 d’acétyl-
glucosamine), les glucanes (liaison B 1-3 et B 1-6 de glucose) ou les mannanes, la cellulose
(polycondensat linéaire de p-D-1-4- glucose), parfois de la mélanine (champignons noirs) et
les glycoprotéines [14, 15]. L ergostérol constitue le majeur stérol de leur membrane [16].

La chitine est un composé principal et spécifique de la paroi des champignons, et joue un role
dans la rigidité de la paroi cellulaire, la majeure partie de la chitine est située prés de la
membrane plasmique. Le béta-1,3-glucane s'étend a travers la paroi cellulaire. De nombreuses
glycoprotéines ont des ancres en glycosyl-phosphatidylinositol (GPI), qui les fixent a la

membrane plasmique (figure 4) [13].
Y K

|
k

-
T —

> —  Proten IT GPI anchor
Beta - 1, 3 - ghucan N and © - inked oligesaccharides

plasma membrane

Figure 4 : Représentation de la paroi cellulaire fongique [13].
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La cellule fongique est composée par le noyau (certaines structures en ont un, d’autres ont
deux ou plus), les mitochondries, le réticulum endoplasmique, I’appareil de Golgi, les
ribosomes, les vacuoles de réserves (contenant du glycogene), le cytosquelette (filaments
d’actine et de tubuline), la membrane cytoplasmique (plasmalemme) [17].

Un mycélium peut donner naissance a plusieurs milliers, voire plusieurs millions de spores
dont I’ensemble appelé sporée (sac de spores) se présente souvent sous un aspect poudreux et
coloré (blanc, noir, vert, etc.). Petite et légere, une spore peut varier de 2 a 200 um, mais la
majorité varie entre 2 et 20 um, ainsi se déplacant aisément dans I’air, I’eau ou par le biais
d’autres produits [18]. C’est un élément issu de la reproduction sexuée (anamorphe) ou
asexué (téléomorphe), invisible a I’eil nu, c’est une forme de résistance, une structure de
survie assurant la dissémination de I’espéce [7]. Elle peut donc survivre dans des conditions

défavorables extrémes (chaleur, sécheresse), assurant une longue survie aux moisissures.
3.2 Cycle de développement des moisissures.

Le réservoir naturel des moisissures se localise a I’extérieur, sur les végétaux, les matieres
organiques en décomposition, a la surface d’eau stagnante aussi bien que dans le sol ou a sa
surface [19].

En milieu intérieur, tout comme en milieu extérieur, le cycle de vie des moisissures débute
lorsqu’une spore se dépose sur une surface lui offrant les conditions nécessaires a sa
croissance. En effet, la germination d’une spore se déclenchera par la présence d’eau
combinée ou pas avec certains facteurs trés spécifiques comme [I’intensité lumineuse,
certaines températures ou types d’éléments nutritifs de maniére a donner naissance a un
premier filament non différencié (hyphe), qui lorsque les conditions environnementales sont
propices, se développe a partir des extrémités pour former une masse filamenteuse
(mycélium), visible a I'eeil nu. Ensuite, en présence de conditions favorables a la sporulation,
le mycélium donnera naissance a des structures plus spécialisées, qui produiront des spores
[6, 19, 20].
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Chaque partie de I’hyphe est capable de croitre, et lorsqu'un fragment se détache, il peut
s'allonger pour former un nouvel hyphe. La partie de I’hyphe qui recoit les nutriments
s'appelle I'hyphe végétatif ; la partie concernée par la reproduction est I'hyphe reproducteur ou
aérien, ainsi nommée parce qu'elle dépasse la surface du support sur laquelle le champignon

s’est développé. Les hyphes aériens portent souvent des spores reproductrices [20].

Les spores fongiques se forment a partir d'hyphes aériens de différentes maniéres, selon les
especes. Elles peuvent étre asexuées ou sexuées, avec une production de spores sexuées
moins fréquentes que les spores asexuées. Généralement, les champignons sont identifiés par

le type de spores [20].

Les spores asexuées sont produites par un champignon individuel par mitose et division
cellulaire ultérieure ; il n'y a pas de fusion des noyaux de cellules. Lorsque ces spores
germent, elles deviennent des organismes génétiquement identiques au parent. Les spores
sexuées résultent de la fusion de noyaux de deux souches opposées de la méme espece de
champignons. Une spore sexuée fongique résulte de la reproduction sexuée, qui comprend

trois phases [20] :

1. Plasmogamie : un noyau haploide d'une cellule donneuse (+) pénetre dans le
cytoplasme d'une cellule receveuse (-).

2. Caryogamie : les noyaux (+) et (-) fusionnent pour former un noyau diploide zygote.

3. Meéiose : le noyau diploide donne naissance a des noyaux haploides (spores
sexuées), dont certains peuvent étre des recombinants génétiques [20].

Le bon déroulement de la prolifération d’une moisissure dépendra en grande partie de
I’efficacité de la dissémination de ses spores aéroportées, en plus de la vitesse de croissance et
de la quantité de spores élaborées. Par ailleurs, quelques espéces peuvent projeter leurs spores
sur une distance remarquable [19].

Le mode de transfert et de dispersion des spores differe selon les espéces. Les xérospores sont
légéres et facilement détachables. A I’inverse des gloéiospores, elles sont difficilement
transportables par I’air puisqu’elles restent collées entre elles par un mucus et forment des
amas lourds [4].
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Tableau | : Apercu du degré de résistance des spores fongiques [19].

CONDITION
ENVIRONNEMENTALE

SEUIL DE
RESISTANCE

DUREE DE LA
VIABILITE

EXEMPLES D’ESPECES
CONCERNEES

CHALEUR TRES
ELEVEE

FROID INTENSE

SECHERESSE DE
L’AIR AMBIANT

PRESENCE
D’HUMIDITE DANS LE
MILIEU SUR LEQUEL

SE DEPOSENT LES
SPORES

90°C (feux de
forét)

Congélation

+ 0% d’humidité

relative

De 0 a 50 %
d’humidité

Plus de 50 %
d’humidité

Jusqu’a des années

A ces taux, les spores

dans le cas contraire,

Quelques mois

Un hiver

Semaines a années

devraient germer ;

elles pourrissent.

Sources : Carlile et al. 2001 ; Kendrick, 1999 ; Block, 1991 ; Regnault, 1990.
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Ascospores de
Byssochlamys fulva ;
Neurospora sp

Plusieurs espéces
d’Amérique du Nord

La majorité des genres de
I’environnement intérieur :
Eurotium, Aspergillus,

Penicillium

Eurotium sp

Toutes les especes
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Hypha produces |
conidiophare.

Figure 5 : Le cycle de vie de Talaromyces, un ascomycete [20].
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4. Conditions de développement des moisissures.

Le réservoir naturel des moisissures se situe a I’extérieur et varie (en concentration et
diversité) dans les régions tempérées, principalement selon la saison et la présence de

matiéres organiques dans I’environnement [18, 21].

Les champignons sont généralement adaptés a des environnements hostiles aux bactéries. De
plus, la compétition inter-espéces procurera un avantage aux moisissures les mieux adaptées,
référant a la notion de niches écologiques particuliéres pour la croissance optimale de chaque
type de moisissures. Méme si toute matiére organique peut constituer un fond nourrissant
approprié pour les moisissures, il faut que certaines conditions d’humidité et de température
soient remplies, et celles-ci peuvent varier d’une espéce a I’autre, chacune d’entre elles ayant

un degré différent d’adaptation a son environnement. [19, 20].
4.1 Les éléments nutritifs.

Les exigences nutritionnelles des moisissures different d’une espece a I’autre. Les nutriments
les plus importants sont I’azote et le carbone qui sont utilisés sous forme de composés

organiques, et de quelques minéraux (potassium, phosphore, magnésium, calcium...) [22].

Les moisissures sont des chimiohétérotrophes qui absorbent, a travers leurs parois, les
nutriments plutét que de les ingérer. Cependant, les molécules complexes telles que les
protéines, I’amidon ou la cellulose requiérent une digestion préalable par la production
d’acides ou d’enzymes par les moisissures, assurant ainsi la dégradation du substrat.
Contrairement aux acides aminés qui pénetrent dans la cellule sans transformation. D’ailleurs,

les quantités nécessaires a la croissance des moisissures sont extrémement faibles [20, 23].

Elles ont également la capacité de souvent métaboliser des glucides complexes, tels que la
lignine (un composant du bois). En revanche, de nombreux champignons peuvent assurer tous
leurs besoins nutritionnels a partir de matériaux trés simples et construire petit a petit toutes

les molécules trés complexes dont ils ont besoin [20, 21].

Le tableau Il présente des exemples de moisissures pouvant étre retrouvées en milieu intérieur

selon le substrat sur lequel elles sont susceptibles de croitre.
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Tableau Il : Principales moisissures retrouvées en milieu intérieur
selon le substratum de croissance [19, 24-26].

SUBSTRAT MOISISSURES RETROUVEES

Aspergillus sp
Euratium sp
Pemicillium sp
Rhizopus sp
Xeromyces sp
Certaines levures
Aspergillus sp
Enrotium sp
Gramns, ceréales et fourrage Calviceps purpurea (ergot du seigle”)
Fusarinm sp
Staclhvbotrys sp
Alternaria sp
Chaetomium sp
Cladosporium sp
Epicoccum sp
Stachybotiys sp
Armilaria melfea”
Ceratocystis :v;];:nlr
Bois (bois d'cuvre, souches, arbres, cte.) Chaetominm sp
Phialophora sp
Serpula lacrymans
Aspergillus sp
Auwreabasidium sp
Cladosporium sp

Aliments

Produits faits de cellulose tel le papier, le
carton et le bois

Matériaux de construction ct autres produits :

. 1 t
: 1"';”1;1]-3'3":; Exophiala sp
pap P:': Penicillinm sp
- p]a_-:up]atrc Ploma sp
= cuir = . Stachyvhomys sp
= calfeutrage synthétique Scopulariopsis sp

Trichoderma sp
Alternaria sp
Cladosporium sp
Epicoccum sp

Végetaux en décomposition
(a "intérieur comme a 1"extéricur)

a . y . . - . . s
Ce champignon n’est jamais rencontré en surface des matériaux de construction mais est associé a des
probléemes de santé humaine tres séveres.

b . . . . . . . . .
Il s’agit de champignons macroscopiques qui font partie des especes occasionnant la pourriture du bois.

Le calfeutrage synthétique souillé par de la matiére organique dans des conditions d’humidité tres élevée peut
constituer un substratum pour la croissance des moisissures.
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4.2 Activité de I’eau (aw).

Comme tous les organismes, les moisissures ont besoin d’eau comme solvant, ou les substrats
et les enzymes sont tous en solution ou en suspension colloidale. L”humidité relative (HR) est
I’une des conditions nécessaires pour la germination des spores, la croissance et la sporulation
des moisissures. Elle est évaluée par la formule HR = (Aw) *100. Aw représente I’activité de
I’eau, c'est-a-dire la teneur du substrat en eau libre (disponible) sur sa surface. La plupart des
moisissures se développent pour une activité d’eau comprise entre 0,85 et 0,99 (tableau I11).

Le mouvement de I’eau, au travers les parois semi-perméables des cellules et des hyphes, se
fait par osmose. Certaines moisissures requierent un taux d’humidité tres élevé pour croitre
tandis que d’autres préferent des taux beaucoup moins élevés [19]. En revanche, aucun micro-
organisme, quelle que soit la nature de I’aliment, ne peut croitre lorsque I’activité de I’eau est
inférieure a 0,65 [27].

Les moisissures sont classées en trois catégories selon leurs exigences en eau :
- Les espéces xérophiles, nécessitant une activité d'eau inférieure a 0,8.
- Les espéces mésophiles, nécessitant une activité d’eau comprise entre 0,8 et 0,9.

- Les espéces hygrophiles, nécessitant une activité d'eau supérieure a 0,9 [28].
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Tableau 111 : Minimum d’humidité relative requis pour la germination des spores, la

croissance des moisissures et la sporulation de quelques moisissures [29].

HRY%
Espéee
. Germination Croissance ! Sporulation
Aspergillus echinnlatns yj! 62 -
A, chevalieri.......... 65-73 65 -
A, candidus ........., 72-75 72-73 80
A. versicolor ..... i 76-78 73 -
Avrepens ..ol 71-80 - ~-
A FIVIS cevin v 80 30 85
Penicillium expansum . 82-86 82 85
Aspergtilus niger . .... 80 §8-89 92-95
Mucor racemosus . .... 88 92 3
Rhizopus nigricans ... . 90-92 92-94 96
Alternaria tenis ... 94 - -
Cladosporium herbarum 94 - -

4.3 La température (T°).

C’est un facteur fondamental pour la croissance mycélienne. Elle

est intimement liée a

I’activité de I’eau. La tolérance et les exigences thermiques pour le développement des

moisissures différent d’une souche a I’autre (tableau 1V).

Par conséquent, la croissance des moisissures est caractérisée par trois températures

(températures cardinales) :

e Une température minimale au-dessous de laquelle la croissance est nulle.

e Une température optimale pour laquelle la croissance est la plus rapide.

e Une température maximale au-dessus de laquelle la croissance n'est plus possible.
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Les moisissures les plus courantes se développent a une température comprise entre 15 °C et
30 °C (optima a 20-25 °C). Par exemple, les Aspergillus se développent préférentiellement
sous des climats chauds et humides, tropicaux et subtropicaux a des températures avoisinant
les 30 °C. Alors que certaines especes peuvent étre tres résistantes au froid, c’est le cas du
mycelium de Cladosporium herbarum qui croit & -6 °C sur la viande réfrigérée. Les
Penicillium peuvent également croitre a des températures inférieures a 10 °C. Par ailleurs, 30
especes fongiques ont été répertoriées par Tansey et Brock (1978) qui se développe a des
températures modérément élevées (60 °C a 62 °C). Bien que la majorité des moisissures sont
mésophiles [30, 31].

Tableau IV : Classification des microorganismes en fonction
de leurs températures cardinales (Dix et Webster, 1995) [10].

TEMPERATURES CARDINALES (°C)
MICROORGANISMES

Minimale Optimale Maximale
Psychrophiles 0 15 20
Psychrotolérants 0 25-30 35
Mésophiles 5 25-30 35
Thermotolérants 5 25-30 50
Thermophiles 20 45 > 50

4.4 Autres facteurs.

e pH: la plupart des moisissures se développent mieux dans un environnement dont le
pH est acide (environ pH : 5), et peuvent tolérer des valeurs de pH tres basses [20].

e Aération : presque toutes les moisissures sont aérobies. Elles ont besoin d’oxygéne
pour une croissance normale. Toutefois, leur développement est peu affecté par des
teneurs qui sont 10 fois plus faibles (2,1 %) que celles de I’atmosphere. En
conséquence, certaines espéces de moisissures pourront se développer sur les denrées

alimentaires conservées dans une atmosphére pauvre en oxygene [32].
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e Lumiere : la lumiere peut avoir un effet stimulant sur la maturation des conidies et la
germination des spores. Les moisissures sont, généralement, indifférentes a I’action de

la lumiére [33].

En général, la composition chimique des différentes denrées alimentaires, leur pH (normal
entre 4 et 8) et leur teneur en oxygene représentent des conditions suffisantes pour le

développement de la majorité des champignons contaminants [30].
5. Intérét et problemes liés aux moisissures.

La présence des moisissures dans la nature, le sol, et sur d’autres produits tels que les fruits ou
les végétaux en décomposition est bénéfique pour I’environnement, étant donné que ces

moisissures jouent un role essentiel dans la décomposition des matériaux morts [21].

En ce qui concerne I’environnement humain, les champignons filamenteux sont impliqués
dans divers domaines de maniere bénéfiqgue, comme dans I’industrie agroalimentaire,
pharmaceutique et cosmétique, et aussi le secteur médical. Toutefois, certains d’entre eux
présentent des effets néfastes avec un risque élevé pour la santé humaine, en plus des impacts

économiques qui peuvent causer chaque année.
e Secteur agroalimentaire.

En industrie agroalimentaire, certaines moisissures sont utilisées pour la production de
fromage comme le camembert (Penicillium camemberti) ou le roquefort (Penicillium
roqueforti) [34].

P. camemberti est une moisissure strictement aérobie, qui produit des enzymes protéolytiques
et lipolytiques nécessaires dans I’affinage des fromages du type Camembert, Brie, et quelques
fromages de chévre. Le biotope original de cette espece est inconnu, les premieres souches

ayant été isolées sur des fromages [35, 36]

P. roqueforti moisissure gris-bleu a gris-vert, saprophyte, répandue dans I’air, le sol et dans de
nombreux produits alimentaires (céréales, ensilage, etc.), utile dans I’affinage des fromages a

pate persillée du type Roquefort [35].
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Les champignons, en particulier les Aspergilli, sont bien connus pour leur potentiel de
surproduction d'une variété d'acides organiques tels que I’acide citrique ou I’acide gluconique
(Aspergillus niger). Ces deux types d’acides sont employés comme additifs alimentaires [37].

D’autres moisissures servent pour la synthése d’enzymes telles la dextrinase et la maltase,
permettant de transformer le maltose et I’amidon en alcool (Rhizopus oryzae). Ce processus

de fermentation alcoolique est appliqué dans la fabrication de I’alcool de riz en Asie [38].

e Secteur pharmaceutique et médical.

Le nombre de moisissures médicalement importantes est relativement bas. Au sein de
I’industrie pharmaceutique, certaines moisissures sont utilisées pour la synthése de
médicaments, notamment d’antibiotiques telles la pénicilline ou les céphalosporines (tableau
V) [6, 39].

Chez les micromyceétes, la production des antibiotiques stimule la formation des spores et

inhibe ou stimule la germination [40].

Tableau V : Mycétes producteurs d’antibiotiques (Larpent and Larpent-Gouraud, 1996).

Organismes producteurs Antibiotiques
Aspergillus flavus Acide aspergillique
Aspergillus fumigatus Fumagilline
Cephalosporium acremonium Céphalosporine
Cephalosporium caerulens Cérulinine
Fusidium coccineum Acide fusidique
Helminthsporium siccans Siccanine
Paecilomyces variotti Variotine
Penicillium chrysogenum Pénicilline
Penicillium griseofulvum Griséofluvine
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e Milieu intérieur.

