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: UNIVERSITE MOHAMMED V DE RABAT
FEAIR
, é FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : ProfesseurAbdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur AbdelmajidBELMAHI

2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI

ADMINISTRATION :

Doyen . Professeur Mohamed ADNAOUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Taoufig DAKKA

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. Mohamed KARRA

1-ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS

ET

PHARMACIENS
PROFESSEURS :
Décembre 1984
Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne — Clinique Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale
Novembre et Décembre 1985
Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale
Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. CHAHED OUAZZANI Houria Gastro-Entérologie
Pr. LACHKAR Hassan Médecine Interne
Pr. YAHY AOUI Mohamed Neurologie

Décembre 1988
Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib Chirurgie Pédiatrique
Pr. DAFIRI Rachida Radiologie




Décembre 1989

Pr
Pr

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

. ADNAOUI Mohamed
. CHAD Bouziane

Janvier et Novembre 1990

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

Février Avril Juillet et Décembre 1991

. CHKOFF Rachid

. HACHIM Mohammed*
. KHARBACH Aicha

. MANSOURI Fatima

. TAZI Saoud Anas

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL HAMANY Zaitounia
AZ70UZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa
BELKOUCHI Abdelkader

BENSOUDA Yahia
BERRAHO Amina
BEZZAD Rachid
CHABRAOUI Layachi
CHERRAH Yahia
CHOKAIRI Omar
KHATTAB Mohamed
SOULAYMANI Rachida
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AHALLAT Mohamed
BENSOUDA Adil
BOUIJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq
DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

ars 1994

M
Pr
Pr
Pr
Pr

Pr

. BENJAAFAR Noureddine
. BEN RAIS Nozha

. CAOUI Malika

. CHRAIBI Abdelmjid

. EL AMRANI Sabah

BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif

Médecine Interne —Doyen de la FMPR
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique

Biochimie et Chimie

Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie — Dir. du Centre National PV
Chimie thérapeutique V.D a la pharmacie+Dir du
CEDOC

Chirurgie Générale V.D Aff. Acad. et Estud
Anesthésie Réanimation

Radiologie

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique

Gynécologie Obstétrique

Neurochirurgie
Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Chirurgie Générale
Microbiologie

Radiothérapie
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques Doyen de la

FMPA
Gynécologie Obstétrique




Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI LallaOuafae
JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed

MAHFOUDI M’barek*

OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Traumato-Orthopédie
Radiologie

Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie -Directeur HMI Med V
Urologie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Radiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie




Novembre 1997

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AFIFI RAJAA
.BENOMAR ALI
.BOUGTAB Abdesslam
. ER RIHANI Hassan

. BENKIRANE Majid*

. KHATOURI ALI*

Janvier 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENJELLOUN DakhamaBadr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB EI Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*
ISMAILI Hassane*

MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
ROUIMI Abdelhadi*

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Neurologie — Doyen de la FMP Abulcassis
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Hématologie
Cardiologie

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Traumatologie Orthopédie- Dir. Hop. Av. Marr.
Anesthésie-Réanimation Inspecteur du SSM
Anesthésie-Réanimation

Meédecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie Directeur Hop. ChekikhZaied
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Neurologie




Décembre 2000

Pr.

ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BALKHI Hicham*
BENABDELIJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *

ORL

Anesthésie-Réanimation
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie
Anatomie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Pédiatrie Directeur. Hop.d’Enfants
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie Directeur Hopital Ibn Sina
Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale



Pr. CHKIRATE Bouchra

Pr. EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
Pr. EL HAOURI Mohamed *

Pr. FILALI ADIB Abdelhai

Pr. HAJJ1 Zakia

Pr. IKEN Ali

Pr. JAAFAR Abdeloihab*

Pr. KRIOUILE Yamina

Pr. LAGHMARI Mina

Pr. MABROUK Hfid*

Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss*
Pr. OUJILAL Abdelilah

Pr. RACHID Khalid *

Pr. RAISS Mohamed

Pr. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
Pr. RHOU Hakima

Pr. SIAH Samir *

Pr. THIMOU Amal

Pr. ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr. ABDELLAH EI Hassan

Pr. AMRANI Mariam

Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
Pr. BENKIRANE Ahmed*

Pr. BOUGHALEM Mohamed*
Pr. BOULAADAS Malik

Pr. BOURAZZA Ahmed*

Pr. CHAGAR Belkacem*

Pr. CHERRADI Nadia

Pr. EL FENNI Jamal*

Pr. EL HANCHI ZAKI

Pr. EL KHORASSANI Mohamed
Pr. EL YOUNASSI Badreddine*
Pr. HACHI Hafid

Pr. JABOUIRIK Fatima

Pr. KHARMAZ Mohamed

Pr. MOUGHIL Said

Pr. OUBAAZ Abdelbarre*

Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. TUAMI Fouad

Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr. ABBASSI Abdellah

Pr. AL KANDRY Sif Eddine*
Pr. ALLALI Fadoua

Pr. AMAZOUZI Abdellah

Pr. AZ1Z Noureddine*

Pr. BAHIRI Rachid

Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Rhumatologie
Ophtalmologie
Radiologie
Rhumatologie




Pr. BARKAT Amina

Pr. BENYASS Aatif

Pr. BERNOUSSI Abdelghani
Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. EL HAMZAOUI Sakina*
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. NIJAMANE Radouane*
Pr. RAGALA Abdelhak

Pr. SBIHI Souad

Pr. ZERAIDI Najia

Décembre 2005
Pr. CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen*

Pr. AKJOUJ Said*

Pr. BELMEKKI Abdelkader*
Pr. BENCHEIKH Razika

Pr. BIYI Abdelhamid*

Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine
Pr. BOULAHY A Abdellatif*
Pr. CHENGUETI ANSARI Anas
Pr. DOGHMI Nawal

Pr. FELLAT Ibtissam

Pr. FAROUDY Mamoun

Pr. HARMOUCHE Hicham
Pr. HANAFI Sidi Mohamed*
Pr. IDRISS LAHLOU Amine*
Pr. JROUNDI Laila

Pr. KARMOUNI Tariq

Pr. KILI Amina

Pr. KISRA Hassan

Pr. KISRA Mounir

Pr. LAATIRIS Abdelkader*
Pr. LMIMOUNI Badreddine*
Pr. MANSOURI Hamid*

Pr. OUANASS Abderrazzak
Pr. SAFI Soumaya*

Pr. SEKKAT Fatima Zahra
Pr. SOUALHI Mouna

Pr. TELLAL Saida*

Pr. ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007
Pr. ABIDI Khalid
Pr. ACHACHI Leila

Pédiatrie

Cardiologie

Ophtalmologie

Biophysique

Microbiologie

Cardio logie (mise en disponibilité)
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie

Radiologie

Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie



Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAJIJI Larbi*

AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
BOUTIMZINE Nourdine
CHARKAOUI Naoual*
EHIRCHIOU Abdelkader*
ELABSI Mohamed

EL MOUSSAOUI Rachid
EL OMARI Fatima
GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*
ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb
LALAOUI SALIM Jaafar*
LOUZI Lhoussain*
MADANI Naoufel

MAHI Mohamed*
MARC Karima
MASRAR Azlarab
MRABET Mustapha*
MRANI Saad*

OUZZIF Ezzohra*
RABHI Monsef*
RADOUANE Bouchaib*
SEFFAR Myriame
SEKHSOKH Yessine*
SIFAT Hassan*
TABERKANET Mustafa*
TACHFOUTI Samira

TAJDINE Mohammed Tarig*

TANANE Mansour*
TLIGUI Houssain
TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN

Décembre 2008

Pr

ZOUBIR Mohamed*

Pr TAHIRI My El Hassan*

Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie

Parasitologie

Anesthésie réanimation Directeur ERSM
Biochimie-chimie

Pharmacie clinique

Ophtalmologie

Pharmacie galénique

Chirurgie générale

Chirurgie générale

Anesthésie réanimation

Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale

Dermatologie

Radiothérapie

Anesthésie réanimation

Microbiologie

Réanimation médicale

Radiologie

Pneumo phtisiologie

Hématologique

Meédecine préventive santé publique et hygiéne
Virologie
Biochimie-chimie
Médecine interne
Radiologie
Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie
Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale



Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGDR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*
Pr. AIT BENHADDOU El hachmia
Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BJIJOU Younes

Pr. BOUHSAIN Sanae*

Pr. BOUI Mohammed*

Pr. BOUNAIM Ahmed*

Pr. BOUSSOUGA Mostapha*
Pr. CHAKOUR Mohammed *
Pr. CHTATA Hassan Toufik*
Pr. DOGHMI Kamal*

Pr. EL MALKI Hadj Omar
Pr. EL OUENNASS Mostapha*
Pr. ENNIBI Khalid*

Pr. FATHI Khalid

Pr. HASSIKOU Hasna *

Pr. KABBAJ Nawal

Pr. KABIRI Meryem

Pr. KARBOUBI Lamya

Pr. ’KASSIMIHachemi*

Pr. LAMSAOURI Jamal*

Pr. MARMADE Lahcen

Pr. MESKINI Toufik

Pr. MESSAOUDI Nezha *

Pr. MSSROURI Rahal

Pr. NASSAR Ittimade

Pr. OUKERRAJ Latifa

Pr. RHORFI Ismail Abderrahmani *

PROFESSEURS AGREGES :
Octobre 2010

Pr. ALILOU Mustapha

Pr. AMEZIANE Taoufig*

Pr. BELAGUID Abdelaziz

Pr. BOUAITY Brahim*

Pr. CHADLI Mariama*

Pr. CHEMSI Mohamed*

Pr. DAMI Abdellah*

Pr. DARBI Abdellatif*

Pr. DENDANE Mohammed Anouar
Pr. EL HAFIDI Naima

Pr. EL KHARRAS Abdennasser*

Médecine interne
Pédiatre

Chirurgie Générale
Neurologie
Neuro-chirurgie
Radiologie
Rhumatologie
Neuro-chirurgie
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie
Chirurgie Générale
Traumatologie orthopédique
Hématologie biologique

Chirurgie vasculaire périphérique
Hématologie clinique

Chirurgie Générale

Microbiologie

Médecine interne

Gynécologie obstétrique
Rhumatologie

Gastro-entérologie

Pédiatrie

Pédiatrie

Microbiologie Directeur Hopital My Ismail
Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie
Pneumo-phtisiologie

Anesthésie réanimation
Médecine interne
Physiologie

ORL

Microbiologie
Médecine aéronautique
Biochimie chimie
Radiologie

Chirurgie pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie



Pr. EL MAZOUZ Samir

Pr. EL SAYEGH Hachem
Pr. ERRABIH Ikram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*
Pr. NAZIH Mouna*

Pr. ZOUAIDIA Fouad

Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed

Pr. ABOUELALAA Khalil*

Pr. BELAIZI Mohamed*

Pr. BENCHEBBA Driss*

Pr. DRISSI Mohamed*

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL KHATTABI Abdessadek*
Pr. EL OUAZZANI Hanane*

Pr. ER-RAJI Mounir

Pr. JAHID Ahmed

Pr. MEHSSANI Jamal*

Pr. RAISSOUNI Maha*

Février 2013

Pr. AHID Samir

Pr. AIT EL CADI Mina

Pr. AMRANI HANCHI Laila

Pr. AMOUR Mourad

Pr. AWAB Almahdi

Pr. BELAYACHI Jihane

Pr. BELKHADIR Zakaria Houssain
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La sécurité des aliments fait 1’objet d’une attention accrue de la part des consommateurs, des
gouvernements et des producteurs du fait d’une prise de conscience des enjeux pour la santé
humaine et animale, dans un contexte de marché mondial. Les incidents relatifs a la
contamination chimique de la chaine alimentaire suscitent ainsi une forte médiatisation qui
renforce les inquiétudes. Ces contaminants peuvent provenir de sources naturelles, comme
c’est le cas des mycotoxines. Ces dernicres sont des champignons toxinogenes qui constituent
un danger réel pour la santé de I'Homme et de l'animal par la sécrétion de substances
hautement toxiques au cours de leur prolifération sur ou dans les aliments d'origine végétale
ou animale. Ces mycotoxines sont répandues a tous les stades de la chaine alimentaire. Elles
ont une composition chimique tres variable, ce qui fait que leurs propriétés physico-chimiques
et toxicologiques sont extrémement variées. Ces effets concernent en général la

cancérogénicité, la génotoxicité, la tératogénocité, I’hépatotoxicité et I'immunotoxicité .

Parmi les pays concernés on trouve le Maroc, car il est entouré par I’océan Atlantique et par la
mer Méditerranéenne, caractérisé par un climat chaud et humide favorisant la croissance des
moisissures dans les zones coOtieéres abritant environ 70% de la population totale. Ces
conditions climatiques sont probablement favorables pour la croissance des moisissures et la

production des mycotoxines.

v L’objectif de notre travail est d’étudier dans un premier temps la contamination fongique
de 22 denrées alimentaires prélevées dans différents points de vente de la ville de Rabat au
Maroc(thé, café, poudre de chocolat, piment rouge, poivre, cumin et gingembre). Dans un

deuxieme temps, 1’étude des mycotoxines éventuellement produites par ces denrées.
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Premiere partie :

Mycotoxines
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Chapitre 1 : Mycotoxines dans les produits alimentaires.

Introduction.

Les maladies d'origine alimentaire constituent a I'heure actuelle I'un des problémes de santé
publique les plus répandus a 1'échelle internationale. Ces maladies sont causées par divers

agents en particulier les microorganismes pathogenes.

Produites par des moisissures, les mycotoxines sont des métabolites secondaires toxiques se
développant sur la plante en plein champ ou lors du stockage, dans toutes les régions du
monde. Plus de 300 mycotoxines ont pu étre identifiées et environ une trentaine de ces
molécules a une véritable importance en termes de santé animale et humaine !, Les plus
communes dans les aliments et les plus importantes au niveau sanitaire et économique sont les
aflatoxines, les ochratoxines, les trichothécénes, la zéaralénone, les fumonisines, les

alcaloides de D’ergot, la citrine, la patuline™’.

Leur production est aléatoire et répond
généralement a des signaux issus de I’environnement tels que la température, I’humidité, la
nature du substrat ou la présence d’autres moisissures. Une mycotoxine peut étre produite par
différentes souches de moisissures et une souche peut produire plusieurs toxines différentes,

en fonction des conditions climatiques I,

Les mycotoxines produisent divers effets néfastes sur la santé tels que les nephrophaties,
cancers, pathologies hépatiques syndromes hémorragiques, désordres immunologiques et
neurologiques. En cas de forte contamination, elles peuvent donner lieu a une
symptomatologie aigu€ conduisant a la mort. En général, le danger est plus pernicieux et

résulte d’une exposition chronique a de faibles doses ¢,

Les causes sont: une baisse du rendement des productions des animaux d’élevage
(contaminés par leurs alimentations), des aliments non commercialisables (altération des
caractéristiques organoleptiques) ou une destruction lorsque les denrées sont trop

contaminées.

En effet, les risques potentiels pour la santé humaine et animale ont été parfaitement pris en

compte par différentes organisations internationales, dont la FAO, la FDA (Food and Drug



administration), ’OMS (organisation mondiale de la santé) et la commission européenne, qui

se sont dotées d’une réglementation.

Les toxines les plus préoccupantes en sant¢ humaine sont produites par les moisissures du

genre Aspergillus, Penicillium et Fusarium (Tableau I)

Tableau I : Mycotoxines et moisissures productrices associées retrouvées en alimentation

humaine et /ou animale.”!

Mycotoxines Principales moisissures
productrices.

Aflatoxines B1, B2, G1, G2 Aspergillus flavus,
A. parasiticus, A. nomius

Penicillium verrucosum,
Ochratoxine A Aspergillus ochraceus,
Aspergillus carbonarius

Penicillium expansum,
Patuline Aspergillus clavatus

Mycotoxines réglementées Byssochlamys nivea

ou en cours de
réglementation

Fumonisines B1, B2, B3 Fusarium verticillioides,
F. proliferatum

Fusarium graminearum,

F. culmorum
Trichothécénes (DON) F. crookwellense,

F. sporotrichioides

F. poae, F. tricinctum,

F. acuminatum

Zéaralénone
Fusarium graminearum,
F. culmorum
F. crookwellense.

Alcaloides d’ergot (dit ergot Claviceps purpurea,
du seigle) C. paspali, C. africana




Citrinine Aspergillus terreus, A.
carneus, A. niveus
Penicillium verrucosum, P.
citrinum, P. expansum
AT T BO0T GE Toxines d’ Alternaria Alternaria alternata,
(alternariol, Alternaria solani
alternariol méthyl éther...)

Acide cyclopiazonique Aspergillus flavus, A.
versicolor, A. tamarii
Penicillium dont P.
camemberti

Stérigmatocystine Aspergillus nidulans, A.
versicolor, A. flavus

Autres mycotoxines Sporidesmines Pithomyces chartarum
Stachybotryotoxines Strachybotrys chartarum
Toxines d’endophytes Neotyphodium
(ergovaline, lolitreme B) coenophialum, N. lolii
Phomopsines Phomopsis leptostromiformis

Penicillium roquefortii,
P. crustosum,

Toxines trémorgenes P. puberrelum
Aspergillus clavatus,
A. fumigatus

I. DECOUVERTE DES MYCOTOXINES.

Deés le moyen age, les chroniques décrivent les effets mortels de 1'ergot du seigle dont I'agent
causal Claviceps purpurea est responsable de I'¢laboration d'une toxine mortelle

l'ergotamine.



Ensuite, des ¢tudes permettaient d'isoler du mais contaminé par Penicillium, 1'acide

pénicillique premiére mycotoxine identifiée.

En Angleterre (1960), l'ingestion d’une farine d'arachide importée du Brésil et aussi
contaminée par Aspergillus flavus a entrainé la mort brutale d'une centaine de milliers de
dindonneaux apres I’apparition des premiers symptomes : perte de 1’appétit, faiblesse des
ailes et 1éthargie. Cet événement dénommé autrefois tout simplement« Turkey-X- Disease » a
donné le départ d'une série d'études et de recherches physicochimiques et toxicologiques sur
les substances actives ¢laborées par les moisissures. Ainsi en 1960, le nom d’aflatoxine est

attribué a cette nouvelle matiere toxique.

Au Maroc, bien que I’on signale des 1945 a I’Institut National d’Hygiéne, une intoxication de
porcs par une alimentation moisie d’apreés Ninard et Hinterman, cité par Lafont (1970), les
premicéres recherches scientifiques faisant mention de la contamination des denrées
alimentaires par des champignons toxinogenes n'ont vu le jour qu'au milieu des années 70 ou
un nombre de produits incluant des céréales, des 1égumineuses et des épices se sont révélées

susceptibles d’héberger des spores d’Aspergillus toxinogénes *

D'autres travaux ont montré la contamination des olives par Aspergillus flavuse t A. ochraceus
producteurs respectifs d’Aflatoxines et Ochratoxines,”’de méme qu’avec une multitude
d’autres especes fongiques qui se sont avérées capables de produire des métabolites toxiques
mis en évidence a I'aide de tests biologiques ") Les investigations faites par Faid et
Tantaoui-Elaraki (1989) ont mis a jour la toxinogénese de deux moisissures les plus

fréquentes sur fruits d’agrumes Penicillium italicum et P. digitatum.

Kichou et Wasler (1993) ont signalé la présence de l'aflatoxine B1 dans l'alimentation

destinée a la volaille.

Tantaoui-Elaraki et Bartine (1994) ont ensuite isolé¢ des souches d’Aspergillus. Flavus

productrices d’ochratoxine A sur diverses épices distribuées au Maroc.

Les investigations effectuées par I’équipe de I'Institut National d’Hygiéne (2006) ont aussi

montré la contamination des fruits secs et des olives noires commercialisés au Maroc par



I’Ochratoxine A ™! | et les céréales et les épices par certaines mycotoxines notamment les

aflatoxines, la zéaralénone, I’Ochratoxine A et la fumonisione B1 "/ .
II. Moisissures toxinogénes.

Deux groupes de moisissures toxinogenes (producteurs de mycotoxines) peuvent étre
distingués. Le premier type est constitu¢ de champignons envahissant leur substrat et
produisant la mycotoxine sur plantes sénescentes ou stressées : il sera question de toxines de
champs. L’autre groupe rassemble ceux qui produisent les toxines apres récolte ; on les
qualifiera de toxines de stockage. Ainsi, des champignons du sol ou des débris de plantes
peuvent disséminer leurs spores sur la plante ou les grains puis proliférer pendant le stockage

si les conditions le permettent.!'”!

Des moisissures toxinogenes peuvent se développer sous tous les climats, sur tous les
supports solides ou liquides des I’instant qu’il y a des ¢léments nutritifs, de 1’humidité
(activité en eau Aw supérieure a 0,6), d’ou la grande variété des substrats alimentaires
contaminés. Les aliments contamingés par les mycotoxines peuvent étre classés en deux grands

groupes : les aliments et produits d’origine végétale, et ceux d’origine animale.

Parmi les produits et aliments d’origine végétale, les céréales et leurs produits dérivés qui
présentent le plus grand facteur de risque compte tenu de la fréquence de contamination et de
leur consommation importante en Europe quelque soit le régime alimentaire. Les autres
produits d’origine végétale sont les fruits et légumes secs (graines oléagineuses, haricots et
raisins secs), les épices, les jus et produits de fermentation (jus de pomme, de raisin, bi¢re, vin

et cidre)!™ .

Parmi les produits et aliments d’origine animale, le lait, les ceufs, les viandes, les abats et tout

ce qui en dérive doivent retenir I’attention.

Certaines moisissures sont utilisées dans 1’élaboration de condiments ou d’aliments comme

les fromages et, de ce fait, doivent répondre a des criteres stricts de sécurité.

Plusieurs especes fongiques sont utilisées depuis des siecles pour la préparation d’aliments en

Occident et en Extréme-orient.



De nouvelles utilisations de micromycétes sont freinées par la crainte de présence de
mycotoxines. Autrefois sélectionnées sur la base de ’absence de toxicité observable, elles
sont aujourd’hui passées par le crible des méthodes de toxico-génomique pour détecter des

\ . \ 1
génes de toxinogenése.!™!

III. Contamination des matiéres premiéres par les mycotoxines.

Les moisissures sont des champignons filamenteux qui se développent sur une large gamme
de produits alimentaires d’origine animale et végétale. Les principaux substrats sur lesquels
elles proliférent sont les cultures oléagineuses, protéagineuses et céréalieres, mais on les
retrouve également dans les fourrages comme la luzerne ou la fétuque, ainsi que dans le cafg,
le cacao, le riz, la biere, le vin et les épices. Elles sont trés résistantes a la décomposition et ne
sont pas détruites par les traitements thermiques, comme la cuisson et la congélation, et tres

\

stables a D’acidité et a la chaleur. Cette stabilit¢ rend leur élimination difficile et, par

conséquent, la décontamination des denrées alimentaires sera trés problématique 1.

Il a été également démontré qu'elles sont résistantes a la décomposition dans le systéme
digestif des animaux. Par conséquent, si du bétail consomme des aliments contaminés par des
mycotoxines, celles-ci peuvent €tre transmises a la viande et aux produits laitiers. Selon la
Food and Agricultural Organization of the United Nation (FAO), plus de 25 % des récoltes

. ., ., . . . . 14
mondiales sont contaminées par des quantités significatives de mycotoxine.!"¥

Les conditions climatiques en Afrique subsaharienne sont favorables a la croissance des
moisissures. L’augmentation des transports internationaux de denrées alimentaires et
I’intensification des méthodes culturales induisent un risque accru de contaminations croisées
par les mycotoxines. Les nouveaux produits incorporés dans I’alimentation animale, la
constitution de stocks et les modifications des pratiques de rationnement du bétail accroissent
le risque de contamination du bétail et du passage des mycotoxines dans la chaine alimentaire

humaine.!"™!



= Contamination en plein champ.

Elle touche aussi bien les cultures que les récoltes. D’une maniere générale, les moisissures
qui se développent sur les graines au champ nécessitent une humidité de I’ordre de 20 a 25%

: 1
pour leur cr01ssance.[ 8l

Les facteurs écologiques et les pratiques culturales favorisant la contamination sont les

suivants :

v’ Au champ :

Les insectes, parasites des cultures, créent des l€sions au niveau de ’enveloppe des graines
qui favorisent la pénétration de I’inoculum a I’intérieur de la graine. Ces derniers constituent
par la suite un terrain favorable a I’infestation par des champignons comme Aspergillus flavus
et Aspergillus parasiticus. Plusieurs types d’insectes et leurs larves attaquent la plante et

prédisposent celle-ci a une infection par des champignons avant que 1’épi ne se forme.