La présence des moisissures en milieu intérieur entraine souvent I’apparition de divers
problémes de santé. En effet, I'inhalation des particules ou des spores de moisissures ou
encore des moisissures elles-mémes peut engendrer des allergies, des difficultés respiratoires,

aggraver une maladie ou détériorer I'état de santé de certaines personnes.

e Moisissures toxinogenes.

Bien qu’ils présentent un intérét dans le domaine de I’industrie agroalimentaire et
pharmaceutique, certaines moisissures sont aptes de produire, sous des conditions
environnementales propices, des composés toxiques appelés « Mycotoxines ». Ces derniers
peuvent étre a I’origine de contamination des denrées alimentaires avec un risque sanitaire
pour I’hnomme et I’animal. Leur ingestion génere des intoxications qui, selon la durée de
I’exposition et la dose, peuvent étre aigués ou chroniques. Ce paragraphe sera plus détaillé

dans le deuxiéme chapitre.

Globalement, les moisissures peuvent soit améliorer les qualités organoleptiques du produit
soit, causer d’importantes modifications défavorables des propriétés physico-chimiques,
entrainant ainsi un changement de la qualité, une diminution de I’innocuité des aliments,

notamment une accumulation des métabolites secondaires y compris les mycotoxines.
I1. Généralité sur les mycotoxines.
1. Definition.
Le terme mycotoxine provient du grec ancien « Mycos », qui signifie champignon, et du latin
« Toxicum » signifiant poison.

Les mycotoxines sont des composés chimiques non-protéiques (donc non-immunogenes pour
les organismes qui en consomment), toxiques, peu volatils, de faible poids moléculaire et
thermostables. Leur petite taille et leur faible solubilité dans I’eau les rendent particulierement
stables en milieu acide et basique, et résistantes aux traitements thermiques. Elles ont des
propriétés physico-chimiques et toxicologiques trés diverses, cela est di a la variété de leurs

compositions chimiques. Elles sont issues du métabolisme secondaire, sous des conditions
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particuliéres par certaines espéces fongiques dotées géenétiqguement d’un pouvoir toxicogene.
Elaborées pendant la phase stationnaire aprés les stades de multiplication et de croissance.
Elles sont capables a faibles concentrations d’induire un effet toxique quand elles sont
ingérées, inhalées ou absorbées par la peau [41, 42].

On les retrouve habituellement dans les céréales, les fruits et les épices. D’autre part,
plusieurs mycotoxines ont tendance a demeurer dans le produit final ; en raison de leur
stabilité, elles ne sont pas éliminées par les procédés thermiques tels que la cuisson ordinaire,
la friture, la torréfaction et la mise en conserve, ce qui met en place un danger potentiel pour

I’homme et les animaux [43, 44].

En fait, I'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture estime qu'au
moins 25% des cultures vivrieres mondiales sont affectées par les mycotoxines chaque année
[45].

2. Découverte des mycotoxines.

Au début du XXe siecle, ils se sont rendu compte que certains produits d’origine fongique
pouvaient étre dangereux et impliqués dans des maladies, en particulier chez les animaux

domestiques.

Chez I’'homme, la premiere épidémie de mycotoxicose decrite durant I’antiquité a été
I’ergotisme, encore nommé « Feu de Saint-Antoine » ou « Mal des Ardents », en raison de la
sensation de brdlure qu’éprouvaient les victimes. C’est une intoxication qui résulte de la
consommation de céréales infectées par des alcaloides produits par I'ergot du seigle ; un
Ascomycete du genre Claviceps purpurea. Le mot ergot est dérivé de l'ancien mot francais
argot, qui signifie I'éperon du coq. Les sclérotes violets ou noirs sont constitués d'hyphes et
sont au moins trois fois plus longs que les grains [30, 46].

Ces alcaloides sont dérivés de I’acide lysergique (famille de I’ergotamine), synthétisés et
sécrétés par la moisissure, entrainant le déces de plusieurs personnes et qui, ensuite seront a
l'origine de précieux médicaments, a savoir contre la migraine. Aujourd'hui, la réalisation de

contréles approfondis sur les farines destinées a I’alimentation, a permis d’éradiquer
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I'ergotisme, mais des cas sporadiques surviennent encore dans des régions a faible niveau de
vie du nord de I'Inde [30].

Entre 1942 et 1947, est apparue une autre intoxication collective sévére dans I'Est de la
Russie, I’aleucie toxique alimentaire (ATA), suite a la consommation de farine provenant de
céréales (blé, orge) contaminées par les trichothécénes. Ces mycotoxines sont élaborées par

les moisissures du genre Fusarium et Trichoderma [30].

En 1960, une nouvelle mycotoxicose a été rencontrée dite la maladie de la dinde (« turkey X »
disease) en Angleterre, provoquée par la consommation de la farine d’arachides brésiliennes
contaminée par I’aflatoxine, entrainant la mort brutale d’une centaine de milliers de
dindonneaux. La maladie a été nommeée dinde "X", car elle ressemblait a une maladie virale et
son étiologie était inconnue a I'époque. Cette mycotoxine est sécrétée par Aspergillus flavus,
d’ou le nom d’aflatoxine. Ces toxines se forment sous des conditions tropicales et ils sont
stables a la chaleur. C’est qu’a partir de cette année, qu’il a été remarqué que ces moisissures
ne sont pas que de simples souillures sur des denrées alimentaires et qu'elles peuvent étre
toxiques [47, 48].

De nos jours, plus de 400 mycotoxines ont été détectées a I’échelle internationale, mais seules
quelques-unes contaminent I’alimentation humaine et sont considérées comme
potentiellement dangereuses pour I’homme et I’animal. Les plus préoccupantes étant : les
aflatoxines, I’ochratoxine A, les fumonisines, la zéaralénone, les trichothécénes, la patuline, la

citrinine et les alcaloides de I’ergot.
3. Classification des mycotoxines.

Les mycotoxines sont difficiles a classifier, en raison de leurs origines biosynthétiques, leurs

structures chimiques diversifiées, ainsi que leurs impacts naturels.

Selon leurs origines biologiques et leurs structures, elles sont classées en polyacétoacides,

terpénes, cyclopeptides et métabolites azotés [42].

- derivées des acides aminés : alcaloides de I’ergot, acide aspergillique, gliotoxine,

roquefortine, sporidesmines ;
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- issues de la voie des polyacétates : aflatoxines, acide pénicillinique, citrinine,

fumonisines, ochratoxines, patulines, sterigmatocystine, zéaralénone ;
- derivées des terpenes : trichothécénes [30].

Les cliniciens les classent par I’organe qu’ils influencent. Ainsi, les mycotoxines peuvent étre
classées comme des hépatotoxines, néphrotoxines, neurotoxines, immunotoxines, et cetera.
Quant aux spécialistes en biologie cellulaire, ils les placent dans des groupes génériques, tels
que : mycotoxines tératogénes, mycotoxines mutagénes, mycotoxines cancérigénes et des

allergénes [6].

Le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) a évalué la cancérogénicité des

mycotoxines (tableau VI).

Tableau VI : Classement des mycotoxines selon CIRC* [49].

Mycotoxines groupe 1% groupe 1B* groupe 3% Monographie du CIRC
Acide pénicillique + vl 10, 1976 ;suppl. 7, 1987
a Aflatoxines (mélanges naturels) + wol. 56, 1993 ;vol. 82, 2002
Aftatoxine M1 + val. 56, 1993
« Citrinine + vl 40, 1986 ;suppl. 7, 1987
Cyclachlorotine + val. 10, 1976 ; suppl. 7, | 987
» Griséofulvine + val. 79, 2001
Crchratoxine A + vol. 56, 1993
Luteaskyrine + val. [0, 1976 ;suppl. 7. 1987
Patuline + wvol. 40, 1986 § suppl. 7, | 987
u Rugulosine + vol. 40, 1986 ;suppl. 7, 1987
Stérigmatocystine + vol, [0, 1976 ; suppl. 7, 1987
o Towdrves dé Fuitdnum grominedr, + vol 56, [993
culmonirm et crookwelense @ réaralénone,
déogynivalénal, nivakinol et fisarénone X
Texines de Fusarium sborotrnchioidas © + vol 56, 1993
pootine -2
s Texines de Fusanum vertialloldes + vol 56, [993
(monifforme) @ fumonismes B ez B2 ,
fusarine C
Fumonisine Bl + vol B2, 2002

- *Groupe 1 : L agent (le mélange) est cancérogéne pour I’homme.

- Groupe 2A : L’agent (le mélange) est probablement cancérogene pour I’lhnomme.

- Groupe 2B : L’agent (le mélange) est cancérogéne possible pour I’hnomme.

- Groupe 3 : L’agent (le mélange) ne peut étre classé du point de vue de sa cancérogénicité pour
I’homme.

- Groupe 4 : L agent (le mélange) est probablement non cancérogéene pour I’nomme.
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4. La mycotoxinogénése.

La mycotoxinogénése est un phénomene d’une grande complexité, c’est I’ensemble des
conditions nécessaires au processus de synthese et de sécrétion des mycotoxines fongiques

dans I’environnement.

La croissance fongique et la production des mycotoxines sont intimement liees. Ces
métabolites secondaires sont synthétisés pendant la phase stationnaire ou « phase en plateau »
(idiophase), apres les stades actifs de multiplication et de croissance cellulaire (trophophase),
dans des conditions environnementales plus étroites que celles permettant la croissance
fongique. La synthése des mycotoxines peut étre spécifique a une espece, ou peut également
dépendre des caractéristiques génétiques. Néanmoins, elle differe du métabolisme primaire
par la nature de son activation, la diversité des composés formés, et la spécificité des souches
impliquées [30, 42, 50].

Une moisissure toxinogene peut synthétiser différentes mycotoxines, et un type de
mycotoxine peut étre produit par plusieurs moisissures. Bien que toutes les mycotoxines
soient d’origine fongique, tous les composés toxiques produits par les champignons ne sont

pas appelés mycotoxines [6].

Il est & noter que les moisissures fabriquent les mycotoxines, tandis que les champignons

macroscopiques produisent du poison [6].
4.1 Espeéces fongiques productrices de mycotoxines.

Les principales moisissures toxinogénes qui posent des problemes de santé publique sont
généralement retrouvées dans les environnements intérieurs et sont : Alternaria, Aspergillus,
Penicillium, Chaetomium, Cladosporium, Fusarium, Menoniella, Stachybotrys et
Trichoderma (tableau VI1I).

La présence des moisissures toxinogenes n’exprime pas en tout temps la production des
mycotoxines. De méme, I'absence des mycotoxines n'est pas assurée par I'élimination des

champignons, car il se peut qu’elles aient été produites avant l'inactivation de ceux-ci [51].
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Deux groupes d’espéces fongiques toxinogénes peuvent étre distingués :

- Les moisissures productrices au niveau des champs : elles envahissent les plantes
sénescentes ou stressées au niveau du champ et produisent les mycotoxines, on parle
de « toxines de champs », on peut citer en exemple les fumonisines, principalement
produites par le genre Fusarium (figure 6).

Figure 6 : Plant de tomates contaminé par Fusarium sp [52].

- Les moisissures productrices au niveau du stockage : ce groupe rassemble ceux qui
produisent les toxines aprés la récolte ; on les désignera par les « toxines de stockage
», telles la citrinine et la patuline qui sont produites essentiellement par les genres
Penicillium et Aspergillus (figure 7).

Figure 7 : Epi de mais contaminé par Aspergillus flavus [53].
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Tableau VII : Exemple des mycotoxines produites par certaines moisissures [19].

Genre Especes Principales mycotoxines *
Alternaria A. alternata Altertoxine I, 11, alternariol, altenuisol, acide
tenuazoique
Aspergillus A. flavus Aflatoxine B1 et B2, citrine
A. fumigatus Fumigaclavine, fumigatoxine, fumitremorgéne,

gliotoxine, acide helveolique, etc.

A. niger Acide oxalique

A. versicolor Aspercolorine, sterigmatocystine, versicolorine
Chaetomium C. spp Chaetomine

C. globosum Chasetoglobosine
Cladosporium C. spp Cladosporine, émodine, acide épicladosporique
Fusarium F. spp Trichotécénes (type B), toxine T2, fumonisine,

vomitoxine, zéaralénone
Memnoniella M. spp Griseofulvines, trichotécénes (trichodermol,

trichodermine)

Penicillium P. brevicompactum Brevianamide A, acide mycophénolique
P. expansum Citrinine, patuline
P. viridiatum Acide pénicillique, griséofulvines, ochratoxines,

brevianamide A, acide mycophenolique
Stachybotrys S. chartarum Trichotécénes : satratoxine F, G & H, lacone,

roridine, trichoverrine, sporidesmine G, verrucarine J
Trichoderma T. viride Trichodermine, trichoverrine, satratoxine, gliotoxine,

fumitremorgeéne, iso-cyanide, toxine T-2

* 1l est a noter que certaines des mycotoxines rapportées dans ce tableau ont été identifiées dans des
circonstances de contamination intérieure.
Source : Adapté de Santé et Bien-étre social Canada (1987) et d’ACGIH (1999).
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4.2 Conditions de production des mycotoxines.

La mycotoxinogénése dépend de plusieurs facteurs qui peuvent étre intrinseques (nature de la

souche) ou extrinseques (conditions de I’environnement).

- Facteurs intrinseéques : parmi les milliers d’espéces de moisissures, seulement quelques-

unes sont capables de produire des mycotoxines. Toutefois, au sein d’une méme espéce

toxinogéne, certaines souches sont fortement productrices de toxines alors que d’autres le sont
moins [42].

- Facteurs extrinseques : les facteurs de I’environnement qui contrblent la croissance

fongique vont aussi jouer un rdle sur la toxinogénése, mais les conditions permettant la

toxinogenése sont plus étroites que celles autorisant la croissance fongique [54].

Substrat : certaines cultures sont moins favorables par rapport a d’autres pour la
production d’une ou plusieurs mycotoxines par les champignons. Ceci est
probablement di a des facteurs génétiques. La présence du glucide et des acides
aminés dans les aliments sont une condition primordiale pour la croissance des
moisissures et la production des mycotoxines (figure 8). Beaucoup d'espéces
fongiques, méme connues pour leur toxinogenése importante, ne sécréteront leurs
toxines que sur des substrats précis. Par exemple Penicillium roqueforti, utilisée pour
la fabrication des fromages a pate persillée (Roquefort), sécrétait un métabolite trés
toxique sur un milieu gélosé en boite de Pétri, mais pas sur le substrat Roquefort [30].
Activité de I’eau (Aw) : les besoins des moisissures en eau varient d’une souche a
I’autre. Les souches toxinogénes ont des besoins en eau plus grands que les souches
non toxinogenes. Il est a noter que I’activité de I’eau requise pour la croissance des
moisissures est généralement inférieure a celle nécessaire pour la biosynthese des
mycotoxines. Par exemple, Penicillium verrucosum peut se développer a partir d’une
aw de 0,80 alors que la production de I’ochratoxine ne peut se produire que lorsque
I’aw est supérieure a 0,85 [49].

Température (T°) : de maniére générale, la température optimale pour la biosynthése
des mycotoxines est inférieure a celle requise pour le développement des moisissures

productrices [42].

29



Les mycotoxines sont généralement thermostables et ne sont pas détruites par les procédés

habituels de cuisson et de stérilisation. Leur capacité a se lier aux protéines plasmatiques et

leur lipophilie en font d’eux des toxines capables de persister dans I’organisme en cas

d’expositions répétées et rapprochées [55].

Tout compte fait, les climats chauds et humides sont des conditions favorables pour le

développement des moisissures toxinogenes, et par conséquent la contamination des récoltes

par les mycotoxines peut avoir lieu. C'est le c
arachides, des graines de coton, des noix, d

as notamment du mais, des fruits a coque, des

es pistaches, des épices, du soja, du riz, des

amandes, des fruits secs, du lait et ses dérivés et des céréales et leurs dérivés [42].
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Figure 8 : Biosynthese de quelques mycotoxines dans les aliments

(Leyral et vier

ling, 2001) [42].
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5. Les mycotoxicoses

Forgacs et Carll ont donné la définition suivante: les mycotoxicoses sont des
empoisonnements de I'hdte consécutifs a I'entrée dans le corps d'une substance toxique
d'origine fongique. Les mycotoxicoses touchent les animaux et 'nomme [56, 57].

Les mycotoxicoses sont donc des intoxications générées par l'ingestion d'aliments contaminés
par les mycotoxines qui touchent les animaux et I'nomme. Elles sont donc a différencier des
autres manifestations cliniques dues aux champignons (les mycétismes, les mycoses, les
allergies d'origine fongique). Elles ne sont donc ni infectieuses, ni contagieuses [30, 58, 59].

Comme tous syndromes toxicologiques, les mycotoxicoses peuvent étre : aigués (une seule
ingestion d’une forte dose) ou chroniques (ingestions répétées de faibles doses) ces dernieres
étant plus fréquentes. La toxicité aigué a généralement une apparition rapide et se manifeste
par des effets néfastes sévéres (la maladie de la dinde X, ergotisme, stachybotryotoxicose),
tandis que la toxicité chronique entraine des cancers, lésions rénales, suppression
immunitaire, immunosuppression et dautres effets généralement irréversibles. Les
mycotoxicoses, sont plus typiques dans les pays sous-développés [6].

Apres ingestion, les mycotoxines subissent une seérie d’événements (meétabolisme)
comprenant I’administration, I’absorption, la transformation, la pharmacocinétique, les
interactions moléculaires, la distribution et I’excrétion de la toxine et de ses métabolites.

Les manifestations observées lors d’une mycotoxicose sont dépendantes du type de
mycotoxine, de la dose, de la durée d’exposition, de I’Age, du bien-étre et du sexe de
I’individu, ainsi que de nombreux impacts synergiques insuffisamment compris, y compris la
génétique, I’état diététique, et les associations avec d’autres agressions toxiques. Par ailleurs,
la gravité de la nuisibilité des mycotoxines peut étre aggravée par des variables, par exemple,
la carence en vitamines, les difficultés caloriques, la mauvaise manipulation des boissons
alcoolisées et I’état de maladie infectieuse. A leur tour, les mycotoxicoses peuvent accroitre la
vulnérabilité des maladies microbiennes, aggraver les effets d’une malnutrition et interagir en
synergie avec d’autres toxines [6]. De plus, I’exposition aux mycotoxines peut étre
inquiétante pour les populations sensibles comme les jeunes enfants qui ne possédent pas un
équipement enzymatique mature pour permettre une élimination correcte de ces contaminants
[60].
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Parfois, une faible contamination par des mycotoxines crée simplement une prédisposition a
une variété d’autres maladies infectieuses et nutritionnelles. A d’autres moments, une faible

exposition induit un cancer [57].