Lors de la récolte, des inoculats de moisissures peuvent persister dans le champ. Les résidus
laissés dans le champ apres la récolte peuvent constituer un lieu de survie et de

développement fongique I’année suivante.

L’irrigation, liée aux conditions climatiques est un facteur difficilement maitrisable. 11 a été
montré qu’un stress hydrique important suivi de conditions de forte humidité était favorable

au développement de Fusarium moniliforme.

v' Au moment de la récolte

Les conditions de la récolte peuvent intervenir dans le développement des contaminations lors
du stockage ultérieur des céréales. En effet, des grains insuffisamment mirs ont une teneur en
eau ¢levée, supérieure a 17%. Plus ’humidité est importante, plus les conditions du

développement fongique seront favorables.

Les grains brisés par action mécanique constituent un terrain favorable au développement des

champignons au cours du stockage et a I’attaque d’insectes.!"®!

10



= Développement pendant le stockage.

Le stockage du grain a généralement lieu dans des silos. Sa durée est variable en fonction de
I’étalement de la consommation de la récolte. Des mauvaises conditions de stockage associées
au facteur temps peuvent étre favorables au développement de la flore fongique de stockage,
notamment lorsque les systemes de ventilation sont insuffisants pour assurer une bonne
régulation de la température. Lorsque la contamination des céréales par les mycotoxines a lieu
au cours du stockage, elle est lice au développement de moisissures capables de croitre sur

des substrats contenant 10 a 18% d’humidité.

L’humidité trop importante des grains, associée a une température ¢levée sont les conditions
requises pour la croissance de la flore. Son développement peut générer des odeurs de moisi
qui se retrouvent ensuite dans le pain, une modification des propriétés plastiques des pates,
une diminution de la faculté germinative des grains. Les risques de production de
mycotoxines de stockage dont les principales produites sont ’ochratoxine A et la citrinine ne

sont pas négligeables.!"®

L’altération du grain stocké peut étre lice a la présence d’insectes et d’acariens. Ces derniers
sont capables de se développer a des taux d’humidité méme tres faibles (10%) et leur vitesse
de multiplication augmente avec 1’¢lévation de la température. Leur présence peut faciliter la

contamination et le développement des moisissures de stockage.

L’origine de la contamination reste mal connue, mais les spores disséminées par 1’air peuvent
provenir du champ ou de la poussiére présente dans les infrastructures de stockage. Les
acariens vivant sur les grains moisis, récuperent et transportent les spores des champignons
sur leur corps, mais également dans leur tube digestif et leurs féces. De ce fait, les acariens

A . . . . 1
peuvent étre des vecteurs de contamination des grains sains.!"%

Les conditions de prolifération, la toxicité et les synergies d’actions entre différentes

. \ \ 1 1
mycotoxines ou avec d’autres pathogénes sont trés peu documentées!'”l,

En outre, le cotit des analyses permettant de détecter ces contaminants est peu accessible pour
les pays pauvres. Cependant, une récente étude menée en Afrique de I’Ouest, conjointement

par I’International Institute for Tropical Agriculture (IITA), ’Université de Leeds, et la

11



London School of Hygiene and Tropical Medicine, a démontré une corrélation positive entre
le retard de croissance pondérale et la concentration sanguine en aflatoxine chez les enfants

L 18-1
SCVICS. [18-19]

Ces observations justifient clairement le besoin de développer des stratégies limitant
I’exposition des populations subsahariennes, et plus particulierement les enfants, aux produits
agricoles contaminés par cette toxine. Dans le cas précis de la contamination indirecte de la
chaine alimentaire humaine via 1’alimentation du bétail, il importe d’envisager I’ensemble de
la filiere : de la fabrication des aliments distribués au bétail jusqu’aux produits finis : la

viande, le lait et les produits laitiers.

La contamination de I’aliment distribué au bétail sera conditionnée par une série d’éléments.
Il s’agit des sous-produits composant la ration, de leur condition de culture, de récolte et de
conservation. Les composants entrant dans la ration détermineront le complexe de

mycotoxines ingéré par ’animal.
IV. Facteurs de production des mycotoxines dans les aliments.

Toutes les récoltes poussant a des climats chauds et humides et exposées aux moisissures
toxinogeénes peuvent étre contaminées par les mycotoxines. C'est le cas notamment du mais,
des fruits a coque, des arachides, des graines de coton, des noix, des pistaches, des épices, du
soja, du riz, des amandes, des fruits secs, du lait et ses dérivés et des céréales et leurs dérivés

etc.

Certaines cultures sont moins favorables par rapport a d’autres pour la production d’une ou
plusieurs mycotoxines par les champignons. Ceci est probablement dii a des facteurs
geénétiques. D'autres cultures comme les céréales offrent aux champignons de trés bonnes
conditions de développement vu leur richesse en glucides reconnus comme principales

sources d’énergie.

Le blé, l'orge, le seigle, I’avoine, le sorgho, le millet et le riz, apparaissent étre moins

susceptibles a la contamination fongique et la production d'aflatoxine par rapport au mais.
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Les moisissures responsables de D’altération des graines sont réparties en deux groupes

¢cologiques :
- Les moisissures du champ : Alternaria et Fusarium
- Les moisissures de stockage - Aspergillus et Penicillium.

La sécrétion par les moisissures de métabolites toxiques dans les aliments dépend de

plusieurs facteurs : physiques, chimiques et biologiques.”*”’

1. Facteurs physiques.

o Activité de [’eau.

L’activit¢ de I’eau (Aw) joue un role primordial sur la croissance des moisissures en
particulier sur la germination des spores et la croissance du mycélium. L’exigence et la

tolérance des moisissures vis a vis de 1’eau sont variables d’une souche a 1’autre.

La toxinogénese est fortement li¢e a ’activité de 1’eau (4Aw). Quand les autres facteurs ne sont
pas limitant, la toxinogénése croit d’une fagon exponentielle avec I’4w jusqu’a un maximum

. . . s \ . e 21
ot on observe un ralentissement de la toxinogénése due a un défaut d’oxygénation.*!!

Les moisissures sont classées en trois groupes :

+ Les espéces hygrophiles dont les spores germent a plus de 90% et leur croissance

optimale se situe a 100 % d’humidité relative (Mucor sp.).

< Les espéces mésophiles dont les spores germent entre 80 et 90% et leur croissance

optimale se situe entre 95 et 100% d’humidité relative (Alternaria sp., Penicillium sp.).

< Les espéces xérophiles dont les spores germent a moins de 80% et leur croissance

optimale se situe entre 95 et 100% d’humidité relative (Aspergillus sp, Penicillium sp.).

Concernant les Aspergillus, I’Aw optimale de leur croissance se situe entre 0,72 et 0,80 selon
les especes. Cependant la plupart des Penicillium pousse mieux a des Aw comprises entre 0,8

et 0,90. Les especes du genre Fusarium se développent a des Aw entre 0,80 et 0,92.
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Le tableau n° II résume les valeurs limites nécessaires pour le développement de quelques

types de moisissures.

En effet, la formation des aflatoxines par A. flavus nécessite une valeur d’Aw comprise entre
0,84 et 0,86, mais la croissance du micro-organisme producteur peut avoir lieu a des valeurs

d’Aw plus basses.

+¢ Il est a noter que I’Aw requise pour la production de mycotoxines est généralement plus
faible que celle nécessaire pour la croissance des moisissures et la germination des spores.

Tableau II: Activité de ’eau (4w) nécessaire pour le développement

- 22,23
de quelques moisissures.*> %!

Moisissures Activité d’eau (Aw)
A. ochraceus 0, 83-0. 87
e JHIPS 0, 84-0, 86
A. niger 0. 88
P. cyclopium
0,87 - 0,90
Fusarium sp
0,80 - 0,92

o Température (T°) et pH.

La température optimale de toxinogénese est généralement voisine (légerement inférieure) de

. . . . 24
la température optimale de croissance des souches productrices 4I,

Aspergillus ochraceus est une espéce qui se développe entre 8 et 37°C, avec un optimum
entre 24 et 37°C. Peu d’informations sont disponibles sur 4. carbonarius car sa capacité a
produire 1’Ochratoxine A (OTA) n’a été rapportée que récemment. Des études préliminaires

récentes indiquent des conditions optimales entre 32 et 35°C 1231,

Aspergillus niger se développe de fagon optimale a des températures hautes, avec un optimum

entre 35-37°C.
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Penicillium. verrucosum, quant a lui, est capable de croitre a basse température (entre 0 et
31°C, l'optimum est a 20°C). La patuline, ’acide pénicillique et ’OTA sont élaborés a des

températures généralement inférieures a celles de la croissance.

Les températures optimales de croissance et de production d’aflatoxines chez A. flavus sont
proches **!. Pour d’autres toxines (trichothécéne et zéaralénone), la température optimale de

. S A . S s st \ . 21
toxinogénése peut étre jusqu’a 10°C inférieure a celle de la croissance. 2

Le pH du milieu est un facteur important dans la croissance des moisissures et la production
des mycotoxines. La plupart des moisissures croissent dans des pH acides et peuvent tolérer

des valeurs de pH tres basses.
2. Facteurs chimiques.

e La nature du substrat.

Les moisissures sont des organismes hétérotrophes, se développant exclusivement sur des
substrats organiques contenus dans les produits alimentaires de base (oléagineux, céréales,

produits laitiers etc.).

Les glucides sont des sources de carbone les plus utilisées par les moisissures. La présence de
quelques substances dans les aliments stimule la croissance des moisissures et la production

des mycotoxines comme le saccharose et les acides aminés.

La contamination d’une denrée alimentaire par les moisissures dépend de la nature du substrat

en particulier de la nature des glucides disponibles.'*®!

o Traitements agricoles.

L’utilisation des produits phytosanitaires sur les plantes pendant les traitements agricoles a
une action préventive sur 1’apparition des mycotoxines. L’emploi des insecticides protege des
Iésions dues aux insectes et acariens et réduit la contamination par les souches toxinogenes ou

la production des mycotoxines.
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o Oxygene.

La réduction de la pression partielle en oxygene a un effet inhibiteur bien plus important sur
la toxinogéneése que sur la croissance du champignon. La production d’aflatoxine est

. s . N s ore Y 2
fortement inhibée lorsque la concentration en oxygéne est inférieure a 1 % .12%

o Endommagement des graines.

Les graines cassées ou fissurées constituent des foyers favorables pour le développement des
moisissures qui apres leur envahissement liberent les toxines. Leur altération par les insectes
et les acariens fournit également les conditions favorables pour la croissance et le

développement des moisissures.
3. Facteurs biologiques.

Les facteurs biologiques sont liés a I’espece fongique, a la spécificité et la variation de la
souche et a I’instabilité des propriétés toxiques. Une méme toxine peut étre élaborée par
différentes espéces qui peuvent étre de genres différents. C’est notamment le cas de la

patuline et de ’OTA qui sont produites par plusieurs especes d’Aspergillus et de Penicillium.

Une méme espece peut €galement produire plusieurs toxines (production d’OTA et de
citrinine par Penicillium verrucosum ; d’OTA et d’acide pénicillique par Aspergillus
ochraceus ; production de citrinine et de patuline par Penicillium claviforme ou Aspergillus

terreus).?”!

Au sein d’une espece réputée toxinogene, toutes les souches peuvent ne pas avoir cette
propriété. La fréquence des souches toxinogenes dépend de I’espece fongique. Pour une

méme espéce, la production des toxines peut dépendre de la région et du substrat d’origine.?®!

A coté de tous ces facteurs qui sont généraux aux mycotoxines, il faut relever que chaque
souche toxinogene a une physiologie différente et par conséquent un habitat écologique

différent.
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V. *Contamination de la chaine alimentaire de PHomme.

L’entrée des mycotoxines dans I’alimentation humaine s’effectue soit directement par la
consommation de denrées végétales contaminées (arachides, pistaches, amandes...), soit
indirectement par des produits dérivés a partir desquels sont ¢laborés les produits finis, par
exemple la farine de céréales. Les mycotoxines peuvent €galement se transmettre dans la
chaine alimentaire de I’homme par I’ingestion de denrées d’origine animale (laits, produits
laitiers, abats, charcuterie...), si ’animal a été nourri des végétaux eux-mémes contamings,

c’est le cas de I’aflatoxine B1 et de I’ochratoxine A.