En revanche, une méme mycotoxine donne des effets variés, c’est le cas de I’ergotisme, deux
formes d’ergotisme sont généralement reconnues, gangreneuses et convulsives. La forme
gangreneuse affecte I’apport sanguin aux extrémités, tandis que I’ergotisme convulsif affecte

le systéme nerveux central [61].
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Tableau VII1 : Principales effets toxiques des mycotoxines [62].

Champignon responsable

Aspergillus flavus
Aspergillus versicolor
Aspergillus ochraceus
Penicillium islandicum
Penicillium citrinum
Penicillium viridicatum
Fusarium nivale
Fusarium Tricinctum
Fusarium roseum
Trichothecium roseum
Trichoderma viride
Aspergillus fumigatus
Aspergillus gr. glaucus
Penicillium rubrum
Penicillium purpurogenum
Byssochlamys fulva
Stachybotrys atra Fusarium
Sporotrichioides
Aspergillus

Aspergillus oryzae
Gloeotinia temulenta
Fusarium nivale
Penicillium citreo-virile
Diplodia zeae
Fusarium graminearum
Mucor, Absidia

Mycotoxines Mycotoxicoses

aflatoxines Hépatotoxicose
stérigmatocystine aversine
ochratoxines rugulosine

luteoskyrine islanditoxine

citrinine Néphrotoxicose
Gastro entérotoxicoses

scirpenes

quinones Hémorragies

anthraquinones rubratoxines
acide glaucanique

acide glauconique

acide byssochlamique
stachybotryo-toxines
fusariogénine

clavacine (patuline) Neurotoxicoses
maltorysine

buténolide citréoviridine

zéaralénone Effets cestrogénes ou

abortifs
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CHAPITRE 2 : PRINCIPALES MYCOTOXINES A L’ORIGINE
D’ INTOXICATIONS ALIMENTAIRES.

1. Les aflatoxines.

1.1.Généralité.

Dans le mot aflatoxine, la premiere syllabe « a » a été dérivée du genre Aspergillus, la

seconde « fla » de I’espéce flavus et le terme « toxine ».

Les aflatoxines (AF) représentent un groupe de métabolites fongiques secondaires élaborés
par différentes souches de moisissures du genre Aspergillus section Flavi, comprenant
Aspergillus flavus et A. parasiticus, qui ont été découverts comme contaminants naturels. Ils
sont fréquemment retrouvés dans de nombreux produits destinés a I’alimentation des animaux
ou a I’homme, notamment les cultures riches en huile telles que le mais, les graines
d’arachide, les graines de coton et les noix. Ces composés présentent un degré élevé de
toxicité aigué pour de nombreuses especes animales ainsi que pour I’étre humain et se sont
avérés posséder de puissantes propriétés cancérigenes chez plusieurs espéces animales [63-
65].

Le groupe des aflatoxines est le plus connu et le plus réglementé. Elles ont été isolées et
caractérisées apres la mort de plus de 100 000 dindonneaux (maladie du dindon X) qui ont été
exposés a la consommation d'une farine d'arachides contaminée par des moisissures. Elles ont
également provoqué des intoxications mortelles massives chez les animaux de ferme tels les

truies, canetons, porcs et les bovins [6, 30].

Les aflatoxines sont généralement produites dans des conditions de post-récolte caractérisées
par un climat chaud et humide notamment les pays d’Afrique, d’Asie du Sud, et d’Amérique
du Sud.

Du point de vue mycologique, il existe de grandes différences qualitatives et quantitatives
dans les capacités toxinogenes des différentes souches au sein de chaque espece
aflatoxigénique. Par exemple, environ la moitié seulement des souches d’Aspergillus flavus

produisent des aflatoxines, pouvant ainsi en produire de plus de 10° pg/kg [6].

34



1.2.Structure et propriétés physico-chimiques de I’aflatoxine.

Les aflatoxines constituent un groupe de 18 composés structurellement proches, qui
présenteront des propriétés de composés polycycliques, neutres et lipophiles. Elles sont des
dérivés de difuranocoumarine synthétisées par une voie polycétide (un assemblage d’une
coumarine et de 3 furannes). Elles se caractérisent par un faible poids moléculaire, elles sont
trés peu solubles dans I’eau, insolubles dans les solvants non polaires et trés solubles dans les
solvants moyennement polaires comme le chloroforme et le méthanol, elles sont assez
facilement extraites [6, 49, 65, 66].

Les principales aflatoxines sont I’aflatoxine B1 (AFB1), la premiére mise en évidence,
I'aflatoxine B2 (AFB2), l'aflatoxine G1 (AFG1), l'aflatoxine G2 (AFG2), et I’aflatoxine M1
(AFML), cette derniere est le métabolite de I’aflatoxine B1. Sous lumiére ultra-violette (UV
longs), les composés sont fluorescents, en bleu pour les AFB "blue™ et en vert pour les AFG
"green”. Par contre ’AFM1 émet une fluorescence bleue violette. Le composé «M1»,
communément appelé « Milk Aflatoxin 1 », et donc est un métabolite retrouvé dans le lait des
mammiféres dont le régime était contaminé par I’aflatoxine B1. Enfin, les aflatoxines
numeérotées « 2 » sont des isomeres structuraux manquant d’une double liaison par rapport a
la molécule numérotée « 1 » respectivement (figure 9). Les quatre aflatoxines principales sont
appelées ainsi, en fonction de leur fluorescence sous lumiére ultraviolette et également selon
leur mobilité chromatographique relative lors de la chromatographie en couche mince [6, 49,
67, 68].

La découverte qu’elles étaient fortement fluorescentes en lumiére ultraviolette a fourni un
moyen pratique pour surveiller les procédures d’isolement et de purification, en plus de
faciliter leur détection dans les repas toxiques [63].

L’AFB1 est un composé thermorésistant et stable méme a des températures de 250 °C
pendant 30 minutes a I’état cristallisé. Le cycle lactone semble étre responsable en majorité de
la toxicité de cette mycotoxine. Le tableau IX regroupe quelques propriétés physico-
chimiques des principales aflatoxines [42, 66].
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Tableau IX : Propriétés physico-chimiques des aflatoxines [42, 63].

Aflatoxine PM  Point de fusion (C°) Rf Chloroforme/ méthanol (97/3)

Bl 312 268 - 269* 0,56
B2 314 286 - 289* 0.53
G1 328 244 - 246* 0.48
G2 330 237 - 240* 0.46

*se décompose.

0 0 OCH3;
M,

Figure 9 : Structures de quelques aflatoxines [49, 63].
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1.3.Toxicocinetique.

Apres I’absorption des aflatoxines au niveau du duodénum, elles subissent un métabolisme
hépatique intense se déroulant en deux phases (figure 10 ) [49, 55].

L’AFB1 est I’aflatoxine la plus explorée, sa forme circulante est majoritairement lie a
I’albumine par la formation d’une base de Shiff avec un résidu lysine. La phase | de la
biotransformation met en jeu les enzymes mono-oxygénases a cytochromes P450 (CYP). Les
CYP2A5 et CYP3A interviennent chez la souris, alors que les CYP1A2 et CYP3A4 sont
plutdt impliqués chez les primates sub-humains. Par des réactions d’oxydation, I’AFB1 est
transformée en plusieurs métabolites dont I’AFM1 formée par hydroxylation, et un dérivé de
8,9-époxyde réactive par époxydation (également appelée époxy-2 aflatoxine dans la
littérature ancienne). Ce dernier est responsable de I’effet mutagéne et cancérogene de
I’AFB1. Les autres métabolites comprennent notamment I’AFQ1, I’AFP1, I’aflatoxicol. Le
volume de distribution de I’AFBL1 est relativement faible et se limite aux organes impliqués
dans le métabolisme et I’élimination des toxines, essentiellement le foie et les reins. La phase
Il du métabolisme concerne la détoxification de I’AFB1-8,9-époxyde qui est assurée
essentiellement par une réaction de conjugaison avec le glutathion via la glutathion-S-
transférase (GST) entrainant I'excrétion de l'aflatoxine. Une partie de I’AFBL1 est éliminée
dans la bile sous forme conjuguée au glutathion ou de glucuroconjugués. Elle est aussi
éliminée par voie urinaire sous forme métabolisée, notamment AFM1, ou sous forme
inchangée ou sous forme de dérivés conjugués ou adduits a I’ADN, engendrant la toxicité a
savoir la génotoxicité et la cancérogénicité [49, 55, 69].

L’aflatoxine B1 absorbée par le bétail est métabolisée et excrétée sous forme d’aflatoxine M1,
et constitue le principal contaminant du lait. Seule I’AFM1 est éliminée dans le lait. Stable,
elle persiste dans les produits laitiers comme les yaourts, le fromage blanc, les crémes lactées.
Le beurre n’en contient pas, en raison d’interactions hydrophobes avec les caséines du lait
[27, 66].

Bien que ces toxines soient extrémement durables et puissent probablement survivre au
processus de pasteurisation, les aflatoxines ingérées par les bovins apparaissent rarement dans
leur lait (0,4 % -2,2 %) [67].
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Figure 10 : Métabolisme de I’aflatoxine B1 dans le foie [55].
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1.4.Mécanisme d’action.

Les données sur l'aflatoxine en tant que cancérogene chez I'hnomme sont beaucoup plus
accablantes que celles I'impliquant dans des toxicités aigués pour I'nomme, en raison de son
métabolisme dans le foie en un époxyde réactif de 8,9-époxyde qui est capable de se lier a la
fois a I'ADN, I’ARN et aux proteines. Ce métabolite a une affinité trés marquée pour I’ADN
avec lequel il forme des adduits préférentiellement a la position N7 des guanines. L’AFB1 est
époxydée soit en dérivé exo, soit en dérivé endo, mais seule la forme exo se fixe sur la
guanine pour produire un adduit. Il a été signalé que le produit d'addition d'époxyde est a
I’origine des mutations, en entrainant essentiellement de transversions de guanine en thymine
du gene p53 suppresseur des tumeurs, provoquant une mutation faux-sens qui inactive le
produit protéique du gene (figure 11). En outre, les aflatoxines peuvent activer les pro-
oncogeénes c-mys et c-HA-ras [6, 49, 70].

Parmi les multiples effets biologiques des aflatoxines, on retrouve également un découplage
de la phosphorylation oxydative dans les mitochondries et une peroxydation lipidique [49,
55].

Aflatoxin Br (AFB1)

Glucuronides
& sulfatides

GSH-conjugate
hydroxylation/ I e
wydroxy ulw?

DNA adducts «———— epoxide TOXICITY
\ / t
L |
Mutation P4 o . -
dihydrodiol—&——— Protein binding———— AFB-lysinc adduct (serum)

|
\
L1

\_

— AFB-guanine adduct (urine)

Figure 11 : Mécanisme de toxicité de ’AFB1 [71, 72].
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1.5.Propriétés toxicologiques et effets sur la santé.

Par ordre de toxicité décroissante, on retrouve : AFB1, AFM1, AFB2 et AFG2. Actuellement,
I’AFBL1 est la seule mycotoxine identifiée comme cancérogene, et est classée par I’Agence
Internationale de Recherche sur le Cancer dans le groupe 1 comme un cancérogéne potentiel
chez I'homme et les animaux (IARC, 2002). Tandis que le potentiel cancérogéne
expérimental de I’AFM1 est 10 fois moindre que celui de I’AFB1. Malgré sa toxicité aigué et
son potentiel cancérogene, AFML1 est considérée comme un produit de désintoxication [49,
64, 73].

L’aflatoxine B1 est la mycotoxine la mieux étudiée et la plus répandue, elle présente a la fois
des propriétés cancérogenes, mutagenes, tératogénes, hépatotoxiques, et immunotoxiques.
Cette aflatoxine a été étudiée de maniére approfondie en ce qui concerne son pouvoir létal et
sa létalité in vivo chez divers animaux de laboratoire [49, 63].

Les maladies causées par la consommation d’aflatoxines sont désignées par aflatoxicose. Une
aflatoxicose aigué entraine la mort et l'aflatoxicose chronique entraine le cancer, une
suppression immunitaire et d'autres conditions pathologiques «lentes». L’hépatotoxicité est la
caractéristique majeure de I’aflatoxine B1. Il existe des différences substantielles dans la
sensibilité des espéeces. Autrement dit, au sein d'une espéce donnée, I'ampleur de la réponse
est influencée par l'age, le sexe, le poids, le régime alimentaire, I'exposition a des agents
infectieux et la présence d'autres mycotoxines et de substances pharmacologiquement actives
[6, 74].

1.5.1. Toxicité aigué.

La toxicité aigué se caractérise par la dose létale DL50 qui désigne la quantité d'une matiere,
administrée en une seule fois, capable d’entrainer la mort de la moitié (50 %) d'un groupe
d'animaux d'essai. Des études montrent une grande variabilité de la DL50 d’une espéce a
I’autre. Par voie orale, elle est de 3,3 mg.kg™ p.c pour le caneton, et de 9 mg.kg™ p.c pour la
souris [49].
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Chez I’'homme, I’exposition alimentaire a des doses massives d’aflatoxines provoque dans
certains cas une aflatoxicose aigué dont le tableau clinique est proche a celui d’une hépatite
aigué avec vomissements, douleurs abdominales, ictére, hépatomégalie, cedémes et parfois le
déces [49]. Une des derniéres épidémies d’intoxication aigué par les aflatoxines a eu lieu entre
début janvier et fin juillet 2004 a Kenya, 317 cas ont été rapportés, dont 125 déces par
hépatite aigué. L'épidémie résultait de la consommation de mais local contaminé par des
aflatoxines [75].

1.5.2. Toxicité chronique.

La toxicité chronique des aflatoxines survient apres I’ingestion répétée de doses trés faibles.
Dans ce cas, I’organe cible principal est le foie. Ce type de toxicité peut apparaitre aussi bien
chez I’lhomme que chez I’animal [42].

Des cas d'aflatoxicose, caractérisés par la jaunisse, l'ascite, I'hypertension portale et d'autres
signes d'insuffisance hépatique, ont été décrits chez des humains exposés a 2 a 6 mg
d'aflatoxine par jour pendant environ un mois aprés la consommation de mais détérioré par la

moisissure [76].

Il est a noter que I'effet cumulatif de faibles doses d'aflatoxines ingérées quotidiennement
semble provoquer des Iésions encore plus graves que celles décrites lors d'une administration
massive. Et comme tout phénoméne de cancérisation, le temps de latence est important (1 an

pour le rat, 5 & 10 ans pour le singe) [30].
1.5.3. Génotoxicite.

L'aflatoxine B1 est I'agent génotoxique le plus puissant, et également mutagéne par sa liaison
covalente sur des sites critiques de I’ADN, induisant ainsi diverses lésions de celui-ci,
notamment des aberrations chromosomiques, des micronoyaux, un échange de chromatides
seeurs, des synthéses non programmées de I'ADN, des ruptures de brins chromosomiques,

ainsi que ainsi que la formation d'adduits dans les cellules de rongeurs et humaines [55, 77].

La génotoxicité des aflatoxines différe entre les espéces en raison de la proportion variable
d’AFB1 métabolisée en 8,9- époxyde qui est hautement réactif par rapport aux AFM1 et
AFQ1. L’AFB1-époxyde a une durée de vie courte. La liaison de I’AFB1 a une proteine
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destinée au noyau augmenterait I'absorption et l'activation de la toxine, endommagerait I'ADN
et augmenterait le risque de cancer. Les mutations les plus étudiées intéressent le gene de
suppression tumorale p53 et I’oncogéne ras. L’AFGL induit des altérations chromosomiques
et est mutagene chez la bactérie. Les données expérimentales sur la mutagénicité et la
génotoxicité de I’AFG2 sont quasi inexistantes. L’AFM1 est un agent génotoxique [55, 78].

1.5.4. Hépatotoxicité et pouvoir cancérogene.

L’AFB1 possede le plus fort potentiel cancérogene de toutes les aflatoxines. L’organe cible
est le foie. En conséquence, elle est un puissant hépatocarcinogene. Aprés ingestion, I’AFB1
forme des adduits & 'ADN qui initient la cancérogenése et peuvent agir en synergie avec le
virus de I'népatite B (HBV) [79]. Le caractere cancérogéne de I’AFM1 est bien plus faible que
celui de I’AFB1 [55].

Des études épidémiologiques menées dans le Sud-Est asiatique et en Afrique ont témoigné
que les cancers hépatiques sont beaucoup plus répandus chez certains groupes de la
population humaine dont le régime alimentaire est élevé en aflatoxines [42].

L'exposition aux aflatoxines dans I'alimentation est considérée comme un facteur de risque
important pour le développement du carcinome hépatocellulaire humain (HHC). Cette
relation a été prouvée dans plusieurs études qui faisaient état de mutations du géne p53 dans
des hépatocarcinomes (HCC), avec une fréquence élevée de transversions G en T au niveau
de la troisieme base du codon 249 du p53 (Arg — Ser) chez des populations exposées a de

fortes concentrations d'aflatoxines alimentaires [80].

En outre, les dommages a I'ADN et I'hépatocarcinogenese induits par I’aflatoxine B1 dans les
modeles expérimentaux peuvent étre modulés par divers facteurs, notamment les nutriments,
les agents de chimio-prévention, la restriction alimentaire, les polymorphismes génétiques et
d’autres facteurs hépatotoxiques tels que I’alcool, le tabac ou des agents infectieux. La
cancérogénicité hépatique reliée a I’AFB1 est radicalement plus élevée chez les porteurs de
virus de I’hépatite B [55, 77].
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1.5.5. Immunotoxicité.