Si la ration alimentaire d’une vache laitiere est enrichie en tourteaux de mais ou d’arachide
pollués par de I’aflatoxine B1, le lait produit contiendra de I’aflatoxine M1. Il a été évalu¢ que
0,5 a 4% de I’aflatoxine Bl présente dans des céréales, se retrouvait sous forme M1 dans le

lait ainsi que dans les produits laitiers élaborés & partir de ce lait contaminé. 123!

L’ochratoxine A est un contaminant des céréales qui entrent dans 1’alimentation des volailles
et des porcs. Le transfert de cette mycotoxine dans les produits charcutiers a lieu a partir de
porcs ou de volailles nourris avec des grains contaminés. On retrouve de I’ochratoxine A dans

les abats et dans les préparations charcuticres.
VI. Mycotoxines et risques pour le consommateur.

La toxicité de ces contaminants naturels peut €tre directe ou indirecte vis a vis des organismes
consommant des denrées alimentaires contaminées. Certaines mycotoxines ont une toxicité
aigué trés marquée (exposition unique a une forte dose), mais il est exceptionnel en Europe

\

d’étre exposé a des doses toxiques en une seule ingestion d’aliments contaminés.

. . . . . 1
Historiquement, la mycotoxicose la plus anciennement connue est I’ergotisme. !

Il s’agit d’une pathologie ¢galement appelée « feu de Saint-Antoine », « feu sacré » ou « mal
des ardents ». Elle est provoquée par les toxines de Claviceps €laborées par ’ergot de seigle
et se présente sous forme de délires, prostrations, douleurs violentes, abces, gangrénes des
extrémités aboutissant a des infirmités graves et incurables. Des épidémies ont sévi du 8e au

16e siecle en raison des conditions d’alimentation misérables des populations, en particulier la
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consommation de farines contaminées par les sclérotes de ces champignons. En France, le

dernier épisode s’est produit en 1951 a Pont Saint-Esprit, dans le Gard.

Les effets chroniques (exposition répétée a de faibles voire tres faibles doses) sont les plus

redoutés en raison des habitudes alimentaires et du pouvoir de rémanence de ces toxines.

La toxicité est variable (tableau n° III). Certaines toxines exercent un pouvoir hépatotoxique
(aflatoxines), d’autres se révelent ostrogéniques (zéaralenone), immuno/hématotoxiques
(patuline, trichothécénes, fumonisines),dermonécrosantes (trichothécenes), néphrotoxiques

(ochratoxine A) ou neurotoxiques (toxines trémorgenes).

Certaines mycotoxines sont reconnues ou suspectées d’étre cancérogenes. En outre, plusieurs

. A 7 A . ~ . . . 1
mycotoxines peuvent étre présentes dans le méme produit ou la méme ration alimentaire.!*!
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Tableau I1I : Effets identifiés ou suspectés des principales mycotoxines et mécanismes d’action

cellulaires et moléculaires identifiés expérimentalementm]

Aflatoxine B1 + M1 Hépatotoxicité Formation d’adduit a I’ADN
Génotoxicité Peroxydation lipidique
Cancérogénicité Bioactivation par
Immunomodulation cytochromes P450
Conjugaison aux GS-
transférases
Ochratoxine A Néphrotoxicité Impact sur la synthése des
Génotoxicité protéines.
Immunomodulation Inhibition de la production
d’ATP
Détoxification  par les
peptidases
Patuline Neurotoxicité Inhibition indirecte
Mutageneése in vitro d’enzymes
Trichothécénes Hématotoxicité Induction de I’apoptose sur
(Toxine T-2, Immunomodulation progéniteur hématopoiétique
DON, ...) Toxicité cutanée et cellules immunitaires
Impact sur la synthése des
protéines
Altération des
immunoglobulines
Zéaralénone Fertilité et Reproduction Liaison  aux  récepteurs
oestrogéniques

Bioactivation par des
réductases

Conjugaison aux
glucuronyltransférases

Fumonisine B1

Lésion du systéme nerveux
central

Hépatotoxicité

Génotoxicité
Immunomodulation

Inhibition de la synthése de
céramide

Altération du rapport
sphinganine/sphingosine
Altération du cycle cellulaire
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Pour les consommateurs humains, un autre type de risque est indirect car il est induit par la
présence possible de résidus dans les productions issues des animaux de rente exposés a une

alimentation contaminée par les mycotoxines.

Ces résidus correspondent a la toxine elle-méme et/ou a des métabolites bioformés conservant
les propriétés toxiques du composé parental. Les espéces d'¢levage peuvent donc constituer
un vecteur de ces toxines ou de leurs métabolites dans des productions telles que la viande, le
lait ou les ceufs. C’est le cas notamment de I’aflatoxine B1, dont le métabolite 1’aflatoxine M1
est retrouvé dans le lait des mammiféres lorsque ceux-ci ont ingéré des aliments contaminés

par I’aflatoxine B1.

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 des toxiques

. . o, 14 14 14 r 2
capables de persister dans I’organisme en cas d’expositions répétées et rapprochées.*?!

VII. Mycotoxines et le risque pour I’animal.

Les animaux monogastriques d’¢élevage, volailles et porcs sont particulierement exposés aux
mycotoxicoses du fait de I’'importance de la part des céréales dans leur alimentation et de
I’absence du réservoir ruminal contenant des microorganismes capables de dégrader les
toxines avant leur absorption intestinale. La susceptibilité des volailles aux aflatoxines a été a
I’origine de la découverte de ces toxines apres un épisode brutal d’hépatotoxicité 1étale

survenu en 1960 dans des élevages de dindes en Grande-Bretagne.

Ce fait a été a ’origine de la mise en évidence de la relation moisissures-toxines-maladies et
du développement de la mycotoxicologie moderne. De méme, de nombreux cas de
néphropathie chez le porc signalés quelques années plus tard au Danemark ont conduit a la
découverte du caractere contaminant naturel de 1’ochratoxine A dans l'orge et de la

qualification de son pouvoir toxique.*”
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En France, en dehors des cas sporadiques correspondant a des accidents aigus observables
dans différentes especes animales, 1’essentiel des problémes est lié a une contamination
chronique par les fusariotoxines (trichothécénes, z€aralénone,fumonisines) des aliments
produits en France ou importés. Les problemes ponctuels dus a I’importation de matieres

premicres contaminées justifient des procédures de surveillance et de controle.

Enfin, le développement des techniques de conservation des fourrages a la ferme sous forme
humide et I'utilisation d’aliments humides comme les dréches et les pulpes de betterave
peuvent également constituer un risque de développement des moisissures et de présence de

mycotoxines. 7
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Chapitre II. Principaux types de mycotoxines et

mycotoxicogenese.
1. Les Aflatoxines.
a) Définition.

Les aflatoxines sont des métabolites secondaires synthétisés par des souches d'Aspergillus

avus, A. parasiticus et A. nomius 1331
p

. En effet, A.parasiticus est un champignon mieux
adapté au sol et proéminent chez I'arachide, alors que 4.flavus est adapté a la vie aérienne des
plantes (fleures) et il est dominant en particulier dans les cultures de mais. Une distinction
biochimique entre les souches productrices d'aflatoxines est que A. flavus produit seulement

les aflatoxines B, alors que A. nomius et A. parasiticus produisent les aflatoxines B et G.!"!

Les aflatoxines constituent un groupe de dix-huit composés dont quatre sont les formes les
plus couramment rencontrées dans les aliments. Il s’agit des aflatoxines B1, B2, G1 et G2

produites par la moisissure Aspergillus et qui sont les plus toxiques.

L’AFBI est la plus toxique, suivie par ordre décroissant de toxicité, par ’AFM1, I’AFGI,
I’AFB2 et ’AFG2. La toxicité des aflatoxines G1, B2 et G2 sont respectivement 50, 80 et
90% moindre que celle de ’AFB1. !

Les aflatoxines sont produites sous les climats tropicaux et subtropicaux dans des conditions
de post-récolte défectueuses caractérisées par une humidité et une température élevées. De
nombreux produits destinés a ’alimentation des animaux ou a I’Homme peuvent en contenir
et parfois en quantit¢é non négligeable :graines d’arachide, mais, bl¢, céréales, amandes,
noisettes, pistaches, noix, figues, dattes, cacao. Elles sont métabolisées, chez 1’animal de
rente, au niveau du foie puis éliminées sous forme de composés sulfo et glucurono conjugués
par voie urinaire ou par le lait. L’aflatoxine B1 est absorbée par le bétail avec I’aliment
contaminé puis métabolisée en un dériveé, aflatoxine M1 qui est excrétée par le lait. Elle est
par la suite, présente dans les produits laitiers : le lait écrémé et les produits obtenus par
précipitation lactique comme les yaourts, le fromage blanc, les cremes lactées. Le beurre n’en

contient pas, car elle se trouve concentrée dans la phase aqueuse du babeurre en raison
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d’interactions hydrophobes avec les caséines du lait. La toxicité est chronique, a effets
tératogenes et cancérigenes, liée a 1’ingestion réguliere et itérative d’aflatoxines présentes

dans les aliments. 12?3161

b) Propriétés physico-chimiques.

Les aflatoxines sont des molécules de faible poids moléculaire (312 a 330 g/mol), trés peu
solubles dans I’eau, insolubles dans les solvants non polaires, trés solubles dans les solvants
organiques moyennement polaires (chloroforme et alcool méthylique), elles sont facilement

extraites.

Sous lumiere ultra-violette (U.V. longs), elles sont fluorescentes (bleue pour les AFB "blue"
d’ou vient leurs noms AFB1 et AFB2 et verte pour les AFG "green" pour AFG1 et AFG2,

I’AFM1 ayant une fluorescence bleu-mauve).

Tableau IV : Propriétés physico-chimiques des aflatoxines.

Aflatoxines Formule brute Point de fusion Masse molaire

(°O) (g/mol)
AFB1 C17H,04 267 312,3
AFB2 Ci7H,404 303- 306 314,3
AFG1 C7H1,04 257-259 3283
AFG2 C7H,404 237-240 330,3
AFM1 C7H1,04 299 3283
AFM2 C,H..0, 293 330
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Figure 1: Structures chimiques des aflatoxines
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¢) Devenir de ’aflatoxine B1 dans I’organisme.

L’AFB1 est une petite molécule lipophile. Des études réalisées chez le rat ont montré que
I’absorption se réalise par diffusion passive au niveau du duodénum et qu’elle est importante
puisque plus de 70% des doses administrées par voie orale ont pu étre détectées apres

élimination dans les urines. 67!

Aprées son absorption, la forme circulante de I’AFB1 est majoritairement liée a I’albumine par
la formation d’une base de SCHIFF entre un résidu lysine et le métabolite Aflatoxine B1-8,9-

dihydrodiol.
Cette forme li¢e a I’albumine sert de bio-traceur des contaminations par les aflatoxines.

Le volume de distribution de I’AFBI est relativement faible et se limite aux organes
impliqués dans le métabolisme et 1’élimination des toxiques, essentiellement le foie et les

reins. 18

La phase I de la métabolisation de I’AFB1 correspond au processus de bioactivation par
oxydation via des mono-oxygenases a cytochrome P450, elle est principalement réalisée dans
le foie mais la muqueuse gastro-intestinale possede aussi les enzymes capables de bioactiver

I’AFB1. ¥

Le cyp3A4 a une affinité plus modeste, il présente deux sites de liaison pour I’AFBI1 et se
trouve impliqué dans la formation de I’AFB1 et dans une moindre mesure, dans celle de
I’AFB1-8,9-¢poxyde ™. Toutefois, I’expression prépondérante de Cyp3A4 au niveau

hépatique en fait un acteur major de la métabolisation de I’AFB1.

L’O-déméthylation de I’AFB1 conduit a I’aflatoxine P1 (AFP1) qui est ensuite détoxifié¢e par
une UDP-glucuronyl-transférase. L’aflatoxicol est un métabolite issu de la réduction
réversible de la fonction cétone en C1 de ’AFBI1 via une réductase NADPH dépendante

cytosolique.! - #!

La phase II du métabolisme correspond a la détoxification de I’AFB1-8,9- époxyde. Elle est
principalement assurée par une réaction de conjugaison avec le glutathion réalisée par des

glutathion S-transférases (GST) sur la fonction époxyde. L’AFB1-8,9-époxyde est aussi
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détoxifée par des époxydes hydrolases conduisant a 1’AFB1-dihydrodiol puis a I’AFBI-

dialdéhyde ensuite transformé en AFB1-dialcool par I’AFB1-aldéhyde réductase. 1!

Les glutathion-conjugués et glucurono-conjugués sont éliminés majoritairement dans la bile et
aussi dans les urines. Les adduits aflatoxine-guanine sont aussi retrouvés dans les urines et

peuvent servir de biotraceur comme les adduits aflatoxine-albumine plasmatiques.

L’AFMI1 demeure une molécule toxique et se trouve excrétée dans les urines et aussi dans le
lait. Le risque existe alors pour I’homme consommateur de lait de vache ou de ses dérivés,
mais aussi pour les jeunes animaux allaités. L’AFM1 pose donc un probleme de santé
publique, car c’est une substance toxique classée dans le groupe 2B par '[ARC (Centre

. LN . . 4
International de Recherche sur le Cancer) comme un cancérigéne potentiel.?”* ¢!

Les effets des aflatoxines sur la santé animale varient suivant I’espece. Les animaux comme le
veau, le poulet, le caneton, le cobaye et le porc sont sensibles a ’AFB1 que la chevre, le

mouton, le rat et la souris.

L’AFBI1 provoque une hépatotoxicité, elle est tératogene, et immunotoxique. Pour étre
toxique ou mutagene, ’AFB1 doit donc étre métabolisée. Elle est transformée en plusieurs
métabolites. Pour I’homme, les suggestions d’une relation entre des nourritures fortement

contaminées en AF et certaines maladies sont plus récentes.
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Figure 3: Métabolisme de I’aflatoxine B1 dans le foie. (adapté par Swick 1984 et NEAL 1998)
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d) Facteurs influencant la teneur en aflatoxines dans les denrées

alimentaires.

Les conditions les plus favorables pour le développement d’A. flavus et la production
d’aflatoxines nécessitent une activité en eau (Aw) de 0,84-0,86 et une température comprise
entre 25 et 40 °C. Ces proliférations fongiques et les productions d'aflatoxine ont lieu au
champ et au cours du stockage. Au champ, les insectes attaquent la surface des grains
facilitant ’acceés de la moisissure aux structures internes qui contiennent les nutriments et
représentent ainsi un facteur important de risque. Un tel scénario ne concerne pas seulement
les zones tropicales et les cultures d’arachide, mais aussi les zones tempérées lors de saisons
exceptionnellement chaudes mais de plus en plus fréquentes pour certaines cultures comme le

coton ou le mais et les ensilages de mais.

Les aflatoxines sont peu sensibles aux traitements thermiques (stérilisation, pasteurisation,
congélation) ou de séchage (déshydratation, lyophilisation). Néanmoins, certains procédés
technologiques modifient la teneur initiale en aflatoxines dans la matiere premiere pour
aboutir, selon la matrice et le procédé, soit a une quasi ¢limination, soit au contraire a une
concentration de la teneur en aflatoxines dans le produit fini ou I’aliment transformé. Parmi
les procédés de transformation du mais, I’amidonnerie par voie humide réduit la concentration

en aflatoxines dans ’amidon au niveau de 1 % de la teneur initiale dans les grains.*’!

Le procédé a sec provoque une réduction de la concentration en aflatoxines dans la farine au

niveau de 6-10 % de la teneur initiale.

Lors de I’extraction de I’huile, les aflatoxines B et G se retrouvent majoritairement dans les
tourteaux (tourteaux de coton, d’arachide...) et minoritairement dans 1’huile brute. Les

traitements ultérieurs de raffinage de 1’huile éliminent les traces d’aflatoxines.

En ce qui concerne les tourteaux destinés a [’alimentation animale, les processus de
détoxification par 'ammoniaque associée ou non au formol permettent d’éliminer une partie

des aflatoxines.!”!
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e) Effets toxiques chez ’Homme.

Deux syndromes humains d’intoxication aigué¢ mais d’étiologies indéfinies ont été reliés a
I’ingestion d’aliments contaminés par les aflatoxines : le Kwashiorkor et le syndrome de

Reye.

Le Kwashiorkor associe hypo-albuminémie et immunosuppression. Le syndrome de Reye
associe encéphalopathie et dégénérescence graisseuse des visceres. Ces deux syndromes ont
¢té associés a I’aflatoxine car aucune autre cause n’a pu étre identifiée et parce que cette
mycotoxine a été trouvée chez les patients. Néanmoins ces cas ayant été observés chez des
populations en malnutrition, le métabolisme de 1’aflatoxine peut étre modifié du fait de cet
état. La derniere intoxication aigué reconnue s’est déroulée d’avril a septembre 2004 dans les
provinces du centre et de I’est du Kenya durant laquelle 341 cas ont été¢ diagnostiqués et ont

été responsables de 123 décés. !

«» Toxicité aigué.

La toxicité aigu€ se caractérise par la dose létale DL50 qui correspond a la concentration
capable d’entrainer la mort de la moiti¢ de la population testée. Concernant les aflatoxines, ce
type de toxicité est moins fréquent chez I’homme que chez les animaux. Chez le caneton, la
DL50 des AFB1, AFB2, AFGI et AFG2 est respectivement de 1'ordre de 0,36, 0,78, 1,70 et
3,44 mg/kg.*”

¢ Toxicité chronique.

La toxicité chronique des aflatoxines survient apres I’ingestion répétée de doses trés faibles.

Ce type de toxicité peut apparaitre aussi bien chez I’Homme que chez 1’animal.

La plupart des ¢études épidémiologiques menées dans le Sud-Est asiatique et en Afrique
tendent a montrer qu’il existe une corrélation entre une exposition chronique a I’aflatoxine via

le régime alimentaire et une prévalence du cancer primitif du foie.

D'apres Hussein et Brasel plus de 250 milles déces annuels sont recensés en Chine et en

Afrique subsaharienne et qui sont causés par des carcinomes hépatocellulaires.
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Néanmoins, cette relation est modulée par d’autres facteurs qui influencent ce risque de

cancer comme I’infection virale a I’hépatite B (HBV).1*"!

La virulence des aflatoxines chez des individus porteurs du VHB est nettement plus ¢levée
que chez ceux qui ne le sont pas’®”!. L’AFBI1 et le VHB peuvent agir en synergie, ’infection
par le VHB induit les enzymes activatrices de D’aflatoxine en augmentant son pouvoir

L . 1
cancérogene potentiel. (511
o Génotoxicité

Les aflatoxines provoquent différentes Iésions de I’ADN : aberrations chromosomiques,
formation de micro-noyaux, échange de chromatides sceurs, cassures de chromosomes,
modification de la synthése d’ADN ®2., Ces effets sont principalement liés a 1’action toxique
des époxydes formés par I’action du systeme enzymatique réactionnel des mono-oxygénases a

cytochromes P450.

C’est la fonction exoépoxyde qui est le site hautement réactionnel de I’AFB1-8,9- époxyde
conduisant a la formation d’adduits a I’ADN en position N7 de la guanine. Cet adduit est

instable, il conduit a une dépurination et donc a la modification du cadre de lecture.

L’AFBI1-8,9-époxyde peut aussi se lier a des protéines (protéines nucléaires, liaison aux
histones H3) et en modifier la structure et les fonctions comme I’altération du transport des

électrons et de la respiration cellulaire (cytochromes b et c). 1+

La liaison de ’AFBI 8,9-époxyde aux protéines portant une séquence de translocation
nucléaire (sur les résidus de lysine) aggraverait les effets toxiques de la molécule en facilitant
le transport a proximité de I’ADN. La liaison aux protéines cytosoliques, non transloquées
vers le noyau ou les mitochondries, formerait un stock d’AFB1 potentiellement
toxiques™*.Les publications portant sur les effets carcinogénes des aflatoxines discutent
surtout de I’'importance de I’AFBI1 8,9-époxyde, mais il est important de préciser que les
formes époxydes des AFG1 et AFM1 et de I’aflatoxicol conduisent aussi a la formation

d’adduit 2 ’ADN. 3
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e Hépatotoxicité

En raison de ses capacités de bioactivation, le foie est ’organe cible principal des aflatoxines.
La principale conséquence d’une intoxication grave par les aflatoxines est la nécrose
hépatique qui se traduit par une forte augmentation des transaminases plasmatiques. Cette
nécrose est associée a une infiltration de cellules inflammatoires. La réduction du nombre
d’hépatocytes et leur dysfonctionnement provoquent une stéatose et une choléstase avec
I’augmentation des taux plasmatiques en bilirubine, phosphatases alcalines (PAL) et y-
glutamyl transférase (y-GT), ce qui entraine une apparition et une prolifération des canalicules

biliaires et le développement d’une fibrose hépatique.

Des ¢études expérimentales ont démontré la grande variation de sensibilit¢ des especes
animales a ’AFBI, la souris €tant une espece relativement résistante aux aflatoxines en
comparaison avec le rat, le lapin ou le porc. La sensibilité¢ entre les individus d’une méme

espéce est également variable.>* 32!

L’exposition a ’AFBI1 peut aboutir a un cancer hépatique surtout lorsqu’elle est associée a
une infection par le virus de I’hépatite B ou de I’hépatite C. Une interaction synergique

significative entre ces deux hépatocarcinogénes a été démontrée. 5637

Chez ’'Homme, des études conduites sur des suppresseurs de tumeur p53 (codon 249) dans un
cas sur deux de carcinome hépatocellulaire associ¢ a une exposition aux aflatoxines. Cette
mutation est une délétion qui modifie le cadre de lecture de ce géne suppresseur de tumeur,

I’inactive et augmente la possibilité d’activation d’oncogenes.

D’autres études réalisées aussi en Afrique ont aussi établi que le risque de cancer hépatique

est associé au cumul des expositions aux aflatoxines.!>#138-60)

o Immunotoxicité

Chez I’animal, ’AFBI1 exerce des proprié¢tés immunosuppressives affectant en particulier
I’immunit¢é a médiation cellulaire par inhibition de la phagocytose, diminution de la

production de radicaux oxygénés et altération de la production de cytokines. Son effet sur
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I’immunité a médiation humorale s’observe pour des expositions plus €levées, variables d’une

\ . \ 1-
espéce animale a I’autre.[*' %

Les effets immunosuppresseurs de I’AFB1 semblent dus a I’altération de la synthese d’acides
nucléiques et de protéines avec diminution de la prolifération, de la maturation cellulaire et de
la production des cytokines. La réactivation d’infections parasitaires et la diminution de
I’efficacité vaccinale ont €té mises en évidence expérimentalement sur plusieurs modéeles
d’animaux apreés administration d’AFB1 (lapin, souris, porc,), mais pas chez le poulet et la

dinde vaccinés contre la maladie de Newcastle.!**%*!

o Hématotoxicité

L’AFBI1 exerce des effets hématotoxiques secondaires se caractérisant par des altérations dans
les fonctions de la moelle osseuse (une myélotoxicité qui affecte les lignées des granulocytes
et des monocytes) et I’anémie consécutive a une aflatoxicose serait due a une aplasie
médullaire et une hémolyse mais aussi a une diminution de ’absorption du fer. L’altération
des fonctions hépatiques conduit a la diminution de la synthese des facteurs de coagulation et

des troubles de I’hémostase.!®’!

f) Valeurs toxiques de référence.

L'AFBI et le mélange des aflatoxines sont reconnus cancérigénes pour I'Homme, et I'AFM 1
est reconnue comme cancérigene chez l'animal, mais les preuves sont encore insuffisantes

chez 'Homme.

Les teneurs maximales admises varient, suivant la mycotoxine et l'aliment considéré.
La commission européenne a limit¢é la teneur en  aflatoxines totales
(AFBI+AFB2+AFG1+AFG2) a 4 pg/kg, ’AFB1 seule a 2 pg/kg dans les noix, les fruits
secs, les céréales prétes a la vente, et ’AFM1 a 0.05 pg/kg dans le lait.

Pour les produits qui doivent subir un procédé industriel, la limite 1égale établie correspond a

8 ng/kg et a 15 pg/kg respectivement d’AFBI1 et des aflatoxines totales.
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Le métabolisme de I’AFB1 libere ’AFMI1 dans le lait des mammiferes. Leur pouvoir
cancérogene puissant et leur présence dans 1’alimentation pour bébés ont contribué a instaurer

des limites trés strictes (50 ng.L'l).

Aux USA, les teneurs admissibles sont 5 fois plus grandes que celle établies en Europe.
2. Les ochratoxines.

a Deéfinition.