Les effets immunmodulateurs et immunotoxiques des aflatoxines ont été démontrés chez
I'hnomme et chez I'animal. L’ effet immunotoxique le plus marqué des aflatoxines s’observe au
niveau de I'immunité a médiation cellulaire. Ces mycotoxines affectent également la réponse
inflammatoire. En effet, les aflatoxines inhibent plusieurs fonctions des macrophages telles la
phagocytose, la sécrétion de cytokines et la production de radicaux oxygénés, mais aussi le
chimiotactisme des neutrophiles et I’activité des cellules « Natural Killers » [81]. Concernant
la réponse immunitaire spécifique, les effets des aflatoxines sur la production d’anticorps sont
variables entre les différentes espéces animales. Pour induire une réduction significative des
concentrations d'anticorps plasmatiques, une exposition prolongée a des concentrations

élevées de toxines est généralement nécessaire [55, 82].

Il parait que les effets immunotoxiques de I’AFB1 sont dus a I’altération de la synthése
d’acides nucléiques et de protéines avec diminution de la prolifération, de la maturation

cellulaire et de la production des cytokines [49].

Les effets immunosuppresseurs des aflatoxines rendent les animaux plus sensibles aux

infections, et réduisent I’immunité acquise par la vaccination [49].

Dans I’ensemble, les études chez I’lhomme et chez I’animal montrent qu’en général, I’AFB1 a
la capacité de réduire les fonctions du systéme immunitaire, bien que des doses plus élevées
d’AFBL1 aient montré des effets stimulants chez certains modéles animaux [79].

1.5.6. Autres effets.

Chez I'nomme, cette toxine est associée au cancer du foie, en particulier dans les pays du tiers
monde, ou la malnutrition est un probléme répandu. En effet, il a été démontré qu’il existe
une corrélation positive entre I’aflatoxine et les cas de malnutrition des enfants. Le syndrome
de Reye et le Kwashiorkor sont considérés comme des formes pédiatriques d'aflatoxicose
(affection infantile liée a la malnutrition) dans de nombreux pays africains. Les enfants
atteints de kwashiorkor ou de kwashiorkor marasmique présentent des taux élevés de
biomarqueurs de I’AFB1 par rapport a ceux en meilleure santé. Les besoins en protéines sont
plus élevés chez les enfants qui ont un taux d’aflatoxine élevé dans le sang, d’ou cette
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corrélation positive entre le taux d’aflatoxine et I’apport en protéines. La consommation
d’aliments contaminés conduit a la réduction de croissance chez les enfants [79, 83, 84].

De plus, I’AFB1 peut affecter I'absorption des nutriments par une toxicité intestinale. Des
preuves d’entéropathie ont été plusieurs fois démontrées dans des modeéles expérimentaux,
présentant des altérations de la densité intestinale [72, 79].

2. L’ochratoxine A.
2.1 Généralité.

Les ochratoxines (A, B et C) constituent une famille de mycotoxines appartenant aux
moisissures du genre Aspergillus ou Penicillium. L’Ochratoxine A est la plus fréquente et la
plus connue.

L'ochratoxine A (OTA), a été isolée en tant que métabolite d'Aspergillus ochraceus en 1965
lors d'un «screening » de métabolites fongiques spécialement congu pour identifier les
nouvelles mycotoxines. Elle a été également isolée d'un échantillon de mais commercialisé
aux Etats-Unis et a été reconnue comme une néphrotoxine puissante. L'ochratoxine A est
produite au champ et lors du stockage, sous des climats froids et tempérés par P. verrucosum
et en régions chaudes et tropicales par Aspergillus ochraceus. Sa biosynthése dépend du
pouvoir toxinogene de la souche de la moisissure, du type de substrat, de la localisation
géographique, et aux conditions de stockage apres récolte [6, 49, 55].

Parmi les 9 ochratoxines, seules l'ochratoxine A et trés rarement l'ochratoxine B ont été
détectées sur des produits végétaux. L’OTA a été retrouvée dans le mais, I’orge, le blé,
I’avoine, riz, les haricots, les pois moisis et les fruits secs. Mais également dans les graines de
cacao, le vin, le jus de raisin, la biére, des épices, ainsi dans les abats et la viande des animaux
consommant les aliments contaminés. Elle est présente aussi dans le lait de la vache [49, 55].

L'ochratoxine A est une mycotoxine ubiquitaire connue pour sa néphrotoxicité. Elle est
soupconné d'étre le principal agent étiologique responsable de la néphropathie endémique des
Balkans humains (BEN) et des tumeurs associées aux voies urinaires [85, 86].

L'OTA est l'une des mycotoxines les plus fréquemment rencontrées. Des analyses ont révélé
que 60% du plasma humain échantillonné au Maroc était positif pour 'OTA [87].
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2.2 Structure et propriétés physico-chimiques de ’OTA.

L’ochratoxine est une mycotoxine qui se présente sous trois formes de métabolites
secondaires A, B et C, mais I’ochratoxine A est la plus frequemment rencontrée (figure 12).

L’ochratoxine A est la  N-[(5-chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-méthyl-1oxo-1H-2-
benzopyran-7-yl) carbonyl]-L phénylalanine. Elle est composée d’une dihydrocoumarine
chlorée, liée a une molécule de phénylalanine. Les ochratoxines B et C sont respectivement
I'analogue déchloré et I'ester éthylique de I'OTA [55].

L'ochratoxine A pure est un solide blanc cristallisé, de masse moléculaire de 403,8 g/mol. Elle
est un acide organique faible avec un pKa de 7,1. A pH acide ou neutre, elle est soluble dans
les solvants organiques polaires et trés peu soluble dans I’eau. A pH alcalin, elle devient
soluble et stable en solution aqueuse. Elle présente un maximum d'absorption a 333 nm, et
sous excitation a 340 nm, elle est fluorescente, avec un maximum d'émission a 428 nm sous
sa forme non ionisée et a 467 nm sous sa forme ionisée. L’OTA est stable au stockage, en
raison de sa structure et résiste bien aux procédés de transformation industrielle. La

production de I’ochratoxine ne peut se produire que lorsque I’Aw est supérieur a 0,85 [49, 55].

Cl

Figure 12 : Structure chimique de I’ochratoxine A [6].
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2.3 Métabolisme de ’'OTA.

L’ochratoxine A est absorbée au niveau de I’estomac en raison de ses propriétés acides
(pKa = 7,1) [55], mais aussi au niveau du duodénum et I’intestin gréle. Aprés I’absorption,
I’OTA se lie aux protéines plasmatiques, principalement I’aloumine (>99%), ce qui retarde de
30 jours son excrétion dans I'urine [49, 68].

Sous I’action de la carboxypeptidase A, la chymotrypsine et la flore microbienne, I’'OTA est
hydrolysée en OTa non toxique. Au niveau hépatique, ’'OTA est transformée en métabolites
mineurs comme les 4R- et 4Shydroxy-ochratoxine A (4-OH-OTA) et la 10-
hydroxyochratoxine A. Les formes isomeres de 4-OH-OTA sont considérées comme des
métabolites de détoxification partielle [55]. L’excrétion de I’OTA sous forme inchangée chez
I’lhomme se fait principalement par voie urinaire. Les études in vitro et in vivo chez les
animaux ont montré que plusieurs métabolites de I’OTA, dont un dérivé de quinone, les
métabolites hydroxylés, OTB, OTa (perte de phénylalanine) sont formés lors de son
métabolisme (figure 13) [86].

La demi-vie de I’OTA dans le sérum chez I’homme exposé par voie orale est estimée a 35,5
jours [49]. Cependant, une relation variable entre les concentrations plasmatiques et urinaires
aurait résulté d'une diminution de l'efficacité des mécanismes métaboliques et d'excrétion de
I'OTA avec I'age [68].

De l'ochratoxine A a été retrouvée dans le sang de cordon ombilical de femmes enceintes
démontrant ainsi un passage transplacentaire. Son accumulation dans le placenta peut
provoquer des malformations [49, 55]. L'ochratoxine a été détectée dans le sang et d'autres
tissus animaux et dans le lait, y compris le lait humain [88].

Cette toxine est éliminée tres lentement de I'organisme, alors que ses métabolites sont
éliminés beaucoup plus rapidement [55].
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Figure 13 : Voies métaboliques de I’OTA [55].

2.4 Meécanisme d’action de ’'OTA.

Actuellement, le mécanisme d’action cancérogene de I’OTA n’est pas complétement connu.
L'OTA est une mycotoxine génotoxique suite au métabolisme oxydatif. On pense que cette
activité joue un role central dans la carcinogenése médiée par 'OTA et peut étre divisée en
meécanismes d'action directs (adduction d'ADN covalent) et indirects (dommages a I'ADN
oxydatif) [86]. Elle cause également, des cassures simple-brin de I’ADN, des échanges de
chromatides sceurs, des aberrations chromosomiques et induit la formation des micronoyaux
[49].

L'ochratoxine A perturbe la physiologie cellulaire de multiples fagons, mais il semble que les
principaux effets soient associés aux enzymes participantes au métabolisme de la
phénylalanine, principalement en inhibant I'enzyme impliquée dans la synthése du complexe
phénylalanine-ARNt [6]. De plus, elle inhibe la production d’ATP mitochondrial, stimule la
peroxydation des lipides, elle impact la synthese des protéines, et entraine la détoxification
par les peptidases [6, 55]. L’OTA a plusieurs sites d’action tout au long du néphron (tableau
X).
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Faible
dose

Forte
dose

Tableau X : Différents effets de I’OTA sur le tube proximal et le tube collecteur

(Gekle et al., 1998) [55].

Tube proximal

Inhibition non compétitive du systeme de
transport des anions organiques.
Inhibition du systéme de transport des
cations organiques.

Prolifération cellulaire et hypertrophie.
Diminution de la réabsorption des
protéines.

Diminution de la viabilité cellulaire.
Membrane plasmatique perméable.
Inhibition de la synthese d’ADN.
Inhibition de la synthése protéique.
Inhibition de la prolifération cellulaire.
Détachement cellulaire et diminution

générale du transport.

Tube collecteur

Blocage des canaux ioniques de la
membrane plasmatique et de I’échange
Cl- /HCO3-.

Altérations de I’homéostasie du pH et du
Cl-, et du transport transépithélial des
électrolytes et H+.

Activation d’ERK1/2.

Dédifférenciation cellulaire.

Diminution de la viabilité cellulaire
Membrane plasmatique perméable
Inhibition de la synthese d’ADN
Inhibition de la synthése protéique
Inhibition de la prolifération cellulaire
Détachement cellulaire et diminution

générale du transport.

2.5 Propriétés toxicologiques et effets sur la sante.

La toxicité de I’ochratoxine A est due a sa structure chimique ; son atome de chlore et son

groupement phénolique, ainsi que sa partie isocoumarinique jouent un rdle important [89].

L’ochratoxine A est connue pour sa néphrotoxicité chez toutes les especes animales étudiées a

ce jour. De plus, cette toxine est dotée d’un pouvoir tératogéne et carcinogene puissant, elle

est également immunotoxique, neurotoxique, et hépatotoxique [6, 90].
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2.5.1 Toxicité aigué.

Par voie orale, la DL50 chez les rats males est de 30,3 mg.kg™p.c. alors que pour les rats
femelles elle est de 21.4 mg.kg™p.c. Le chien et le porc sont les espéces les plus sensibles, la
souris et le rat sont les moins sensibles. Chez le rat, I’exposition par voie orale d’une dose
unique d’OTA (0,17 ou 22 mg.kg™p.c.), provoque des hémorragies multifocales dans de
nombreux organes, des thrombi de fibrine dans la rate, dans le plexus choroide du cerveau, le
rein, le foie et le cceur. Ces lésions impliquent une coagulation intravasculaire disséminée qui
serait due a I’activation des systemes intrinséques et extrinseques de la coagulation. Les autres
manifestations sont une nécrose hépatique et lymphoide, une entérite avec une atrophie des
villosités affectant plus séverement le jéjunum ainsi qu’une néphrite [55]. Les effets
néphrotoxiques de I’OTA sont mis en évidence surtout lors des études de toxicité subaigué et
chronique [49].

Les effets néfastes de I’OTA sont aggravés en présence de citrinine, une autre mycotoxine,
produite par les mémes especes de moisissures que I’OTA. Les deux molécules exercent une

réelle synergie toxicologique [49].
2.5.2 Toxicite chronique.

Une exposition prolongée a I’OTA entrainé une réduction du débit sanguin et par conséquent
une diminution de la filtration glomérulaire. Le tubule proximal est également affecté, ce qui
entraine une glycosurie et une enzymurie. En complément des Iésions rénales, des anomalies
histologiques cardiaques et hépatiques, des anomalies de la coagulation, des Iésions gastro-
intestinales et d’autres signes ont été observés dans différentes especes animales [49]. Chez
les animaux atteints de néphropathie, les reins deviennent pales et augmentent

considérablement de taille [91].
2.5.3 Néphrotoxicite.

Le rein est le principal organe cible. L'OTA est soupconnée d'étre le principal agent
étiologique responsable de la Néphropathie Endémique des Balkans humains (BEN) et des
tumeurs associées aux voies urinaires. Des similitudes frappantes entre la néphropathie

porcine induite par I'OTA chez le porc et le BEN chez I'nomme ont été observées [86]. Elle
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serait également mise en cause dans la néphropathie Tunisienne (TCIN) affectant la

population en Tunisie [92].

La Néphropathie Endémique des Balkans est une néphrite interstitielle chronique progressive
diagnostiquée chez les adultes avec une prédominance chez les femmes, elle survient chez les
populations vivant dans des zones bordant le Danube dans certaines régions de Roumanie, de

Bulgarie et de I'ex-Yougoslavie [93].

Au début, la maladie de BEN est caractérisée par une modification des cellules épithéliales
sans modification de la taille de l'organe. Apres une exposition chronique, les reins sont
réduits et la fibrose interstitielle présente I’'image la plus importante. Au stade final, une
altération de la fonction rénale entraine une enzymurie, une polyurie accompagnée d'une
langue rouge, de la soif et d'un golt amer. Ni cedéme, ni hypertension ne peuvent étre
observés. D'autres symptdmes tels que : maux de téte, douleurs lombaires, asthénie et anémie
(carence en fer) ont été enregistrés. Plusieurs parameétres biochimiques ont changé,
notamment la glycosurie, la protéinurie, l'alcalinisation de l'urine, une élévation du taux de
créatinine sérique et une augmentation de l'immunoglobuline M (IgM) et de
I'immunoglobuline E (IgE) [94].

Dans une étude bulgare, la contamination des aliments par l'ochratoxine et la présence
d'ochratoxine dans le sérum humain étaient plus fréquentes dans les familles atteintes de
néphropathie balkanique endémique et de tumeurs des voies urinaires que dans les familles
non touchées [95].

2.5.4 Cancérogenicité.

Le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) a classé 'OTA comme cancérogene
possible pour I'homme (groupe 2B) en 1993 [86].

L’OTA est cancérogene chez les rongeurs et induit des tumeurs du foie, du rein, de la vessie,
mammaires et testiculaires. Toutefois, les lésions tumorales retrouvées au niveau rénal sont
prédominantes [49]. Une hypothese énonce que I'OTA causerait des dommages oxydatifs a
I'’ADN, entrainant une mutagenese et une carcinogenése potentielle [96].
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2.5.5 Immunotoxicité.

De nombreuses études ont montré que I’OTA est un puissant immunosuppresseur in vitro et
in vivo [97]. En outre, I'OTA a pour effet la diminution de la taille des organes lymphoides
(thymus, rate, plaques de Peyer) chez plusieurs espéces animales. Elle agit également sur les
cellules de la moelle osseuse, modifie le nombre des différentes lignées des globules blancs et
le nombre des cellules immunitaires présentes dans les tissus. L’OTA module aussi la
fonction de ces cellules et peut induire I’apoptose dans les lymphocytes périphériques
humains [49].

Il a été signalé que I’OTA affectent également la fonction immunitaire au niveau de la
synthese des anticorps et de I’activité des cellules NK (Natural Killer) [98]. Par ailleurs, elle
semble exercer un effet immunostimulateur par I’induction des cytokines (médiateurs pro-

inflammatoires) telles que le TNFa (facteur de nécrose de tumeur) hépatique [99].
2.5.6 Embryotoxicite et tératogénicite.

L’OTA est tératogéne chez I’animal. Elle est capable de traverser le placenta, s'accumuler
dans les tissus feetaux. Une mortalité prénatale de I’ordre de 20 % a été observée chez des
souris ayant recu 4 mg d’OTA /kg p.c. aux 7°, 8° et 9° jours apres la gestation. Ainsi que des
anomalies du systéme nerveux central, des yeux et du squelette axial doses-dépendantes ont
été enregistrées chez les feetus. Les principales malformations sont celles qui touchent les

structures craniofaciales [55, 86].

Diverses anomalies sont également induites y compris une perte de poids du feetus, un retard

de croissance et des anomalies des visceres [100].
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3. La zéaralénone.

3.1 Généralité.

La zéaralénone (ZEN) est une autre mycotoxine courante produite par de nombreuses especes
du genre Fusarium (F. graminerum graminearum, F. culmorum, F. equiseti, F.
crookwellense). C’est un contaminant naturel des céréales (mais, orge, blé, riz, avoine...)
principalement au champ lorsque les conditions climatiques sont mauvaises, mais aussi lors
du stockage du mais ou au cours du maltage de I’orge, dans les régions tempérées d’Europe,
d’Amérique, d’Asie. Dans des conditions d’humidité trés élevée, cette toxine peut également
étre élaborée par Aspergillus ochraceus, A. parasiticus et A. versicolor dans les grains de blé
[49].

La zéaralénone anciennement connue sous le nom de la toxine F-2, a été découverte
occasionnellement dans les années cinquante alors que des chercheurs essayaient d’aboutir a
des molécules anabolisantes a partir de micro-organismes [27]. Par ailleurs, il a été montré
qu’Aspergillus oryzae, A. parasiticus et A. versicolor pouvaient également synthétiser la
toxine dans des grains de blé, dans des conditions d’humidité trés élevees (74 %) [101].

3.2 Structure et propriétés physico-chimiques de la zéaralénone.

La zéaralénone, (6-[hydroxy-6-oxo-trans-1-undecenyl] -B-acide résorcylique p-lactone), est
une mycotoxine cestrogénique non stéroidienne (xénoestrogene), issue du métabolisme

secondaire et biosynthétisé par la voie des polycétides [6, 102].

La structure chimique de la ZEN, illustrée sur la figure 14, présente une similitude structurelle
a celle des cestrogenes naturels tels que le 17B-estradiol et, de ce fait, elle peut se lier aux
récepteurs des cestrogénes, perturbant ainsi I'équilibre hormonal et conduisant a de
nombreuses maladies du systéme reproducteur [103, 104].

La ZEN est une molécule trés faiblement soluble dans I’eau et dans I’hexane ; sa solubilité
augmente avec la polarité des solvants. Elle est fluorescente, et est capable d’absorber la
lumiére ultraviolette avec un maximum d’absorption a 236 nm. Elle apparait d'une couleur

bleu-vert lorsqu'elle est excitée par des longueurs d'onde élevées (360 nm), et d'un vert plus
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intense avec des longueurs d'onde plus faibles (260 nm). Dans l'alcool éthylique, son
maximum de fluorescence est observé pour une longueur d'onde d'environ 314 nm, avec une
émission a 450 nm. Cette propriété est utilisée en chromatographie pour le dosage de la
zéaralénone et de ses dérivés [105]. Méme si la zéaralénone présente une fonction lactone et
une double liaison en C11-C12, elle est classée parmi les mycotoxines stables [106].
Cependant, Ryu et al. (1999) montrent que son chauffage dans une solution alcaline entraine
un début de dégradation des 150 °C.

HO o) CHj

HO

Figure 14 : Zéaralénone [6].
3.3 Devenir et mécanisme d’action.

Apres administration orale, la zéaralénone est rapidement absorbée, elle peut étre métabolisée
dans les différents tissus et particulierement dans le foie en a- et B-zéaralénol (ZEL), sous
I’action d’hydroxystéroide déshydrogénase, et en a- et B-zéaralanol (ZAL), lesquels peuvent
subir une glucuronoconjugaison [49, 55]. La biotransformation du ZEN est principalement un
processus de bioactivation, qui conduit a la production de a-ZEL, un métabolite dont l'activité
cestrogénique est trois a quatre fois supérieure a celle du composé d'origine [107].

La zéaralénone présente une tres faible affinité pour les globulines de liaison aux hormones
sériques et, par conséquent, peut présenter des concentrations sériques libres (non liées)
élevées, augmentant ainsi sa capacité a activer les voies cestrogéniques [108]. A savoir, elle
entre en compétition avec les hormones stéroides endogénes pour les récepteurs des
cestrogénes [109]. Chez I’homme, comme chez le porc, la zéaralénone subi une excrétion

urinaire sous forme du composé parental glucuronoconjugué et d’ a- zéaralénol [55].
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e Activité eestrogénique.

Des études in vivo et in vitro prouvent que la ZEN et ses dérivés (a-ZEL, B-ZEL, a-ZAL et -
ZAL) se fixent de facon compétitive aux récepteurs cytosoliqgues ESR1 et ESR2, et les
activent au niveau des tissus riches en ces récepteurs comme I’utérus, les glandes mammaires,

le foie et I’hypothalamus [110, 111].

Apres pénétration dans la cellule, la ZEN se lie aux récepteurs aux cestrogenes cytosoliques
(ESR1 et ESR2). Le complexe ZEN-Récepteur ainsi formé est transféré dans le noyau et se
fixe a des éléments de réponse aux cestrogénes de geénes cibles (ERE), modulant leur

expression et provoquant I’apparition d’effets endocriniens (figure 15) [112].

Effets
endocriniens

ﬁ:ytcso]

Noyau

YT ‘?
ZEN V
Modulation d
ESR1/2
gL génes cibles

Figure 15 : Mécanisme d’action de la zéaralénone [112].
e Stress oxydant et mort cellulaire.

Des études montrent que la ZEN est capable d’induire un stress oxydant qui semble jouer un
role majeur dans la cytotoxicité provoquée par cette toxine. La ZEN et ses métabolites réduits
induisent, in vitro, une perturbation du cycle cellulaire, une inhibition de la synthése des
protéines et de I’ADN [113-115] ainsi qu’une augmentation du malondialdéhyde (MDA) qui

est un marqueur du stress oxydant [114].
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3.4 Propriétés toxicologiques.

Chez les animaux de laboratoire et les animaux domestiques, la zéaralénone induit des
altérations au niveau du systeme reproducteur. Mais aucun effet tératogene n’a été rapporté
[49].

3.4.1 Toxicité aigué.

La ZEN présente une faible toxicité aigué apres administration orale, mais aussi
intrapéritonéale chez la souris, le rat et le cobaye. La DL50 varie entre 4 000 et plus de 20 000
mg.kg™p.c. [116].

L’administration par voie orale d’une dose unique de 40mg/kg de poids corporel a des souris

entraine une infiltration lymphoide du foie et une réduction des glomérules rénaux [117].
3.4.2 Toxicité chronique.

Plusieurs études de toxicité chronique ont confirmé I’effet cestrogénique de la zéaralénone qui
peut s’exprimer méme a faibles doses chez de multiples espéces animales. Les effets
cestrogéniques dose-dépendants observés chez les souris femelles étaient une fibrose de
I’utérus ou I’apparition de canaux kystiques dans les glandes mammaires. Chez les rats males,
les effets notés étaient : une inflammation de la prostate, une atrophie testiculaire et la
présence de canaux kystiques dans les glandes mammaires [49]. Tandis que chez I’homme, la
ZEN serait responsable d’« épidémies » de puberté précoce [27].

3.4.3 Génotoxicité.

In vitro, la ZEN a induit des échanges de chromatides sceurs, des aberrations chromosomiques

et une polyploidie, dans des cellules ovariennes d”hamster chinois [109].
3.4.4 Cancérogenicite.

La zéaralénone et ses dérivés sont classés par le Centre international de recherche sur le
cancer dans le groupe 3 (non classables en ce qui concerne leur cancérogénicité pour

I'homme), en raison du manque de données sur son potentiel cancérogéne [109].
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3.4.5 Immunotoxicité.

Plusieurs altérations des parameétres immunologiques ont été observées a des concentrations
élevées en ZEN in vitro (I’inhibition de la prolifération lymphocytaire mitogene stimulée,
augmente la production d'IL-2 et d'IL-5) [109].

3.4.6 Effets sur les fonctions de reproduction.

Le zéaralénone ainsi que ses métabolites présentent un effet cestrogénique associé a leur
similarité structurelle avec I'normone sexuelle humaine 17p-estradiol, et a donc également une
affinité et un effet similaires aux récepteurs des cestrogenes, ce qui entraine des problémes de

fertilité chez I'nomme et le bétail (Conseil nordique des ministres 1998) [68].

Plusieurs essais montrent que la liaison de la zéaralénone aux récepteurs des cestrogenes est

environ 20 fois inférieure a celle observée avec le 17p-estradiol [118].

Cependant, la zéaralénone provoque des altérations de la reproduction chez les rongeurs et
chez les animaux domestiques. Divers effets cestrogéniques tels qu’ une augmentation des
résorptions embryolétales, une diminution de la fertilité, une réduction de la taille des portées,
des modifications du poids des glandes surrénales, de la thyroide et de I’hypophyse ainsi que
des changements des taux sériques de progestérone et d’cestradiol ont été observés chez la

souris, le rat, le cobaye et le lapin [116].

Les porcs sont particulierement sensibles aux effets cestrogéniques de la zéaralénone. Il a été
démontré que cette toxine se liait aux récepteurs cestrogéniques et inhibait l'ovulation, et
qu’elle était associée a I' hypercestrogénie chez le porc [119], provoquant une hypertrophie du

tractus génital femelle et une atrophie des testicules chez le méle [27].

Chez I’homme, quelques études suggérent une relation entre I’exposition a la ZEN et
I’apparition d’une puberté centrale précoce chez les jeunes filles [120, 121] et

d’adénocarcinomes endométriaux chez les femmes [122].
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4. Les trichothécénes.

4.1.Généralité.

Les trichothécénes (TCT) est une famille qui regroupe environ 148 composes, tous
synthétisés par de nombreuses espéces fongiques dont celles des genres Fusarium,
Penicillium, Cephalosporium, Myrothecium, Trichoderma et Stachybotrys [123]. Ces
moisissures contaminent principalement les céréales comme le mais, le blé, le seigle ou
l'avoine, et également les fruits (bananes). Les trichothécénes sont des mycotoxines
thermostables, ce qui justifie leurs présences dans des produits finis comme la farine, le pain,

les gateaux secs ou les pates [55].

Des cas d’Aleucie Toxique Alimentaire (ATA), leucopénie, thrombopénie et anémie sévere

avec aplasie, ont été observés en ex-URSS au milieu du XXe siécle [27].

Bien que le nombre de trichothécénes connus soit maintenant supérieur a 100, les
informations sur la présence naturelle dans les aliments se limitent principalement au
déoxynivalénol (DON, également appelé vomitoxine), au nivalénol (NIV), a la toxine T-2 (T-
2), & la toxine HT-2 (4-deacetyl T-2, HT-2) et au diacétoxyscirpénol (DAS) [124].

4.2.Structure et propriétés physiques et chimiques.

Les trichothécenes appartiennent a la famille des sesquiterpénoides formés exclusivement
d’atomes de carbone, d’hydrogene et d’oxygéne. Ces composés sont constitués de trois cycles
accolés : un cyclopentane, un oxacyclohexane et un cyclohexane (figure 16). Ce squelette
tricyclique est nommé « trichothécane » [125]. Tous les trichothécénes naturels disposent
d’une double liaison en C9-C10 ainsi qu’un groupement époxy en C12-C13 [49].

Les trichothécenes sont produites a partir du mévalonate [42]. Plus de 100 trichothécenes sont
connues ; le désoxynivalénol (DON) et le nivalénol (NIV) sont deux des trichothécenes avec

des structures chimiques tres similaires [126].

La plupart des trichothécenes manquent d'insaturation conjuguée dans leurs structures, il en
résulte I’absence d'absorption dans le spectre ultraviolet (UV), a l'exception de I'absorption
finale due a l'insaturation en C-9. Ce manque d'absorbance constitue une source de difficulté
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pour réaliser une détection sensible et spécifique en analyse HPLC. En revanche, les

trichothécénes de type D donnent des spectres ultraviolets caractéristiques [127].

Ueno, (1977) a classé les trichothécénes en 4 groupes. Ainsi ils sont classés comme
macrocycliques ou non macrocycliques, selon la présence d'un ester macrocyclique ou d'un
pont ester-éther entre C-4 et C-15 [6, 127, 128] :

- Le groupe A regroupe les trichotécenes qui n’ont pas de fonction cétone en C8.
Les plus importants sont la toxine T-2, le diacétoxyscirpenol (DAS) et la toxine
HT-2;

- Le groupe B regroupe les trichotécenes ayant une fonction cétone en C8. Les plus

importants sont le nivalénol (NIV), le déoxynivalénol (DON) et la fusarénone-X ;

- Le groupe C regroupe les trichotécénes ayant un époxyde supplémentaire entre

C7 et C8 tels que la crotocine ;

- Le groupe D regroupe les trichotécenes ayant un macrocycle entre C4 et C15

telles que les verrucarines, les roridines et les satratoxines.

Fusarium est le genre majeur impliqué dans la production des trichothécenes non
macrocycliques [6]. L'exposition aux TCT des groupes C et D est plus fréquente par voies
cutanée et respiratoire. Les groupes A et B étant les plus importants en termes de prévalence
naturelle [49].

H
- - R1
4. .- H
R2

Figure 16 : Structure générale semi développée des trichothécénes [127].
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Tableau XI : Principaux trichothécenes [127].

R1 R2 R3 R4 R5

TOXINE T-2 OH CH3COO- CH3COO- H (CH3)2CHCH2COO
DAS OH CH3COO- CH3COO- H H
DON OH H2 OH OH @)
NIV OH OH OH OH @)

4.3.Métabolisme des trichothécenes.

En général, les trichothécénes absorbés par le tube digestif sont distribués uniformément dans
de nombreux tissus et organes, sans accumulation notable dans des organes spécifiques [127].

Les trichothécenes font partie des mycotoxines les plus actifs biologiquement. Leur activation
n’est donc pas nécessaire pour exercer leurs effets toxiques. Ils sont toxiques directement
grace au groupement réactif électrophile 12,13-époxyde présent dans leur structure [49]. Les
métabolites des trichothécénes produits sont moins toxiques que les toxines meres

correspondantes [127].

La plupart des études toxicologiques ont éte effectuées sur la toxine T-2 (groupe A). La toxine
T-2 est rapidement métabolisée par déacétylation, hydroxylation, glucuronoconjugaison et dé-
époxydation. Sa biotransformation par déacétylation aboutit a la formation de toxine HT-2
[55]. La toxine HT-2 peut étre ensuite deacétylée, hydroxylée et conjuguée selon différentes
voies métaboliques en 3'hydroxy HT62, T-2 triol, 3'hydroxy T-2 triol, 4-deacetylneosolaniol
qui est converti en T-2 tetraol et ses conjugués glucuronides. La toxine T-2 peut étre aussi
directement hydroxylée en 3'hydroxy T-2 [55]. La dé-époxydation et Ila
glucuronoconjugaison, en particulier, sont associées a une détoxification remarquable des
trichothécénes [127].

Chez I’animal, la biodisponibilité des trichothécénes varie selon les espéces animales, allant
de moins de 10 % chez les ovins et la volaille & plus de 50 % chez le porc [55].
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4.4.Mécanisme d’action.

Les trichothécénes sont des inhibiteurs extrémement puissants de la synthese des protéines
eucaryotes, ce qui leur confére un pouvoir cytotoxique. Différents trichothécénes interférent
avec les étapes d'initiation, d'élongation et de terminaison de la synthése des protéines. Par la
suite, il semblerait que, tous les trichothécénes inhibent la peptidyl transférase en se liant au
méme site de liaison aux ribosomes. La trichodermine a été le premier trichothécéne a inhiber

I'activité de la peptidyl transférase [6, 129].

Les TCT inhibent la synthese d’ARN et d’ADN, le systeme mitochondrial de transport des
électrons, le transport et les fonctions membranaires. Les trichothécénes macrocycliques sont
les plus cytotoxiques de la famille des TCT. Ce sont également des activateurs de différentes
kinases par le biais d’un mécanisme appelé « le stress ribotoxique ». lls peuvent augmenter
les concentrations des cytokines pro-inflammatoires ainsi que déclencher I’apoptose [49,
130].

La toxine T-2 est un inhibiteur potentiel de la synthese des protéines in vivo et in vitro [109].
Alors que la toxine HT-2 a pour cible le systéeme immunitaire [42].

4.5. Proprietés toxicologiques et effets sur la santé.

Les principales pathologies humaines connues dues a I’exposition aux trichothécénes sont
I’Aleucie Toxique Alimentaire (ATA) décrite en Russie et la Stachybotryotoxicose en

Europe.

La « Moldy Corn Toxicosis » en Amérique du Nord et la « Red Mold Disease » ou « Akakabi
byo disease » en Asie du Sud-Est induisent les mémes symptomes que les deux maladies
précédentes. Ces symptdmes sont caractérisés principalement par des troubles hématologiques

: thrombocytopénie, perturbation de I'hémostase, leucopénie et agranulocytose [55].

Les trichothécenes sont des agents cytotoxiques puissants. lls peuvent avoir des effets
immunotoxiques, hématotoxiques et myélotoxiques (hémorragies, thrombocytopénie,
leucopénie), et sont également irritants pour la peau et peuvent causer des rougeurs a faibles
doses [131].
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¢ Trichothécénes du groupe A.

Les principaux effets du groupe A sont: immunotoxicité, hématotoxicité. Le systeme
immunitaire est une cible primaire de la toxine T-2 et ses effets incluent des modifications du
nombre de leucocytes, une hypersensibilité retardée, une diminution des progéniteurs sélectifs
des cellules sanguines, une diminution de la formation d'anticorps et un rejet de l'allogreffe

[109]. La toxine T-2 est le plus myélotoxique des trichothécenes [55].

L’effet hématotoxique in vivo, chez le rat, la souris, le porc, les bovins, les ovins et I'homme
se manifeste par une leucopénie, une anémie, une atteinte de la concentration en hémoglobine
et de I’hématocrite. La survenue d’hémorragie est un symptbme caractéristique des
intoxications par les trichothécénes. Cette hémorragie est due & une diminution du nombre de

plaquettes dans le sang circulant et a des dysfonctionnements de celles-ci [55].

Des épidémies d'intoxication aigué ont été rapportées et dans lesquelles les effets signalés
comprenaient des nausées, des vomissements, une irritation du pharynx, des douleurs et une
distension abdominales, de la diarrhée, des selles sanglantes, des vertiges et des frissons
[109].

¢ Trichothécénes du groupe B.

Des atteintes hématotoxiques et myélotoxiques ont été observées chez plusieurs especes
animales aprés leur exposition aux trichothécénes du groupe B. Notamment, une diminution
du nombre de cellules sanguines circulantes due a une myélotoxicité est décrite. Ces troubles
hématologiques présentent une amplitude plus faible que ceux induits par les trichothécenes
du groupe A. Le déoxynivalénol (DON) est le moins myélotoxique des trichothécenes étudiés
[55].

Apres administration aigué, le DON se caractérise par deux effets toxicologiques : diminution
de la consommation alimentaire (anorexie) et vomissement [109]. C’est pourquoi, le DON est

parfois appelé vomitoxine ou facteur de refus alimentaire [6].

En 1993, le CIRC a classé le désoxynivalénol dans le groupe 3, non classifiable quant a sa

cancérogénicité pour 'nomme [109].
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5. Les fumonisines.

5.1 Généralité.

Les fumonisines sont un groupe de mycotoxines élaborées par les especes du genre Fusarium
principalement Fusarium verticillioides (anciennement F. moniliforme) et F. proliferatum.
Elles ont été décrites et caractérisées pour la premiere fois en 1988 [6]. Les fumonisines
contaminent fréquemment le mais et ces dérivés, mais elles sont présentent également dans

I'asperge, le riz, le blé, l'orge, la biére, le thé noir et les plantes médicinales [132, 133].

Parmi les principales fumonisines identifiées (A, B, C et P), la fumonisine B1 (FB1) est la

plus abondante et occupe une place prépondérante dans la littérature [134].