Les ochratoxines A, B et C sont des métabolites de diverses moisissures des genres
Aspergillus (A. ochraceus, A. cabonarius, A. niger, etc.) et Penicillium (P. verrucosum, P.
nordicum) . Ces mycotoxines sont plus fréquemment rencontrées sur le continent ameéricain et
en Europe occidentale. Parmi ces ochratoxines, I’ochratoxine A (OTA) représente un risque

de toxicité notamment pour le rein, et c’est la seule qui sera traitée.

L'OTA a été isolée pour la premicre fois a partir d'Aspergillus ochraceus en 1965, elle a été
1dentifiée dans les conditions naturelles, aux USA, en 1969, dans un échantillon de mais. Son
développement a lieu au cours du stockage lorsque les conditions de conservation sont

mauvaises.!”"

La production des ochratoxines par les especes d’Aspergillus ne parait possible que dans des

1 . By
1 alors que certaines espéces de

conditions de forte humidité et de température élevée
Penicillium sont capables de produire des ochratoxines méme a des températures n’excédant
pas 5°C 21, C’est pour cette raison que la présence d’OTA a été détecté dans de nombreux
produits agricoles de différentes régions du monde ™!, L’ochratoxine A est un contaminant
fréquent des céréales, du café, des noix, du poivre, des fruits secs, du jus de raisins, de la bicre

et des abats des animaux. !

b Propriétés physico-chimiques.
La formule brute de I'ochratoxine A est CzOngCINOﬁ'”S]. Elle s’agit de

7-carboxy-5-chloro-8-hydroxy-3,4dihydro-3R-méthylisocoumarine-7-L-Bphénylalanine. 11

existe d’autres ochratoxines comme I’OTB qui est le dérivé non chloré de I’OTA et ’OTC
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qui est son ester éthylique. Structurellement les trois ochratoxines différent tres légerement les
unes des autres, cependant ces différences ont des effets marqués sur leur potentiel toxique

respectif. Leurs structures sont présentées dans la figure n° 4. !¢

L’OTA est un solide blanc de masse molaire 403,08 g/mole, ayant un point de fusion de

169°C lorsqu’elle est cristallisée dans du xyléne ; et 94-96°C dans le benzene.

Son spectre d’absorption UV varie avec le pH et la polarit¢ du solvant. L’OTA posséde un
maximum d’absorption 4 333 nm "®!. 11 s’agit d’un acide organique faible ayant un pKa de 7,1
et un pH acide ou neutre. L’ochratoxine A est soluble dans les solvants organiques polaires et
tres peu soluble dans l'eau. A un pH alcalin, elle devient soluble et stable en solution

aqueuse.!””!

En raison de sa structure, 'OTA se révele stable au stockage et résiste généralement aux

procédés industriels de la transformation. !”®!

= N 0

.li’CH3
H

:
H
Cl

Ochratoxine A

COOH
LS
= N
i
H

Ochratoxine B Ochratoxine C

Figure 4 : Structure chimique des ochratoxines A, B et C.
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¢ Devenir de ’ochratoxine A dans I’organisme.

Le devenir de I’OTA dans I’organisme implique son absorption, sa distribution dans les tissus

et les organes, les voies de sa biotransformation ainsi que son excrétion.

L’OTA est absorbée tout d'abord au niveau de I’estomac en raison de ses propriétés acides.
Les groupements hydroxyle et carboxylique jouent un réle important dans la mesure ou, pour
un pH bas, la forme non ionisée favorise 1’absorption de I’OTA. L’OTA est aussi absorbée
dans D’intestin gréle au niveau du jéjunum proximal”\.Une fois absorbée, POTA est
distribuée aux différents organes via le systeme porte et le foie. Chez I’animal, ’OTA
s’accumule abondamment dans les reins et elle a de moindre ampleur au niveau d’autres
organes (foie, muscle, tissus adipeux et cerveau) *".L’OTA posséde une trés grande affinité
pour certaines protéines plasmatiques, en particulier I’albumine sé€rique, ce qui constitue une
réserve mobile de la toxine et prolonge sa demi-vie plasmatique en contribuant aux effets

toxiques chroniques. *"

De plus, ’OTA possede un cycle entéro-hépatique responsable en partie de sa longue demi-
vie dans 1’organisme ®2' ‘Chez les humains, I’OTA posséde la plus longue demi-vie dans le

plasma qui est estimée a un mois. **!

Par ailleurs, ’OTA se biotransforme principalement par I’hydrolyse de la liaison peptidique
ou bien par des réactions de métabolisation durant deux phases : phase I (fonctionnalisation
ou bioactivation) et phase II (conjugaison). La Figure n°5 illustre la biotransformation que

peut subir ’OTA.

D’une part, 'OTA est hydrolysée en OTa non toxique par la carboxypeptidase A et la
chymotrypsine ainsi que par les microorganismes du tube digestif. Cette détoxification réduit
le risque de contamination par I’OTA des produits issus des animaux. En revanche, un dérivé
lactone de I’OTA, I’ OPOTA, a ¢été obtenu par hydrolyse de ’OTA en solution basique
(NaOH 0.5 N) *_ Ce métabolite est hautement toxique et sa clairance est beaucoup plus lente

que celle de I’OTA et 'OTa. 1*
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D’autre part, ’OTA est hydroxylée au niveau hépatique par le systéme microsomal des mono-
oxygénases a cytochrome P450 chez différentes espéces **)1L’OTA se transforme en
métabolites mineurs non toxiques comme les 4R- et 4S-hydroxyochratoxine A (4- OH-OTA)

87 et la 10-hydroxyochratoxine A. **!

L’OTA peut étre aussi métabolisée en un dérivé déchlorin€, I’OTB, qui est moins toxique que

I’OTA aussi bien in vivo qu’in vitro. ¥

Cependant, des dérivés tres réactifs tels que I’O-CH3-OTA et les dérivés quinones
OTAQ/OTAHQ issus de l'oxydation chimique et enzymatique (essentiellement par le
systeme microsomal a cytochrome P450) sont impliqués dans la toxicit¢ de 'OTA par

induction de stress oxydant."”'?

En ce qui concerne les réactions de détoxification, ’OTA subit essentiellement au niveau du
foie des glucurono- et sulfoconjugaisons par I’uridine-diphosphate glucuronosyltransférase et
la sulfo-transférase respectivement!®.L’OTA peut étre aussi détoxifiée par conjugaison au
glutathion réduit (GSH) catalysée par des enzymes cytosoliques comme les glutathion-S-

transférases. *?!
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Figure 5. : Schéma de la métabolisation de ’ochratoxine A (Pfohl-Leszkowicz & Manderville,

2007).

Quant a I’excrétion de ’OTA, les voies urinaire et biliaire jouent un rdle trés important dans
la clairance plasmatique de ’OTA. Cette toxine est €liminée tres lentement de I’organisme
chez certaines especes animales, alors que ses métabolites sont éliminés beaucoup plus
rapidement. En général, ’OTA et I’OTa sont excrétées dans les urines chez le rat alors que

I’OH-OTA est excrétée dans la bile.

La réabsorption de I’OTA ralentit son excrétion et explique son accumulation au niveau du

. . . . - . . [93] ' " . A

tissu rénal et par conséquent sa néphrotoxicité ©'.En outre, l'excrétion lactée semble étre une
. rqe s . . L 4 L VA

voie d'élimination relativement efficace chez les mammiféres®. L’OTA s’est révélée

présente dans le lait humain en corrélation avec la contamination des denrées alimentaires. !

Chez les animaux, la concentration de la toxine et ses métabolites dans les tissus et le plasma

dépend des espéces animales, de la dose administrée, de la forme de ’OTA administrée
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(cristallin ou naturel en alimentation), la composition en régime aussi bien que I’état de Santé
de ’animal. Ces facteurs sont importants pour évaluer I’occurrence des résidus de la toxine
dans les tissus d’animaux. Généralement, la demi-vie d’¢limination d’OTA est plus longue
dans le sang que dans les tissus. Ceci est dii probablement en partie, a I’affinité plus élevée de

la toxine aux protéines de sang. ¢~ 271

En plus des tissus, ’OTA a été trouvé dans le
cerveau, le cervelet, le mésencéphale ventral, le striatum et I’hippocampe des rats males, a un
pourcentage de 0,002-0,028% de la dose administrée qui est de 289g d’OTA/Kg/jour pendant

8jours administrés par I’intubation gastrique *®l.

Chez I’Homme, Zimmerli et Dick ! ont rapporté que la concentration d’OTA dans le sérum
feetal est deux fois plus supérieure a la concentration d’OTA dans le sérum maternel, de ce

fait indiquant un transfert placentaire actif de 'OTA.

L’OTA est un composé toxique cumulatif avec une absorption relativement rapide et une
¢limination lente. Chez toutes les especes, 1’excrétion fécale et urinaire jouent des roles
importants dans I’épuration de la toxine du plasma "**'" La contribution relative de chaque
systeme d’excrétion est influencée par la voie de I’administration, la dose, le degré de liaison
avec les protéines plasmatiques et la circulation entérohépatique d’OTA. En plus des voies
d’excrétion rénale et fécale, ’excrétion mammaire du lait semble étre relativement

importante[”] .

d Facteurs influencant la teneur en ochratoxine dans les denrées

alimentaires.

*  Moisissures toxinogenes.

Aspergillus ochraceus est décrit comme étant mésophile xérotolérant. Sa croissance est
observée entre 8 et 37 °C avec un maximum entre 24 et 31 °C. Les conditions d'activité en

eau les plus favorables sont toutefois de l'ordre de 0,95 a 0,99 Aw, 1102

A. ochraceus est retrouvé dans divers produits alimentaires d’origine végétale comme les
produits secs (haricots secs, graines de soja, épices, olives, fruits secs, noix de pécan,

pistaches, cacahuctes et noisettes) et dans les céréales (riz, avoine, mais).
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A. ochraceus a aussi été retrouvé dans des produits d’origine animale comme des fromages,

salaisons, poissons ou viande séchés.

Penicillium verrucosum croit lentement en présence d’activité en eau faible (4w<0,80) et a
basse température (entre 0 et 31 °C, avec un maximum a 20 °C). Il est confiné aux zones

tempérées ou froides.

A. carbonarius est la principale origine d’OTA dans les vignobles francgais, alors qu’en

Espagne et en Italie, A. niger participerait aussi, & un niveau relativement faible, a la

production de ’OTA

Les Penicillium se développent au cours de la maturation du raisin, cependant ils n’ont

aucune incidence sur la production de ’OTA.!"**!
= Effet des pratiques utilisées lors de la production et du stockage de produits agricoles.

La présence d'OTA sur les grains de céréales est due a une humidité trop importante lors du
stockage. Pendant la durée du stockage, la teneur en eau dépend du taux d’humidité a la mise
en silo et de la température du lot. Dans le cas ou le taux d’humidité des grains est supérieur a

18 % (mais et sorgho récoltés en général autour de 24 % d’humidité, céréales a paille

certaines années trés humides), il y a lieu de procéder a un séchage.

Dans le café, 'OTA est formée essentiellement pendant le stockage des grains. Les pratiques

agricoles ont peu d'influence sur la concentration en OTA dans les grains.

La maitrise de la contamination est basée sur de bonnes pratiques de stockage incluant un

séchage rapide."*?

e Occurrence de ’OTA dans les aliments au Maroc.

Au Maroc, les investigations relatives aux mycotoxines en général et a I'OTA en particulier
restent assez limitées. Selon Le Tutouret al. (1983), l'analyse de 70échantillons de blé
prélevés dans différents points de vente par chromatographie surcouche mince (CCM), a
montré qu'un seul échantillon s’est révélé contaminé par ’OTA a une concentration de

50ug/kg. Plus tard, dans un travail soutenu par la Direction de la Répression des Fraudes et la
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Protection des Végétaux, 3 échantillons d’orge sur 75 échantillons analysés contenaient de

I’OTA. 1%

Récemment, des études préliminaires menées par Filali er al. "*ont montré la contamination
du vin rouge par de 'OTA avec des concentrations allant de 0,028 a 3,24 png/l et la

contamination d’un jus de fruit par une concentration de 1,16 pg/ld’OTA.

L'analyse de 'OTA dans le sérum a montré que la population marocaine est exposée a 'OTA
quoique la concentration moyenne (0,29 pg/l) reste tres inférieure a celle trouvée dans d'autres

pays de 'Afrique du Nord en particulier la Tunisie. '*!

f Effets toxiques des ochratoxines.