5.2 Structure et propriétés physico-chimiques.

Les fumonisines sont des mycotoxines chimiquement reliées comme illustré dans la figure 17.
Ce sont des analogues des acides gras [74]. Ce sont des composeés polaires, solubles dans I'eau
et insolubles dans les solvants apolaires [55]. Leur caractere hydrophile est di a la présence
de quatre fonctions acides carboxyliques [49]. Les fumonisines n'absorbent pas en lumiere
ultraviolette ou en lumiére visible et ne sont pas fluorescentes [135]. Par ailleurs, elles sont
thermostables, ce qui rend leur destruction au cours des procédés thermiques de séchage et de

stérilisation compliquée [136].

Hy

o OH
oH Ty o CH, R, OH
CH,
o o
HO o CH, Ra NH,
m
HO o

R1 R2 Masse moléculaire
Fumonisine B1 (FB1) OH OH 721,8
Fumonisine B2 (FB2) OH H 705,8
Fumonisine B3 (FB3) H OH 705,8
Fumonisine B4 (FB4) H H 689,8

Figure 17 : Structures chimiques des fumonisines [55].
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5.3 Mécanisme d’action.

La fumonisine B1 agit par analogie structurale avec la sphingosine (So) et sphinganine (Sa),
ce qui cause une perturbation du métabolisme des sphingolipides en inhibant la sphinganine et
la sphingosine N-acyltransférase. Cette perturbation provoque une modification du rapport
Sa/So dans les tissus, le plasma et l'urine de nombreuses especes in vivo et ex vivo, sur culture
cellulaire [135, 137]. Le métabolisme des folates est également affecté par I’action de cette
mycotoxine. En outre, I’effet toxique de la FB1 sur les mécanismes cellulaires incluent le
stress oxydatif, I’apoptose, les altérations dans I’expression des cytokines et la cytotoxicité
[49].

Aucun adduit a I'ADN de la FB1 n'a été détecté [109]. D’autre part, la FB1 induit des cassures
simple-brin ainsi que des aberrations chromosomiques et des micronoyaux. Elle modifie la
transduction du signal et, par conséquent, aurait des propriétés de promoteur de cancer [49].

La FB1 est phytotoxique, elle perturbe la biosynthése des sphingolipides chez les plantes,
endommage les membranes cellulaires et réduit la synthese de la chlorophylle [109].

5.4 Propriéteés toxicologiques et effets sur la santé.

Le principal probleme de la fumonisine B1 réside dans la contamination des aliments destinés
aux animaux de rente. Chez ces derniers, la FB1 provoque des affections variées ; deux
formes d'évolution mortelle étant plus  spécifiquement caractérisées : la
leucoencéphalomalacie équine et I'cedéme pulmonaire porcin. Chez le rat, elle est
hépatocarcinogéne. Et chez I'homme, elle contribue & la survenue de cancers de I'cesophage et
a la formation de plaques d'athérosclérose [135, 138] .

e Cancérogénicité.

L’IARC a répertorié les toxines dérivées de Fusarium comme des cancérogénes potentiels
chez I’homme dans le groupe 2 B [139]. La FB1 semble avoir des propriétés de promoteur de
tumeurs. En outre, I’exposition simultanée de la FB1 avec I’aflatoxine B1, qui est un puissant
initiateur de cancers, met en place une réelle synergie toxicologique [49].
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e Immunomodulation.

Des études montrent que la FB1 augmente la production de cytokines inflammatoires par
diverses cellules gastriques et intestinales. Cet effet a long terme peut éventuellement étre a
l'origine de I'apparition ou du développement d'une inflammation et d'une atrophie ultérieure
dans les tissus mentionnés ci-dessus [134].

e Autres effets.

Les fumonisines peuvent entrainer des effets indésirables sur le systéme cardiovasculaire
(hypertension et athérosclérose) [55]. Une neurotoxicité de la FB1 a été également observée

dans un modele de carpe [140].

Par ailleurs, il y a peu de preuves d'un passage de la mycotoxine au niveau placentaire ou
pendant la lactation. En revanche, des études de reproduction, embryotoxicité et tératogénicité
sur des embryons de souris, ont montré que la FB1 engendre des anomalies de fermeture du
tube neural et des altérations craniofaciales qui peuvent étre évitées par une supplémentation
de l'aliment en acide folique. Chez I'hnomme, une étude récente suggére une association
significative entre la consommation d'aliments contaminés par les fumonisines et ces

anomalies du tube neural pendant le premier trimestre de la grossesse [55].
6. La patuline.

6.1 Généralité.

La patuline a été isolée pour la premiére fois par Birkinshaw et al. en 1943, a partir de
Penicillium griseofulvum et P. expansum. Elle a été découverte en tant qu'antibiotique, mais

sa neurotoxicité est a l'origine de son abandon [141].

Elle a été également isolée de plusieurs especes appartenant a Aspergillus, Byssochlamys,
Paecilomyces. C'est la mycotoxine la plus répandue dans les pommes abimées et stockeées,
ainsi que dans les produits dérivés tels que les jus, le cidre, les compotes et autres aliments
destinés aux jeunes enfants. Elle est également retrouvée dans les bananes, péches, jus de
raisin, mais en faible taux [49, 142, 143].
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6.2 Structure et propriétés physiques et chimiques.

La patuline est un métabolite polycétide. Elle est connue sous une grande diversité de noms
(expansine, clavacine, claviformine, clavatine). Il s’agit d’une lactone hétérocyclique

insaturée comme illustré dans la figure 18, de poids moléculaire 154 g/mol [55].

Stable a trés haute température, son point de fusion est de 111 °C et son maximum
d’absorption est a 275 nm. Elle est soluble dans I’eau et la plupart des solvants organiques.

Elle est stable en milieu acide, mais perd son activité en milieu alcalin [55].

0 /)
A
0 OH

Figure 18 : La patuline [6].
6.3 Mécanisme d’action et propriétés toxicologigues.

La patuline a une forte affinité pour les groupes sulfhydriles, ce qui explique son inhibition de
nombreuses enzymes (succinique-déshydrogénase, cytochrome-oxydase, aldolase, ARN
polymérase-ADN dépendante A, lactate-déshydrogénase,...). Les adduits de patuline formés
avec la cystéine sont moins toxiques que le composé non modifié dans les études de toxicité
aigué, de tératogénicité et de mutagénicité [142, 144].

La patuline présente des propriétés mutagénes, tératogenes, neurotoxiques, immunotoxiques
et cytotoxiques [49]. Concernant le caractere cancérogene de la patuline, le Centre
international de recherche sur le cancer (CIRC), a classé cette toxine dans le groupe 3, ol
figurent les produits pour lesquels il est impossible de se prononcer quant a la cancérogénicité
pour I’homme [145].
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La patuline est capable de provoquer des cedemes pulmonaires et des Iésions vasculaires
hépatiques, spléniques et rénales [30]. Toutefois, elle engendre accessoirement des
dégénérescences des neurones du cortex cérébral, d’ou I’apparition de divers symptomes
nerveux [146].

Quant a I’'immunotoxicité de la patuline, elle se traduit par I’altération de la réponse
immunitaire de I'héte. De nombreuses études in vitro ont démontré que la patuline inhibe
plusieurs fonctions des macrophages dont la synthese des protéines [55, 142], altére la
fonction membranaire, diminue la production de radicaux oxygénés, la fusion phagosome-
lysosome et I’activité des lysosomes [55, 147].

7. Autres mycotoxines.

A coté de ces mycotoxines citées, plusieurs autres mycotoxines sont importantes sans qu’elles
soient considérablement répandues. Le tableau XII illustre ces mycotoxines ainsi que les
moisissures qui les produisent.

L’ingestion des alcaloides produits par Claviceps purpurea (ergot du seigle) est connu pour
étre responsable de « la maladie de I’ergot » ou « I’ergotisme » chez I’Homme en Europe au
moyen age, provoquant la mort de centaines de milliers de personnes [55].

La citrinine est un contaminant courant des céréales (orge, avoine, blé, seigle), et peut
également souiller le riz, les fruits secs, le jus de pomme et les fromages, au cours du
stockage. C’est une mycotoxine produite principalement par une douzaine d’espéces des
genres Penicillium et Aspergillus [49]. Plus récemment, la citrinine a également été isolée de
Monascus ruber et de Monascus purpureus, une espece industrielle utilisée pour produire des
pigments rouges [148].

Les toxines jaunes du riz (citrinine, citréoviridine, lutékyrine, rugulosine, rubroskyrine et
composés apparentés) auraient aggravé le Shoshin-kakke, une forme particulierement maligne
de béribéri observée au Japon au début du 20éme siécle [6, 149].

D’autres mycotoxines dites trémorgéniques, c’est-a-dire qu’elles sont capables de provoquer
des symptomes neurologiques qui vont de tremblements a des crises d’épilepsie pouvant
conduire a la mort. Elles comprennent les pénitrémes, les janthitremes, les lolitremes, les
aflatrems, la paxilline, la paspaline, la paspalicine, la paspalinine et les paspalitremes A et B
[150].
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Tableau XII : Mycotoxines et moisissures productrices associées

ayant des impacts ponctuels sur la santé humaine et la santé animale [55].

Mycotoxines

Principales moisissures productrices

Mycotoxines
pouvant étre
retrouvées dans
les denrées
alimentaires et
les aliments

pour animaux

Toxines de Claviceps (dit ergot de

seigle)

Citrinine

Toxines d’ Alternaria

Acide cyclopiazonique

Toxines trémorgeénes produites par

Penicillium et Aspergillus

Claviceps purpurea, C. paspali, C.

africana

Aspergillus terreus, A. carneus, A. niveus
Penicillium verrucosum, P. citrinum, P.

expansum

Alternaria alternata, Alternaria solani

Aspergillus flavus, A. versicolor, A.
tamarii
Penicillium dont P. camembertii et P.

cyclopium

Penicillium roquefortii, P. crustosum, P.
puberrelum

Aspergillus clavatus, A. fumigatus

Mycotoxines
principalement
retrouvées en
alimentation

animale

Sporidesmines
Toxines de Stachybotrys

Toxines d’endophytes

Phomopsines

Pithomyces chartarum

Strachybotrys chartarum
Neotyphodium coenophialum, N. lolii
Phomopsis leptostromiformis
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Deuxieme partie :
Etude de la contamination
fongique des denrees alimentaires
et extraction
de mycotoxines.
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INTRODUCTION

De nombreuses espéces de moisissures présentes dans I’environnement contaminent la chaine
alimentaire. Cela entraine d’importantes modifications défavorables des propriétés physico-
chimiques, altérant ainsi la qualité et I’innocuité des aliments. Toutefois, certains d’entre eux
sont aptes d’élaborer et d’excréter des mycotoxines qui sont dotées de pouvoirs néfastes avec

un risque élevé pour la santé humaine.

La présence de moisissures productrices de mycotoxines sur une denrée alimentaire
n’équivaut pas forcément a la production de mycotoxines. De méme, leur absence ne signifie
pas nécessairement l'innocuité de la denrée. Mais, si la toxine est synthétisée et qu’elle est
suffisamment accumulée dans I’aliment, elle peut provoquer une intoxication aigué ou
chronique chez le consommateur. Seule donc la recherche des mycotoxines elles-mémes a

partir de I’aliment peut apporter une information décisive.

Parmi ces substances, seules quelques-unes préoccupent I’attention des chercheurs. Ce sont
les aflatoxines (AFs), I’ochratoxine A (OTA), la fumonisine B1 (FB1), la zéaralénone (ZEA)
et les trichothécenes (déoxynivalénol (DON), toxines T-2 et HT2).

Le Maroc est un pays trés favorable au développement des moisissures toxinogénes en raison
de son climat chaud et humide. En effet, les premieres recherches faites a I’'l AV Hassan Il ont
montré que certains produits agricoles marocains étaient contaminés par I’AFB1 et 'OTA
[151].

L'objectif de ce travail a donc été d'identifier les espéces de moisissures productrices de
mycotoxines dans les produits de base largement utilisés dans la cuisine marocaine. Ainsi, de
détecter la production de certaines mycotoxines, notamment les aflatoxines et
I’ochratoxine A.
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I. MATERIEL ET METHODES.

Type, période et lieu de I'étude : Cette étude est menée au Service de Parasitologie-
Mycologie de I’Hopital Militaire d’instruction Mohammed V de Rabat. Ce travail est étalé sur
une période de 3 mois d’étude (Avril a Juin 2019). Cette étude faite pendant le printemps et
début de I’été vient compléter une autre étude faite en hivers 2 années auparavant pour voir

s’il y a une variabilité saisonniére dans la concentration en mycotoxines.
A. Contamination fongique des denreées alimentaires.

I. Matériel.

.1 Echantillon a analyser.

Un total de 22 échantillons alimentaires est analysé dans cette étude mycologique dont : le
café Nicaragua moulu, café en capsules de la marque Carion et 5 ardmes de Nespresso, le thé
moulu (Soultane), poudre de chocolat (Nesquik) et quelques condiments (cumin, poivre,
piment rouge et gingembre). Ces derniers ont été prélevés sur différents points de vente de la
ville de Rabat et sous différentes formes (en vrac de la Médina, en vrac d’une grande surface
et conditionné en sachet). Dans I’ensemble, 13 échantillons d'épices, 7 échantillons de café, 1
échantillon de thé et 1 échantillon de poudre de chocolat sont étudiés.

1.2 Matériel.

Nous avons utilisé du petit matériel de laboratoire comme une balance de précision pour les
pesées, 2 becs bunsen pour assurer une zone d’asepsie, des boites de cultures ainsi que de la
verrerie. Pour les cultures nous avons utilisé le milieu conventionnel utilisé en mycologie
pour I’identification des moisissures a savoir le milieu a I’extrait de Malt, les cultures étant
incubées a 25°C dans une étuve. Pour I’identification microscopique, nous avons utilisé du
bleu lactophénol pour colorer les différentes structures comme les filaments mycéliens ainsi

que les conidies et qui sont observées entre lame et lamelle.
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1. Méthodes.

1.1 Réception et étiquetage des échantillons.

Une fois au laboratoire de parasitologie-mycologie, les échantillons ont été mis séparément

dans des pots stériles numérotés et conservés dans les conditions ambiantes.

Figure 19 : Répartition des échantillons dans des pots stériles numérotés.

1: café 3 : poudre de chocolat 5 : poivre 7 : gingembre
2 :thé 4 : cumin 6 : piment rouge
A, B, C : les différentes origines de chaque échantillon : (A : en vrac de la Médina ;
B : en vrac d’une grande surface ; C : dans un sachet).

11.2 Culture, isolement et identification.

Durant notre étude, nous avons utilisé le milieu a I’extrait de Malt qui est le milieu classique
pour la culture et I’isolement des moisissures. L’incubation a été faite a 25 °C pendant 14 — 20
jours. La lecture a partir de ce milieu s’est effectuée aprés 24 a 48 heures pour les levures, et a

partir de 4 jours pour les champignons filamenteux.
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» Préparation du milieu de culture :

Préparation di milicw de culture gélose Agara l"extrair du MALT en boite de péeri

I :la gélose agar a Pextrair de malr 2 meélange poudre et eau distille

3 : stérilisation a Paurteclave A : mettre le milieu damns les boites de petri

Figure 20 : Préparation du milieu de culture gélose Agar a I'extrait de Malt.

Figure 21 : Préparation et répartition du milieu au Malt dans des boites de Pétri.
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» Préparation des échantillons.

49 de chaque échantillon a été déposé aseptiquement a la surface des boites de Pétri contenant
le milieu culture. Ces dernieres ont été incubées a 25 + 2°C pendant 14 a 20 jours. Les
observations visuelles ont été réalisées toutes les 24h et les colonies qui présentent I’aspect

général des différents genres ont été prélevées a I’aide de I’anse de platine.

Figure 22: Incubation des échantillons a 25°Cc. Figure 23: Cumin et piment rouge sur Malt.

> Meéthodes d’identification des souches fongiques.

L’identification des champignons filamenteux a reposé essentiellement sur I’observation des
critéres morphologiques révélés par un examen macroscopique soigneux aux divers stades du
développement et par I’observation microscopique des organes de fructification (asexués et

sexués) et du mycélium d’autre part.
v Criteres d’identification macroscopique.

L’examen macroscopique des cultures a été fait a I’ceil nu ou a la loupe. Les caracteres

culturaux étudiés sont :

= Couleur des colonies (envers et endroit) et leur variation dans le temps, couleur et

changement de couleur du milieu ;
= Texture de la surface : laineuse, duveteuse, poudreuse, glabre ;
= Topographie : plane, surélevée, cérébriforme, avec stries radiales ;

= Vitesse de croissance (diametre de la colonie a 7 jours) : rapide, modérée, lente ;
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v' Critéres d’identification microscopique.

L’examen microscopique d’une colonie fongique a été réalisé grace a des préparations a I’état
frais (entre lame et lamelle) au bleu coton. En général, I’examen a I’objectif 40 était suffisant
pour mettre en évidence la plupart des éléments importants de diagnose : filaments mycéliens

et fructifications.

Figure 26: Test de Scotch sur B.P Figure 25: Examen direct au bleu coton.
contenant du cumin
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Les champignons filamenteux ainsi isolés ont été identifiés selon des criteres morphologiques
répertoriés en fonction des caractéres suivants : hyphes cloisonnés ou non, caractéristiques et
type de conidiogénése, étude microscopique du mycélium, morphologie et structure des
spores ou conidies, nature des organes différenciés.

B. Extraction des cultures des mycotoxines

I. Matériel et réactifs.
1.1 Matériel.

Les différentes analyses ont été effectuées sur un systeme de chromatographie liquide ultra-
performance (Waters Acquity UPLC) couplé a un spectrometre de masse a triple quadripble
(TQD, Waters). Le systeme est piloté par le logiciel MassLynx® (version 4.1) et les
quantifications ont été réalisées par I’application Target Lynx®. Ce systéme est noté LC-
MSMS.

o,

«» Performance et principe de la méthode analytique chromatographie liquide couplée

a la spectrométrie de masse :

La spectrométrie de masse est souvent couplée a une méthode de séparation telle que la
chromatographie liquide (LC) ou la chromatographie gazeuse (GC).

Cette méthode est de plus en plus utilisée pour quantifier plusieurs mycotoxines ou
métabolites associés, elle est sensible et sélective, et permet d’obtenir la masse moléculaire
d’un composé par analyse du rapport m/z (masse/charge) et de corréler son spectre de masse

avec sa structure.

Les différentes mycotoxines sont séparées sur une echelle de temps par leur élution
différentielle, ce qui permet I’évaluation dans I’espace de I’ensemble des entités moléculaires

présentes dans un échantillon.

L’association d’une méthode séparative et d’une méthode d’identification permet une

élucidation commode des structures des composants d’un mélange complexe.
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La spécificité et la possibilité de quantifier plusieurs mycotoxines en une fois, la sensibilité et
la simplification de la préparation de I’échantillon font que la LC-MS/MS est pour le moment

la technique la plus prometteuse en analyse de mycotoxines.

Figure 27 : Appareillage de LC-MSMS.

1.2 Reéactifs.
- Acétonitrile (qualité spectrométrie de masse) ;

- Eau ultra pure (Résistivité : 18,2 MQ.cm a 25°C, Conductivité : 0,055 uS/cm a 25°C)
produite par un systeme Milli-Q (Millipore ; France) ;

- Erlenmeyer de 150 ml.
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I. Méthodes :

1.1 Preparation d’échantillons et extraction des mycotoxines.

Tout le matériel est préalablement nettoyé par I’Acétonitrile et rincé avec de I’eau. Une
quantité de 25 g de I’échantillon est mélangée avec 100 ml d’ Acétonitrile/eau (80/20)
pendant 2 h, les proportions sont parfois ajustées en fonction de la quantité disponible de
I’échantillon. Le mélange est par la suite filtré et dilué 4 fois avec de I’eau, les 20 ul de la
dilution sont injectées dans le systeme LC-MSMS. Les échantillons sont broyés avec un «

blinder » en cas de besoin (exemple : rhizome du gingembre).

1.2 Conditions analytiques du LCMSMS.

Le systeme chromatographique est un UPLC-MSMS (LCMSMS).
* Lacolonne : BEH C18 1.7 um ; 2,1 x 100 mm (Waters).
e Température de la colonne : 40°C
e Débit : 0,4 ml/min.
* Phase mobile :
- Phase A : Eau avec 1 % d’acide formique ;
- Phase B : Acétonitrile avec 1 % d’acide formique en mode gradient.
» Durée d’analyse : 15 min par échantillon.
*  Volume d’injection : 20 pl.
e Température de I’injecteur : 10°C.
11.3 Conditions du spectromeétre de masse.
* Mode d’ionisation : Electrospray en mode positif (ESI+).
» Voltage de capillaire : 4000 V.
* Voltage du cone : Variable.

» Gaz de désolvatation : Azote, 800 L/h, 450°C.
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* Gazducbne: Azote 5 L/h.
e Température de la source : 120°C.
» Gaz de collision : Argon a 3,5 x 10-3 mBar.

e Mode d’acquisition : Multiple reaction monitoring (MRM) a deux transitions par

COMPpOse.
1.4 Mycotoxines recherchées.
Durant cette étude, nous avons recherché les mycotoxine suivantes :
- Aflatoxines B1, B2, G1, G2;

- Ochratoxine A.
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Il. RESULTATS.

Les résultats de I’étude mycologique ont montré une contamination fongique totale des 22

produits analyses, soit un taux global de 100 %.

B Pourcentage des échantillons positifs

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Café Poudre de Cumin Poivre Piment rouge Gingembre
chocolat

Figure 28 : Pourcentage des échantillons positifs en fonction des denrées alimentaires.
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1. Contamination fongique

A partir des différents échantillons, différentes espéces de champignons ont été isolées. Les
genres identifiés comprenaient Aspergillus, Penicillium, Mucorales, Fusarium et d'autres
espéces comme Alternaria alternata, Beauveria, Cladosporium herbarum et Paecilomyces
variotii (Tableau XIII).

1 : Aspergillus flavus & Penicillivum sp

3 Aspergillus niger J:.4 |pf!g|‘ﬂu‘junligy

Figure 29: Moisissures présentes dans les différents échantillons aprés 7 jours
d’incubation.

~

Aspergillus
Sfumigatus

Chrysosporuim sp

\  Figure du laboratoire de parasitologie mycologie-HMIMV /

Figure 30 : Moisissures présentes dans les différents échantillons apres 14 jours
d’incubation.
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Tableau X111 : Moisissures isolées en pourcentage.

Moisissures isolées %
Aspergillus niger 93,75
Aspergillus flavus 93,75

Aspergillus fumigatus 81,25
Aspergillus versicolor 21,87
Aspergillus nidulans 18,75
Aureobasidium sp. 3,12
Mucorales 84,25
Beauveria sp 6,25
Alternaria alternata 31,25
Cladosporium herbarum 12,5
Penicillium sp. 68,75
Acremonium sp 3,12
Fusarium sp 2,5
Paecilomyces variotii 25

Neuf échantillons sont révélés polycontaminés: café moulu, café capsule Carion, café
capsule NESPRESSO Roma, le thé, poudre de chocolat, le cumin, le poivre, le piment rouge et
le gingembre, tandis que les capsules NESPRESSO Cosi, Capricio, Volluto et Livanto sont

monocontaminées.

1.1 Reésultats de I’étude mycologique de tous les échantillons.

Le tableau suivant illustre I’identification d’une partie des especes fongiques isolées dans les
échantillons testés: café, thé, poudre de chocolat, cumin, piment rouge, poivre et le
gingembre.
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Tableau X1V : Différentes espéces fongiques présentes dans les 22 échantillons traités.

Echan-tillons Moisissures
Asp. Asp. Asp. Asp. I?Icla_n I- Muco- e Beaw- aecilo-
niger flavus = fumigatus = nidulans ciifium rale sporium eria myces
sp herbarum variotii
Café Nicaragua + - - - - + - - -
Café-
capsules + - - - - + - = =
Carion
Capsule
Nespresso - + - - + + - - -
Roma
Capsule
Nespresso - - - - - + - - -
Cosi,
Capsule
Nespresso - - - - - + - - -
Livanto
Capsule
Nespresso - - - - - + - - -
Volluto
Capsule
Nespresso - - - - + - - -
Capriccio ]
Thé | - - - + - + - -
Chocolat (Nesquik) + + ) )
Cumin
+ - - + - + - - -
(A)
Cumin (B) + . . . . + . . .
Cumin (C) + - o } ) + . + -
Poivre (A) + - - - + - - - -
Poivre (B) + = = = - + - - -
Poivre (C) + - - - - + - - -
Piment rouge (A) + = = = = + - - -
Piment rouge (B) + - - - - + - - -
Gingembre (A) + . . + + - - -
Gingembre (B) ; ; } } + ) +
Gingembre (C) + } ) ) ) + ) ) )
Gingembre _ ) ) 3 ) + - - -
(Rhizome)
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2. Extraction des éventuelles cultures des mycotoxines

Exemple de chromatogramme : L’analyse par couplage LC-MS/MS consiste a une premiére
détection chromatographique par une chromatographie liquide avec détecteur a barrettes de
diodes (LC-DAD), qui permet de mesurer directement I’absorbance sur plusieurs longueurs
d’onde a la fois, et une deuxieme détection par spectrométrie de masse des molécules

préalablement séparées par chromatographie.

a- Aflatoxines.

Afla_B1B2_G1G2

1004

1004

Time

T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

Figure 31: Chromatogramme de I’analyse d’aflatoxine.
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b- Ochratoxine A.

Ochratoxine A

3001208 6 : MRM of 2 Chanels ES+
100+ 294 404 2>358 .2 (Ochratoxin A)
3.38e4
2
o T T T 1 T T L 1 T T T I\ - T T T T T
025 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 225 250 275 3.00 325 350 375 4.00 425
30012018
100- 293 _ 6 : MRM of 2 Chanels ES+
404 2=239.1 (Ochratoxin A)
34%e4
4
0 T T T T T T T T T Y T PG V8 T T T - Time
0.25 050 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 225 250 2.75 3.00 3.25 350 3.75 4.00 425

Figure 32 : Chromatogramme de I’analyse de I’ochratoxine A.
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> Reésultats des analyses :

Tableau XV : Détection de la présence des mycotoxines dans les 22 échantillons traités.

Produit Mycotoxine détectée Concentration

Thé Sultan AFB1 3,2 ug/kg
Chocolat Nesquik poudre Non détectée -
Café Nicaragua moulu Non détectée -
Capsule Carion Non détectée -
Nespresso Capsule Roma Non détectée -
Nespresso Capsule Cosi Non détectée -
Nespresso Capsule Capricio Non détectée -
Nespresso capsule Volluto Non détectée -
Nespresso Capsule Livanto AFB1 0,004 pg/kg
Cumin (A) AFB1 0,07 pg/kg
Cumin (B) AFB1 0,05 pg/kg
Cumin (C) AFB1 0,03 pg/kg

AFB1 0,16 pg/kg
Poivre (A)

OTA 1,43 pg/kg
Poivre (B) AFB1 012 pg/kg
Poivre (C) AFB1 0,14 pg/kg
Piment rouge (A) AFB1 3,11 pg/kg
Piment rouge (B) AFB1 3,25 pg/kg
Piment rouge (C) AFB1 1,28 pg/kg
Gingembre (A) AFB1 1,31 pg/kg
Gingembre (B) AFB1 0,73 pg/kg
Gingembre (C) AFB1 1,12 pg/kg
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I11. DISCUSSION.

1. Discussion des résultats de I’étude mycologique.

Dans cette étude, la mycoflore est principalement hétérogene et le pourcentage des
échantillons contaminés était de 100%. Les résultats de ces recherches ont détecté 14 especes
fongiques sur I’ensemble des échantillons. Les principaux champignons identifiés sont :
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger,
Beauveria, Cladosporium herbarum, Mucorales, Paecilomyces variotii et Penicillium sp.
Les especes fongiques sont nettement différentes en fonction du type et la nature de
I’échantillon analysé.

1.1. Cafe.

Les moisissures isolées dans les différents types de café (café Nicaragua moulu, café en
capsules de la marque Carion et 5 arémes de Nespresso) sont A. niger, A. flavus, Penicillium
sp et Mucorale.

On constate que les Mucorales contaminent tous les échantillons de café, dont 4 échantillons
sont monocontaminés par celles-ci, et les 3 autres sont polycontaminés en plus de Mucorale
par Aspergillus niger pour le café moulu Nicaragua et Carion, et par A. flavus et Penicillium
sp pour le café Nespresso Roma. En comparaison, ce dernier présente une contamination

principalement hétérogéne et non négligeable par rapport aux autres échantillons de café.

Nos résultats sont majoritairement en accord avec ceux de H. Tsubouchi et al. (1982, 1983),
d’une étude menée au Japon sur la contamination de grains de café vert importés. Les
principaux contaminants des échantillons étaient : Aspergillus glaucus, A. niger, A. flavus, A.
ochraceus et les membres de Mucorales [152].

De méme, nous avons obtenu des résultats qui sont soutenus par ceux de C. El aaraj et al.
(2015) qui ont signalé, aprés une étude faite sur des grains de café commercialisés en Tanger,
une contamination fongique par Aspergillus, Penicillium, Rhizopus et des levures. Dans cette
méme étude, I’A. niger était I’espéce dominante par rapport a A. ochraceus et A. flavus [153].
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En outre, de nombreuses études révélent que les principaux genres de champignons fongiques
(Aspergillus et Penicillium) sont des contaminants naturels du café et sont présents depuis le
champ jusqu'au stockage, a différentes étapes de la culture, de la récolte, de la transformation,
du transport et du stockage [153, 154].

La croissance de Penicillium diminue en faveur de celle d’Aspergillus et le taux de
contamination par Penicillium est inversement proportionnel a la durée de stockage, ce qui
explique la prédominance du genre Aspergillus, probablement favorisée par un grain tres
humide et une longue période de stockage [155].

1.2. The.

Nous avons obtenu un profil mycologique comportant 3 souches: Aspergillus niger,
Penicillium sp et Cladosporium herbarum. Des résultats similaires ont été rapportés
concernant le thé Pu-erh par Zhao et al. (2010), qui ont identifié des especes appartenant a
Aspergillus et Penicillium et 21 espéces d'autres genres [156]. Une autre étude a été effectuée
en France sur des échantillons de thé au CHU de Tours, ou le genre Aspergillus était
majoritairement isolé, I’espece A. niger étant retrouvée dans 100 % des échantillons de thé
[157].

Quant a la contamination de notre échantillon de thé par Cladosporium herbarum, des études
concernant la recherche de moisissures dans les thés et les infusions aux herbes ont montré
que les genres Aspergillus et Penicillium prévalent généralement, suivis par les
microorganismes appartenant aux genres Cladosporium, Alternaria, Rhizopus, Absidia et
Trichoderma [158].

La culture du thé exige un climat humide et chaud, ce qui convient également a la croissance

fongique. Cela peut expliquer la présence de certaines moisissures dans le thé commercialisé.
1.3. Poudre de chocolat.

Nos résultats mycologiques ont révélé la présence de champignons filamenteux de I'ordre
de Mucorale et également I’espéce Cladosporium herbarum.
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Certaines des moisissures mentionnées ont été isolées du cacao dans d’autres études, bien que
d'autres ne soient pas détectées. Mounjouenpou et al. (2008), ont signalé la présence de
moisissures dans une expérience ou le cacao était traité dans des conditions contr6lées au
Cameroun. Elles appartenaient principalement aux genres Penicillium, Aspergillus, Mucor,
Geotrichum, Trichoderma, Rhizopus et Fusarium [159].

Cependant, nos résultats different de ceux trouvés en France (2013), au CHU de Tours ou
I’espece A. niger étant retrouvée dans 47 % de chocolat. A. fumigatus n’était isolé que dans

les sachets de chocolat (7 % des échantillons) [157].
1.4. Epices.

L’échantillon d'épice le plus fortement contaminé a été observé dans le cumin, suivi par le

gingembre, le poivre et en dernier lieu le piment rouge.

Dans notre étude, un niveau élevé d’infection fongique du cumin a été observé et la totalité du

cumin était infectée par au moins deux genres de champignons.

Les résultats de I’analyse des trois échantillons du cumin (A, B et C) signalent la présence
d’Aspergillus niger, A. flavus, A. fumigatus, A. nidulans, mucorale et Beauveria. En
comparaison, le cumin conditionné en sachet est I’échantillon le plus contaminé de tous les

autres échantillons de cumin et également des autres produits analysés.

Nos résultats sont soutenus par ceux de Shahnaz Dawar et al. (2014) ou certaines des especes
de champignons mentionnées dans notre étude ont été détectées a partir de graines de cumin
recueillies dans différentes localités du Pakistan, y compris Alternaria sp, Aspergillus
clavatus, A. flavus, A. niger, A. Ochracheus, A. Wentii, Cladosporium spp. Fusarium
oxysporum, Mucor spp., Paecilomyces variotii, Penicillium sp., Rhizopus spp, et d’autres

espéeces fongiques [160], bien que A. fumigatus et Beauveria n’ont pas été isolées.

Cependant, en 2013, une étude réalisée sur les épices commercialisées au Maroc détecte une
contamination de 80 % a 100 % des échantillons de cumin par des membres Aspergillus de la
section Fumigati [161].
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- Poivre.

Nos résultats montrent que les trois origines des échantillons du poivre (A, B et C) sont
contaminées par Aspergillus niger. Le poivre en vrac d’une grande surface et le poivre
conditionné (sachet) sont tous les deux infectés par les mémes espéces fongiques : A. niger et
Mucorale. Quant au poivre en vrac de la Médina, il a connu la présence de Penicillium sp en

plus d’A. niger.

Nos résultats sont légerement proches de ceux trouvés au Brésil en 2000, ou I'A. niger était la
deuxieme espece dominante sur les deux types de poivre (noir et blanc) apres I’Aspergillus
flavus qui était le plus souvent isolé et était plus prévalent sur le poivre noir que le poivre
blanc. Parmi les autres especes mycotoxinogénes potentielles isolées figurées : A. ochraceus,
A. tamarii, A. versicolor, Emericella nidulans. Dans la méme étude Penicillium
brevicompactum était le plus commun des pénicillines présentes sur les deux types de poivres
[162].

- Piment rouge.

Les trois types du piment rouge ont montré un méme résultat présenté par une contamination

fongique par Aspergillus niger et Mucorale.

Les résultats obtenus difféerent avec ceux trouvés au Nigeria (2019), ou Aspergillus flavus
était I’espéce la plus dominante dans les échantillons de piment analysés [163].

- Gingembre.

Quatre champignons filamenteux ont été identifiés dans les différents échantillons du
gingembre. On constate que tous les quatre types de gingembre sont contaminés par les
Mucorales, en plus d’Aspergillus niger et Penicillium sp pour le gingembre en vrac de la
Médina, Paecilomyces variotii pour le gingembre en vrac d’une grande surface et Aspergillus
niger pour le gingembre conditionné. Tandis que le gingembre (rhizome) est infecté

seulement par les Mucorales.

Cependant, nos résultats different de ceux exposés au Danemark par D. P. Overy et J. C.
Frisvad ou vingt échantillons de rhizome de gingembre moisi ont été prélevés, Penicillium

brevicompactum était I’espéce prédominante et était isolée dans 85% des échantillons [164].
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Dans cette étude, on peut estimer que la contamination de cette épice par Aspergillus niger,
Penicillium sp et Paecilomyces variotii est survenu pendant la transformation, le transport
et/ou le stockage en raison des conditions inappropriées telles que la température et I'humidité
élevées. Contrairement aux Mucorales qui se sont développés en dehors de ces procédés.

De plus, Zinedine et al. (2007) ont mentionné qu’au Maroc certaines des épices
commercialisées (le gingembre et le piment) sont illégalement additionnées par d’autres
produits comme la farine du blé (luxe), en plus d’un ajout volontaire d’un colorant artificiel

pour restaurer la couleur normale de I’épice [165].

Sur la base des résultats obtenus dans cette étude, nos résultats indiquent que la diversité des
espeéces est grande. Cela peut s’expliquer par les conditions climatiques particuliéres,
notamment la température et I’humidité de Rabat qui ont eu une grande influence sur la

présence de certains champignons mycotoxigénes dans les aliments.