La toxicité¢ de ’OTA est due a sa structure chimique : son atome de chlore et son groupement

, . . .o - . A . 4
phénolique, ainsi que sa partie isocoumarinique jouent un réle important. !
i. Toxicité aigué.

La toxicité de I’OTA est trés variable chez ’animal. Elle dépend de I'espéce, du sexe et de la
voie d'administration ", L’exposition des animaux a ’OTA se traduit, d’un point de vue
¢conomique, par des pertes importantes au niveau de la production. A titre d’exemple, on note

chez les poules une réduction de la ponte accompagnée d’une baisse de la prise

d’aliments.*”!

it. Toxicité chronique.

Les effets chroniques de I’OTA sont fréquents. Cette toxine s’est avérée néphrotoxique,

[108-109]

hépatotoxique, tératogéne et immunotoxique chez plusieurs especes animales et

e N . . . 7 L : 110-111
cancérigéne chez la souris et le rat induisant des tumeurs rénales et hépatiques ''*''!,

Chez les animaux atteints de néphropathie, les reins deviennent pales et augmentent

considérablement de taille %,

En outre, ’OTA est considérée comme un cancérigéne rénal suite a une exposition a long
terme. Elle a été classée dans le groupe 2B « cancérogene possible pour I’homme» par

I’ Agence Internationale pour la Recherche sur le Cancer. '
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L’implication de I’OTA dans le développement de différents types de cancer a savoir les

adénocarcinomes rénaux, le cancer des testicules et les tumeurs hépatiques a été rapporté chez

. . . 114
le rat, la souris mais aussi chez "homme. ¥

o Néphrotoxicité

Le rein constitue I’organe cible principal des effets toxiques induits par ’OTA. Cette toxine

est potentiellement néphrotoxique chez toutes les espéces étudiées ',

[115]

a l'exception des

ruminants adultes.

Chez I’animal, une néphropathie porcine et aviaire a été associée a une contamination de

I’alimentation animale par ’OTA "'% Des Iésions rénales chez le poulet ont aussi 6té

7 . TP : . 11
observées suite a l'ingestion de cette mycotoxine ''”!

Plusieurs investigations ont rapporté I’implication de I’OTA dans des néphropathies humaines

telles que la Néphropathie Endémique des Balkanes (NEB) !M®

d [119-121] ;5 [77]

et la néphropathie

interstitielle chronique en Afrique du Nor
[122]

ainsi que dans les tumeurs du tractus

urinaire.

La NEB est une néphropathie interstitielle chronique diagnostiquée chez les adultes avec une
prédominance chez les femmes. La pathologie évolue lentement et souvent de facon
asymptomatique pour atteindre 1’insuffisance rénale. Les premiers stades de la NEB sont
caractérisés par une protéinurie, une glycosurie, une anémie et une altération de la capacité a
concentrer I'urine. Dans les stades les plus avancés, les reins apparaissent atrophiés et leur
poids diminue dramatiquement. Les caractéristiques pathologiques incluent une fibrose du
tissu interstitiel, une atrophie et une sclérose corticale, accompagnées d’une dégénérescence

cellulaire du tube proximal et des ésions vasculaires et glomérulaires "2,

La NEB est associée a une fréquente augmentation des tumeurs du tractus urinaire chez les

patients néphropathes. 2%

o Hépatotoxicite.

L’OTA a également pour cible le foie ou elle sera biotransformée et détoxifice. L’OTA s’est

montrée hépatotoxique aussi bien in vitro qu’invivo. ">
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Au niveau des mitochondries hépatiques, I’OTA inhibe compétitivement la cytochrome C

[128]

oxydase, la succinate déshydrogénase et I’ATPase . L’hépatotoxicité¢ induite par ’OTA

semble étre aussi due & I’altération de la balance oxydo-réductrice."?”!

L’administration orale de I’OTA a des souris augmente I’incidence de la tumeur

hépatique!"**.

e Neurotoxicité.

Le systéme nerveux central semble €tre trés sensible aux effets déléteres de ’OTA. Plusieurs
études ont mis en évidence les effets neurotoxiques de I’OTA chez la souris, le rat et le lapin
(1301321 gy effet, les nouveaux nés (rat, souris) exposés, in utero, a ’OTA montrent une
microcéphalie ainsi qu’une modification des niveaux d’acides aminés libres au niveau du

1
cerveau 1301 .

L’OTA peut également provoquer des perturbations neurochimiques telle que la réduction des

. : 132
niveaux de dopamine 2!,

o Immunotoxiciteé.

De nombreuses ¢tudes ont montré que I’OTA est un puissant immunosuppresseur in vitro et
in vivo "3 1’ OTA peut inhiber la prolifération des lymphocytes périphériques T et B, abolir

[134]

la production d’interleukine 2 et de ses récepteurs , diminuer la production d’anticorps

(IgG, IgM, IgA) et supprimer ’activité de cellules tueuses et la production d’interféron.
[135,136]

En revanche, ’OTA semble exercer un effet immunostimulateur par I’induction des cytokines

(médiateurs pro-inflammatoires) tel que le TNFa (Facteur de nécrose de tumeur) hépatique
1137]

o Tératogenicite.

L’OTA peut traverser le placenta et provoquer des anomalies morphologiques variées chez les
embryons de rat, souris, hamster, porc et poulet. Les mécanismes de la tératogénicité induite

par ’OTA chez ’'Homme ne sont pas encore clairement définis. Elle semble étre lie a une
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action indirecte de I’OTA sur la mere, et a un effet direct sur le développement embryonnaire.
[138]

L'OTA est tératogene chez I’animal par induction d’anomalies diverses y compris une
mortalité foetale, une perte de poids des feetus, des retards de croissance et des anomalies des

viscéres et du squelette touchant en particulier les membres et le cou. !'**!

g Valeurs toxicologiques de référence.

Le JECFA a confirmé¢ en 2001 la Dose Hebdomadaire Tolérable Provisoire (DHTP) pour

I’homme égale 4 0,1 micro g/kg-pc /semaine. "]

(kg-pc : kilogramme de poids corporel)
3. Trichotécénes

a. Définition.

Les trichothécénes constituent un groupe de métabolites secondaires produits par de
nombreuses especes du genre Fusarium, en particulier F. graminearum, F. culmorum, F. poae

et F. sporotrichioides, """

Plus de 160 trichothécenes ont été identifiés, notamment le déoxynivalénol (DON), le
nivalénol (NIV), la toxine T-2, la toxine HT-2, le diacétoxyscirpénol (DAS) et la fusarénone
X (FX). Le trichothécéne le plus fréquemment retrouvé est le DON.!!-

Cette mycotoxine contamine les céréales en particulier le blé, l'orge, le mais, le seigle,
l'avoine, et le riz M. L'occurrence de la toxine DON est associée principalement avec F.

. 142
graminarum et F. culmorum™*.

L'administration d'une dose aigué est caractérisée par deux effets toxicologiques a savoir la

perte de l'appétit et les vomissements.

La toxine T-2 est un inhibiteur potentiel de la synthése protéique. Alors que la toxine HT-2 a
pour cible le systéme immunitaire. Ces deux toxines sont produites sur les céréales(blé, orge,

. . . N o 142
mais, riz, avoine...) et les produits a base de céréales!"*,
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Les trichothécénes sont thermostables ; on peut donc les retrouver dans des produits finis

. . A A 141
comme la farine, le pain, les gateaux secs ou les pates!'*'l,

b. Propriétés physico-chimiques.

Les trichothécénes appartiennent au groupe des sesquiterpénes qui possedent un squelette
tricyclique formé par un cyclopentane, un cyclohexane, un cycle a six chainons oxygénés et
quatre groupements méthyles. Ce squelette est appelé trichothécane. Tous les trichothécenes
naturels possédent une double liaison (ou pont oléfinique) en C9, 10 ainsi qu’un groupement

époxyde entre C12,13 qui leurs confére une toxicité!**!.

Ueno, (1977) a proposé une classification des trichothécénes en 4 groupes en fonction de la

position du carbone :

» Groupe A : constitué par les trichothécénes qui n'ont pas de fonction cétone en C8. Les

plus importants sont la toxine T-2, la toxine HT-2 et le diacétoxyscirpénol (DAS)

» Groupe B : constitué par les trichothécénes ayant une fonction cétone en C8. Les plus
importants sont le déoxynivalénol (DON) et ses formes acétylées, le nivalénol (NIV), et

la fusarénone-X (FX) ;

» Groupe C : constitu¢ par les trichothécénes ayant un époxyde supplémentaire en C7

comme la crotocine ;

» Groupe D : constitué par les trichothécénes ayant un macrocycle entre C4 et C15. Les

plus importants sont les verrucarines, les roridines et les satratoxines.
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Figure 6 : Structure chimique générale des principaux trichothécéenes des groupes A et B.

Tableau V: Principaux trichothécénes

R1 R2 R3 R4 RS
Toxine T-2 OH CH3COO- CH3COO- H (CH3)2CHCH2COO
DAS OH CH3COO- CH3COO- H H
DON OH H2 OH OH O
NIV OH OH OH OH O

¢. Facteurs influencant la teneur en trichothécenes dans les denrées

alimentaires.

Les données disponibles portent principalement sur le DON.

Au champ, il peut y avoir une relation entre le développement de certains Fusarium et la
teneur en trichothécénes. La teneur en DON du blé tendre et des autres céréales est
principalement sous la dépendance du climat, a savoir la pluie au moment de la floraison et
accessoirement dans les semaines qui suivent. D’autres facteurs, que I’on peut qualifier de «
secondaires » peuvent moduler 1’effet du climat. Parmi ces facteurs, on peut citer la présence
de reliquats (tige, feuilles, ...) de la récolte précédente, contaminés par les Fusarium (celle ci
est lie a la rotation culturale et au travail du sol), la sensibilité a la fusariose de la variété de

céréale cultivée ou la protection phytosanitaire utilisée.'**!
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A coté de ces facteurs figurent des facteurs de variations péri- et post-récolte, parmi eux, on

peut citer la qualité du nettoyage des grains et les conditions de pré-séchage du mais.

Lors du stockage des céréales, I’humidité des lots est en général trop faible pour le

développement des Fusarium et la production de trichothécénes.

Une exception concerne le stockage du mais en cribs, installation qui maintient longtemps les

¢épis dans des conditions de forte humidité.

La premicre étape des procédés technologiques est le nettoyage des grains qui permet de
réduire la teneur en trichothécénes, I'essentiel de la contamination restant dans les « issues de

nettoyage ».

L’amidonnerie de mais a la particularit¢ de comporter une phase de trempage qui solubilise
certains trichothécénes comme le DON. Dans ces conditions, leurs teneurs dans le gluten et

I'amidon sont plus faibles."**!

d. Devenir et propriétés toxicologiques.

La plupart des études toxicologiques ont été réalisées sur la toxine T-2. Cependant, on estime
que la toxicité¢ de HT-2 est équivalente a celle de la T-2.Chez l'animal, la toxine T-2, injectée
dans la lumiere intestinale, passe rapidement dans le sang et se trouve métabolisée sous forme
de toxine HT-2.Elle est ensuite distribuée dans l'organisme ou elle se localise
préférentiellement dans les reins, le foie, la rate et la graisse. Elle traverse la barricre
placentaire et peut se retrouver dans le thymus et la rate du feetus. Elle est excrétée par l'urine,

la bile et les féces.

Les effets observés lors d'étude de la toxicité aigué chez I'animal concernent principalement
des symptomes non spécifiques comme la perte de poids, des dermatites, des vomissements,
des diarrhées, des hémorragies et des nécroses de 1'épithélium gastrique et intestinal et de la
moelle osseuse, de la rate, des testicules et des ovaires. L'organe cible de la toxicité de la
toxine T-2, apres exposition a une ou plusieurs doses dans les études de toxicité aigué, est le

tissu hématopoiétique, au sein de la moelle osseuse.
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» Trichothécénes du groupe A

Dans les études de toxicité chronique et de cancérogenese, des 1ésions de l'cesophage ont été
rapportées chez la souris et le rat ; une augmentation de l'incidence des adénomes pulmonaires
et hépatocellulaires et une hyperplasie de 1'épithélium gastrique dose-dépendante ont

également été décrites aux plus fortes doses testées!' .

o Génotoxicité.

Les ¢tudes visant a rechercher des effets génotoxiques de ces trichothécénes présentent des

résultats contradictoires et ne permettent pas de conclure quant a leur génotoxicité.