Par ailleurs, la contamination des aliments analysés par les moisissures peut étre due au fait
que les spores sont en suspension dans I’atmosphére et présentes dans le sol, et peuvent
contaminer les denrées alimentaires lors des processus de fabrication par I’intermédiaire des
matériaux utilisés (conteneur contaminé par exemple), ou lors du stockage. Cela peut
conduire a la production de moisissure si certaines conditions sont réunies y compris
I’lhumidité et la température. Cependant, c’est deux conditions sont le plus souvent
rencontrées au cours de la fabrication, comme ils peuvent exister pendant le stockage, s’ils ne

sont pas bien gérer.
2. Discussion de I’extraction des mycotoxines.

La recherche des mycotoxines dans les échantillons étudiés révéle la présence de deux
principales mycotoxines : aflatoxine Bl et ochratoxine A. Cela peut s’expliquer par la
contamination de ces échantillons par deux genres de moisissures toxinogenes : Aspergillus et

Penicillium sp.

Le tableau ci-dessous récapitule les résultats de la contamination fongique et de I’extraction

des mycotoxines.
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Tableau XVII : Moisissures et mycotoxines détectées dans les différents échantillons.

Echantillon

Thé Sultan

Chocolat poudre Nesquik
Café Nicaragua moulu
Capsule Carion
Nespresso Capsule Roma

Nespresso Capsule Cosi

Nespresso Capsule Capricio

Nespresso Capsule Volluto
Nespresso Capsule Livanto
Cumin (A)

Cumin (B)

Cumin (C)

Poivre (A)

Poivre (B)
Poivre (C)
Piment rouge (A)
Piment rouge (B)
Piment rouge (C)
Gingembre (A)
Gingembre (B)

Gingembre (C)

Moisissures isolées

A. niger +

Penicillium sp +
Cladosporium herbarum
Mucorale + Cladosporium
herbarum

A. niger +

Mucorale

A. niger +

Mucorale

A. flavus +

Penicillium sp + Mucorale

Mucorale
Mucorale
Mucorale

Mucorale

A. niger +

A. nidulans + Mucorale

A. niger +

Mucorale

A. niger +

A. flavus +

A. fumigatus + Mucorale +
Beauveria

A. niger + Penicillium sp.

. niger + Mucorale
. niger + Mucorale
. niger + Mucorale

. niger + Mucorale

> > > > >

. niger + Mucorale

A. niger +

Penicillium sp + Mucorale
Mucorale +

Paecilomyces variotii

A. niger + Mucorale
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Mycotoxines extraites

AFB1

Non détectée
Non détectée
Non détectée
Non détectée
Non détectée
Non détectée
Non détectée
AFB1
AFB1

AFB1

AFB1

AFB1
OTA

AFB1
AFB1
AFB1
AFB1
AFB1
AFB1
AFB1

AFB1

Concentration

3,2 nug/kg

0,004 pg/kg
0,07 pg/kg

0,05 pg/kg

0,03 pg/kg

0,16 pg/kg
1,43 po/kg
0,12 pg/kg
0,14 pg/kg
3,11 pg/kg
3,25 pg/kg
1,28 po/kg
1,31 pg/kg
0,73 ng/kg

1,12 pg/kg



L’analyse par couplage LC-MS/MS a montré que tous les échantillons des épices, le thé et un
seul type de café (Nespresso Capsule Livanto) sont contaminés par I’aflatoxine B1 a des

concentrations variant de 0,004 pg/kg a 3,25 pg/kg.

On constate que les différents types du piment rouge (A, B et C), présentent des
concentrations en AFB1 plus élevées en comparaison aux autres épices, et qui varient de 3,25
Mg/kg a 1,28 ug/kg, suivi par le gingembre avec des taux de 1,31 pg/kg a 0,73 pg/kg, puis le
poivre et le cumin avec des concentrations qui varient respectivement de 0,16 pg/kg a 0,12
pg/kg et de 0,07 pg/kg a 0,03 pg/kg.

Les concentrations obtenues restent inférieures aux normes fixées par le ministre de
I’agriculture et de la péche maritime et du ministre de la santé (arrété n°1643-16 du 23
chaabane 1437 (30 mai 2016)), qui stipule que pour la catégorie «2.1.14 » concernant les
épices (y compris les piments, le poivre, le gingembre) la limite maximale est de 5 pg/kg.
(Voir annexe 1).

Quant a I’OTA, seul le poivre (en vrac de la Médina) s’est révélé contaminé par celle-ci a une
concentration de 1,43 pg/kg qui demeure inférieure a la limite maximale autorisée qui est de
15 pg/kg. (Voir annexe 1 catégorie « 2.2.11 »).

Les résultats obtenus ont montré que les taux des mycotoxines détectées, notamment I'OTA et

I’AFB1, sont conformes aux limites maximales autorisées.
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La qualité sanitaire des produits alimentaires peut étre détériorée par toute une gamme de
contaminants, incluant les moisissures toxinogénes. Ces derniers sont responsables de la
sécrétion des toxines. Aspergillus et Penicillium dites également moisissures de stockage,
élaborent des mycotoxines douées de potentialités toxiques a I’égard de I’homme et des

animaux.

Dans cette recherche, 22 échantillons de différentes denrées alimentaires ont été analysés en
vue de déceler une contamination fongique ainsi que les mycotoxines. Ces échantillons ont
été récoltés dans différents points de vente de la ville de Rabat au Maroc. Ainsi, il a été révélé
une contamination globale par différentes moisissures y compris Aspergillus et Penicillium
sp. La détermination des mycotoxines a été faite par couplage LC-MSMS. Les résultats ont
montré que certains des échantillons analysés sont contaminés par I’AFB1 et I'OTA, avec des

concentrations inférieures aux normes fixées par la réglementation marocaine.

Dans tous les pays chauds et humides, les conditions météorologiques et agronomiques sont
propices a la croissance des champignons et en conséquence a la production des mycotoxines.
En effet, la négligence des bonnes pratiques agricoles (BPA) et les bonnes pratiques de
fabrication (BPF) est I’une des principales causes de cette contamination.

Il est difficile a I’heure actuelle d’éliminer totalement les mycotoxines des produits
contaminés. De ce fait, les principaux moyens de lutte visent premierement a prévenir la
contamination fongique des matieres premieres en appliquant les recommandations et les
stratégies appropriées. Si la contamination par les mycotoxines s’est opérée, elle peut étre
atténuée en mettant en ceuvre diverses mesures comprenant une transformation, une

décontamination et une ségrégation principalement apres la récolte.

En perspectives, des études supplémentaires intégrant la recherche d’autres mycotoxines
(DON, T-2, et HT-2) et l'analyse du potentiel toxique, sont nécessaires pour mieux évaluer
I'importance des espéces et la contamination des denrées alimentaires largement utilisées dans
la cuisine marocaine, afin de protéger la population contre les risques nocifs associés a la

contamination par les mycotoxines.
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Annexe 1 : a I’arrété conjoint du ministre de I’agriculture et de la péche maritime et du
ministre de la santé n°1643-16 du 23 chaabane 1437 (30 mai 2016) fixant les limites
maximales de contaminants autorisées dans ou sur les produits primaires et les produits
alimentaires.

(modifié par I’arrété conjoint n°120-18 du 3 joumada 11 1439 (20 février 2018) BO n°6666 du 19/04/2018, page 1105)

Arrété conjoint du ministre de I’agriculture et de la péche maritime et du ministre
de la santé n°1643-16 du 23 chaabane 1437 (30 mai 2016) fixant les limites
maximales autorisées des contaminants dans les produits primaires et les produits
alimentaires.

|| (BO n°6514 du 03/11/2016, page 1681) ||

LE MINISTRE DE L’AGRICULTURE ET DE LA PECHE MARITIME,
LE MINISTRE DE LA SANTE,

Vu le décret n°211001473 du 7 chaoual 1432 (6 septembre 2011) pris pour I’application de
certaines dispositions de la loi n°281107 relative a la sécurité sanitaire des produits

alimentaires, notamment son article 53,

Rabat, le 23 chaabane 1437 (30 mai 2016)
Le ministre de I'agriculture et de la péche maritime, AZ1Z AKHANNOUCH
Le ministre de la santé, EL HOUSSAINE LOUARDI
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Catégorie

2.1

211

2.1.2

2.13

214

2.15

Produit primaire ou produit
alimentaire

Aflatoxines

Arachides et autres graines
oléagineuses, noisettes et noix du
Brésil destinées a étre soumises a
un traitement de tri ou a d’autres
méthodes physiques avant
consommation humaine ou
utilisation comme ingrédients de
produits alimentaires, sauf si elles
sont destinées a étre broyées pour
la fabrication d'huile végétale
raffinée

Amandes, pistaches et noyaux
d’abricot destinés a étre soumis a
un traitement de tri ou a d’autres
méthodes physiques avant
consommation humaine ou
utilisation comme ingrédients de
produits alimentaires

Fruits & coque, exception faite des
fruits a coque énumérés aux
points 2.1.1 et 2.1.2, destinés a
étre soumis a un traitement de tri,
ou a d’autres méthodes physiques
avant consommation humaine ou
utilisation comme ingrédient de
produits alimentaires

Arachides et autres graines
oléagineuses et produits dérivés
de leur transformation, destinés a
la consommation humaine directe
ou a une utilisation comme
ingrédients de produits
alimentaires a I’exception :

- des huiles végétales brutes
destinées a étre raffinées

- des huiles végétales raffinées
Amandes, pistaches et noyaux
d’abricot destinés a la
consommation humaine directe
ou a une utilisation comme
ingrédients de produits
alimentaires

Limites maximales (ug /kg)

Somme de
B1 B1, B2, Glet M1
G2
8,0 15,0 -
12,0 15,0 -
5,0 10,0 -
2,0 4,0 -
8,0 10,0 -
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Seuil
d'alerte

(Mg /kg)

M1

Date limite
d'application des
seuils d'alerte



2.1.6

2.1.7

2.1.8

2.19

2.1.10

2.1.11

2.1.12

2.1.13

2.1.14

Noisettes et noix du Brésil

destinées a la consommation

humaine directe ou a une 5,0
utilisation comme ingrédients de

produits alimentaires

Fruits & coque, exception faite des

fruits a coque -énumérés aux

points 2.1.5. et 2.1.6, et produits

dérivés de leur transformation

destinés a la consommation 2,0
humaine directe ou a une

utilisation directe comme

ingrédient de produits

alimentaires

Fruits séchés, autres que les

figues seches, destinés a étre

soumis a un traitement de tri ou a
d’autres méthodes physiques 5,0
avant consommation humaine ou
utilisation comme ingrédients de

produits alimentaires

Fruits séchés, autres que les

figues seches, et produits dérivés

de leur transformation, destinés a

la consommation humaine directe 2,0
ou a une utilisation comme

ingrédients de produits

alimentaires

Figues séches 6,0
Toutes les céréales et tous les
produits dérivés de céréales, y
compris les produits de céréales
transformés, a I’exception des
produits alimentaires figurant aux
points 2.1.12, 2.1.15 et 2.1.17
Mais et riz destinés a étre soumis
a un traitement de triage ou a
d’autres méthodes physiques
avant consommation humaine ou
utilisation comme ingrédients de
produits alimentaires

Lait cru, lait traité thermiquement
et lait destiné a la fabrication de -
produits a base de lait

Catégories suivantes d’épices :
Capsicum spp. (fruits séchés
dérivés, entiers ou en poudre, y
compris les piments, la poudre de
piment, le poivre de Cayenne et le
paprika) Piper spp. (fruits dérivés,
y compris le poivre blanc et le
poivre noir) Myristica fragrans
(noix de muscade) Zingiber
officinale (gingembre) Curcuma

2,0

5,0

5,0

10,0

4,0

10,0

4,0

10,0

4,0

10,0

10,0
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0,05

3ans



2.1.15

2.1.16

2.1.17

2.2

2.2.1

2.2.2

2.2.3

2.2.4

2.2.5

2.2.6

2.2.7

2.2.8

2.2.9

longa (safran des Indes)
Meélanges d’épices contenant une
ou plusieurs des épices
susmentionnées

Préparations a base de céréales et
aliments pour bébés destinés aux
nourrissons et aux enfants en bas
age

Préparations pour nourrissons et
préparations de suite, y compris
le lait pour nourrissons et le lait
de suite

Aliments diététiques destinés a
des fins médicales spéciales,
spécifiquement pour les
nourrissons

Ochratoxine A

Céréales brutes

Tous les produits dérivés de
céréales brutes, y compris les
produits de céréales transformées
et les céréales destinés a la
consommation humaine directe, a
I’exception des produits
alimentaires figurant aux points
2.2.9,2210et2.2.14

Raisins secs (raisins de Corinthe,
sultanines et autres raisins secs)
Grains de café torréfié et café
torréfié moulu, a I'exception du
café soluble

Café soluble (café instantané)
Vins (y compris les vins
mousseux, mais a I'exclusion des
vins de liqueur et des vins ayant
un titre alcoométrique volumique
minimal de 15%) et vins de fruits
Vins aromatisés, boissons
aromatisées a base de vin et
cocktails aromatisés de produits
vitivinicoles

Jus de raisin, jus de raisin
concentré reconstitué, nectar de
raisin, moQt de raisins et mo(t de
raisins concentré reconstitué,
destinés a la consommation
humaine directe

Préparations a base de céréales et
aliments pour bébés destinés aux
nourrissons et enfants en bas age

0,10 - -

= = 0,025

0,10 - 0,025

Limites maximales (ug /kg)

5,0

3,0

5,0

10,0

0,5

99

Seuil Date limite
d'alerte d'application des
(ug /kg) seuils d'alerte

10,0 3 ans

2,0 3ans
2,0 3 ans
2,0 3ans



2.2.10

2.2.11

2.2.12

2.2.13

2.2.14

Aliments diététiques destinés a
des fins médicales spéciales,
spécifiquement pour les
nourrissons

Epices, y compris séchées Piper
spp. (les fruits qui en proviennent,
y compris le poivre blanc et le
poivre noir) Myristica fragrans
(noix de muscade) Zingiber
officinale (gingembre) Curcuma
longa (safran des Indes)
Capsicum spp. (fruits séchés,
entiers ou en poudre, y compris
les piments, la poudre de piment,
le poivre de Cayenne et le
paprika) Mélanges d’épices
contenant une des épices
susmentionnées

Bois de réglisse (Glycyrrhiza
glabra, Glycyrrhiza inflateet
autres especes), ingrédient pour
infusion

Extrait de réglisse (Glycyrrhiza
glabra, Glycyrrhiza inflateet
autres especes), pour utilisation
dans des produits alimentaires, en
particulier les boissons et la
confiserie

Gluten de blé non vendu
directement au consommateur

100

0,5

15

8,0

20

80

3ans

3ans
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RESUME

Titre : Les mycotoxines alimentaires.

Auteur : RKIBA Zineb

Rapporteur : Professeur LMIMOUNI Badre Eddine

Mots clés : Aflatoxine, Aspergillus, Denrée alimentaire, Moisissure, Mycotoxine.

Les mycotoxines sont des substances chimiques issues du métabolisme secondaire, d’un
certain nombre de moisissures appartenant principalement aux genres Penicillium, Aspergillus
et Fusarium, pouvant se développer a tous les stades de la production agro-alimentaire ; que
ce soit au niveau des champs, ou lors du stockage, sous certaines conditions
environnementales. Les mycotoxines sont capables a faibles concentrations d’induire un effet
toxique quand elles sont ingérées, inhalées ou absorbées par la peau. Les plus préoccupantes
étant : les aflatoxines, les fumonisines, I’ochratoxine A, la zéaralénone, la patuline, la

citrinine, les trichothécénes.

Le but du présent travail est de détecter la présence des mycotoxines dans certains aliments
commercialisés au Maroc. Pour ce faire, une étude a été effectuée au service de Parasitologie-
Mycologie de I’Hépital Militaire d’instruction Mohammed V de Rabat sur 22 échantillons :
13 échantillons d'épices, 7 échantillons de café, 1 échantillon de thé et 1 échantillon de poudre
de chocolat.

Les résultats de cette étude ont montré une mycoflore hétérogéne et le pourcentage des
échantillons contaminés était de 100%. Aspergillus, Mucorales et Pénicillium étaient les plus
rencontrés. L’analyse par couplage LC-MSMS a montré une contamination de certains
échantillons par I’AFB1 et I’OTA, avec des concentrations conformes aux normes fixées par

la réglementation marocaine.

Le respect des bonnes pratiques culturales associé a une bonne gestion de I'hnumidité et de la
température, tout au long du processus de transformation et de la chaine d'approvisionnement,
est tres important pour prévenir la contamination fongique et éviter la production des

mycotoxines.
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ABSTRACT

Title: Mycotoxins in food.

Author: RKIBA Zineb.

Protractor: Professor LMIMOUNI Badre Eddine.

Key words: Aflatoxin, Aspergillus, Foodstuff, Mould, Mycotoxin.

Mycotoxins are chemical substances resulting from secondary metabolism, from a number of
molds mainly belonging to the genus Penicillium, Aspergillus and Fusarium. Under certain
environmental conditions, these molds are likely to develop at all stages of foodstuffs
production; whether at the field level, or during storage. These mycotoxins are able, at low
concentrations, to induice a toxic effect when ingested, inhaled or absorbed through the skin.
The most worrisome are: aflatoxins, fumonisins, ochratoxin A, zearalenone, patulin, citrinin,

trichothecenes.

The purpose of the present work was to detect the presence of mycotoxins in certain foods
marketed in Morocco, in the city of Rabat. To do this, a study was carried out on 22 samples:
13 samples of spices, 7 samples of coffee, 1 sample of tea and 1 sample of chocolate powder.

The results of this study showed a heterogeneous mycoflora and the percentage of
contaminated samples was 100%. Aspergillus, Mucorales and Penicillium were the most
frequently encountered molds. The analysis by LC-MSMS showed a contamination of certain
samples by AFB1 and OTA, with concentrations which are in conformity with the standards

fixed by the Moroccan regulation.

The respect of the good farming practices, and a good management of the humidity and the
temperature throughout the process of transformation and the supply chain, are very important

to prevent contamination and mycotoxin production.
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dont j’aurais eu connaissance dans I’exercice de ma profession, de ne
jamais consentir a utiliser mes connaissances et mon état pour

corrompre les meeurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses, que je sois méprisée de mes confreres si je manquais a mes

engagements.
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