Les ¢études sur la reproduction ont mis en évidence une toxicité maternelle et une

foetotoxicité.

o Immunotoxiciteé.

Concernant les effets immunotoxiques, 1’exposition aux trichothécenes du groupe A induit a
une diminution du nombre de splénocytes, de thymocytes,de lymphocytes circulants et une
déplétion des lymphocytes B dans le foie feetal de souris. La stimulation in vivo des

lymphocytes B et T de la souris est inhibée de facon réversible.

La résistance a I’infection serait altérée apres intoxication. Les effets immunotoxiques de la
toxine T-2 sont attribués a la déplétion du nombre de Ilymphocytes T due au

dysfonctionnement des macrophages liés aux lymphocytes T.

Chez I’homme, la production in vitro d’immunoglobulines IgA, 1gG et IgM est inhibée par la
toxine T-2 et la fonctionnalité des macrophages est également perturbée. La prolifération des
lymphocytes est inhibée par la toxine T-2 ainsi que la maturation des cellules dendritiques

présentatrices de l'antigeéne.

o Hématotoxicite.

Les effets hématotoxiques se manifestent par des leucopénies qui apparaissent apres

exposition a ces trichothécénes chez de nombreuses especes (chat, souris, cobaye, rat, lapin,
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mouton et porc). De nombreuses études in vivo font état d’anémie, d’atteinte de la

concentration en hémoglobine et de ’hématocrite chez ces mémes especes.

L’apparition des hémorragies est I’un des symptomes caractéristiques des intoxications par les
trichothécenes chez le rat, la souris, le porc, les bovins, les ovins et 'homme. Ces hémorragies
sont dues a une diminution du nombre de plaquettes dans le sang circulant et a des
dysfonctionnements de celles-ci. La myélotoxicité concerne les troubles induits sur la
formation des cellules sanguines lors de 'hématopoiese qui se déroule dans la moelle osseuse.
Les atteintes de la moelle osseuse par ces trichothécénes ont été rapportées chez plusieurs
especes (mouton, souris, poulet et cobaye). Elles sont caractérisées par des hypoplasies
résultant de la nécrose des cellules médullaires. Dans tous les cas, la toxine T-2 est la plus

my¢lotoxique des trichothécenes.
» Trichothécénes du groupe B

On ne dispose pas de données concernant le devenir des trichothécénes du groupe B chez
I’homme. Chez I’animal, la biodisponibilité des trichothécenes est extrémement variable selon
les espéces animales, allant de moins del10 % chez les ovins et la volaille a plus de 50% chez

le porc.

Le métabolisme est intense, conduisant a une excrétion des trichothécenes libres ou conjugués

par les urines, la bile et les feéces.

Les effets toxiques observés dans les études de toxicité aigué sont des vomissements, des
refus de s'alimenter, des pertes de poids et des diarrhées. Apres intoxication aigué€, une
nécrose tissulaire est observée au niveau du tractus intestinal, de la moelle osseuse et des

tissus lymphoides.

Une étude de toxicité chronique chez la souris met en évidence une diminution significative
du gain de poids, une augmentation des IgA et des IgG (< 10 %) sériques pour les doses les
plus élevées, une augmentation du poids du foie et des testicules ainsi qu'une diminution du
poids de la rate. Aucune manifestation néoplasique ou pré-néoplasique n'a été observée lors

de cette étude™.
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o Génotoxicité.

Les études réalisées sur les effets génotoxiques des trichothécénes du groupe B présentent des
résultatscontradictoires qui ne permettent pas de conclure sur le potentiel génotoxique de ces

molécules.

o Immunotoxicité

Concernant les effets immunotoxiques, I’exposition aux trichothécénes du groupe B induit a
une réduction du nombre des cellules des différentes lignées cellulaires immunitaires ainsi

qu'une baisse de la résistance a l'infection.

Une diminution du nombre de cellules sanguines circulantes due a une myélotoxicité est
¢galement décrite avec les trichothécenes du groupe B. Cependant, ces troubles
hématologiques semblent avoir une amplitude plus faible que ceux induits par les
trichothécenes du groupe A. L hypoplasie médullaire induite par les trichothécénes du groupe

B est transitoire et le temps de régénération est variable.
e. Valeurs toxicologiques de référence.
Des doses journalieres tolérables ¢gales a :
= 1.10° g/kg-pc /j pour la DON

= 0,06.10° g/kg-pc /j pour la T-2 et la HT-2 ont été fixé par la JECFA et le Comité

scientifique de l'alimentation humaine.
(kg-pc : kilogramme de poids corporel)
4. Zéaralénones.

a. Définition.

La zéaralenone anciennement connue sous le nom de la toxine F-2, est une mycotoxine
produite par une varié¢té d’espéces du genre Fusarium: F. culmorum, F.oxysporum, F.
tricinctum, F. crookwellense, F. equiseti, F.sambucinum, F. gibbosum, F. lateritium, F,

14 . \ r 7 .
avenaceum."®.  La biosynthése de la zéaralénone s’effectue selon la voie des
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polyacétoacides, a partir de I’acide acétique (cyclisation de 9 molécules d’acide

acétique).”‘”' 1481

Les moisissures productrices de la ZEA contaminent en particulier le mais, mais aussi I’orge,
I’avoine, le blé et le riz. La contamination des graines par les moisissures toxinogenes a lieu
généralement dans les champs. La ZEA a été fréquemment impliquée dans des désordres
reproductifs chez les animaux de ferme, et occasionnellement dans des syndromes hyper

cestrogéniques chez 1’Homme. !

B. Propriétés physico-chimiques.

La zé€aralénone a été identifiée comme une lactone de I’acide résorcylique (RAL). Sa formule

est donnée dans la Figure 7.

OH O CHj,

HO

O

Figure 7 : Structure moléculaire de la zéaralénone.

Le noyau de la molécule, constitué par la lactone de I’acide résorcylique (zéaralane),

caractérise toute une famille de produits naturels ou dérivés par synthése chimique.

La molécule est tres faiblement soluble dans I’eau et I’hexane ; sa solubilité augmente avec la
polarité des solvants : benzene, chloroforme, acétate d’éthyle, acétonitrile, acétone, méthanol,
éthanol. Le maximum d’absorption dans I’'UV a 274 nm, le plus caractéristique, est le plus
souvent utilis€ pour la détection UV. La molécule émet une fluorescence bleue avec un

maximum d’émission a 450 nm lorsqu’elle est excitée entre230 et 340 nm dans I’éthanol.
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C. Facteurs influencant la teneur en zéaralénone dans les denrées

alimentaires.

La zéaralénone est produite en méme temps que d’autres toxines (trichothécénes,
fumonisines...) lors de D’exposition aux intempéries. Le stockage a 4°C augmente la

production dans le mais et céréale.

Dans les fractions de meunerie, la zéaralenone présente des teneurs supérieures dans les sons
et les issues par rapport a la farine. Dans les coproduits issus de I’amidonnerie, le gluten est
plus contaminé que le grain (de 200 a 1 200 %). Les germes sont également trés contaminés

(de 80 a 22 % de la teneur des grains).
D. Effets toxiques de la zéaralénone.

Cependant la ZEA est connue par sa faible toxicité aiglie. De plus la ZEA a été connue par ses

effets hépatotoxiques, hématotoxiques, immunotoxiques et génotoxiques.

A de hautes concentrations, la ZEA produit plusieurs altérations du systéme immunitaire. Elle
produit également des altérations du tractus de reproduction chez des modéles expérimentaux
(souris, rat, lapin...). " La ZEA a montré une action cestrogéne (Gonflement et rougissement
de la vulve, prolapsus vaginal, accroissement de la taille de I’utérus, chaleurs anormales...)
chez divers animaux domestiques. " Chez les ruminants la réponse oestrogénique a entrainé
des troubles de la reproduction et de diverses modifications physiques des organes
génitaux* .La diminution du taux de survie de I’embryon chez les femelles en gestation, une
réduction des quantités de LH et de progestérone produites engendrant une diminution de
production laitiere et des troubles de la morphologie des tissus utérins, une féminisation des

jeunes males par la diminution de la production de testostérone, I’infertilité et la mortalité,!>"!

e. Valeurs toxiques de référence.

Le Comité mixte d’experts FAO/OMS a établie une prise journaliere acceptable de la ZEA de
I’ordre de 0.5 pg/kg p.c

kg-pc : kilogramme de poids corporel
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5. Patuline.

a. Définition.

La patuline est produite par de nombreux champignons appartenant principalement aux
genres Penicillium et Aspergillus, dont A. clavatus, moisissure de la mycoflore des graines,
Penicillium expansum. Elle peut étre produite ¢galement par Byssochlamys nivea et B. fulva,

champignons présents dans divers jus de fruits. ">

Cette toxine est principalement trouvée sur les Pomaceae (pomme et poire), apres une
contamination par P. expansum, qui est certainement l'espéce la plus importante du point de
vue économique et sanitaire. Le développement de ce champignon, et donc la production de
patuline est favorisée lorsque la surface du fruit est endommagée par un insecte ou par des
manipulations.™®' En effet, ce champignon saprophyte de la pomme surtout, est le
responsable majeur de la contamination par la patuline des jus de fruits, compotes et autres

produits de la transformation des pommes.

La patuline constitue un exemple particulier de mycotoxine utilisée un temps en thérapeutique
vétérinaire et humaine en raison de ses propriétés antibiotiques. Cependant, pendant les
années 50 et les années 60, il est devenu évident que, en plus de son activité antibactérienne,
antiviale, et antiprotozoaire, la patuline était toxique aux plantes et aux animaux, excluant son
utilisation clinique comme antibiotique. Pendant les années 60, la patuline a été classifice

comme mycotoxine.

Outre les Pomaceae, P. expansum est un saprophyte d'autres cultures. La patuline a été
détectée dans des bananes, péches, abricots, raisins, jus de raisinet vin, mais en général le taux

de patuline demeure bien plus faible que dans les produits issus de la filiere« pomme ».
b. Propriétés physico-chimiques.

Il s’agit d’une lactone hétérocyclique insaturée de poids moléculaire 154 g/mol et de formule
brute C7TH604. Caractérisée par un point de fusion de 111°C et un maximum d’absorption a

275 nm, elle est soluble dans 1’eau et dans la plupart des solvants organiques,
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a I’exception du benzéne et de 1’éther de pétrole. Elle est stable en milieu acide, mais perd son

activité en milieu alcalin.

OH

O —
.-r“"f O

O

Figure 8: Structure moléculaire de la patuline.

En condition de laboratoire, la production de patuline est optimale pour des températures
comprises entre 20°C et 25°C sur des milieux contenant des sucres et notamment du glucose.
La production maximale apparait une a deux semaines apreés la mise en culture de la

moisissure.
c. Effets toxiques de la patuline

La patuline provoque des lésions au niveau des poumons, des reins et de la rate et,
accessoirement, elle engendre des dégénérescences des neurones du cortex cérébral, d’ou

I’apparition de divers symptomes nerveux.!'>*!

La patuline a des pouvoirs carcinogéne et mutagene entrainant des syndromes nerveux. Chez
les ruminants, elle induit une paralysie des réservoirs gastriques qui est a ’origine des
troubles de I’ingestion et de la digestion. Ces troubles ont des effets néfastes sur la production

laitiére et la croissance.

A I’échelle moléculaire, il semblerait que la patuline agisse en altérant la perméabilité ionique
et/ou la communication intracellulaire. Ceci engendrerait un stress oxydatif et la mort

cellulaire, P41
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d. Valeurs toxicologiques de référence.

La JECFA et le comité scientifique de I’alimentation humaine ont fixé provisoirement une

dose journaliére tolérable égale 40,4 pg /Kg-pc/jt'>™

6. Fumonisines.

a. Définition.

Les fumonisines sont un ensemble de toxines produites par les especes du genre Fusarium
comme F. verticillioides (ou F. moniliforme) et F. proliferatum™ Les fumonisines
contaminent fréquemment le mais et les produits a base de mais, mais elles contaminent aussi

l'asperge, le riz, l'orge, le blé, la bicre, le thé noir et les plantes médicinales. [156-157]

La fumonisine B1 (FB1) est la principale toxine dans ce groupe. La FB1 a été détectée dans le

mais et ses produits de base de mais a des concentrations élevées de I’ordre des mg/kg (ppm).

La FB1 agit sur la voie de biosynthese des sphingolipides en inhibant de fagon compétitive
l'activité de la céramide synthase. Cette perturbation de la synthése des sphingolipides
entraine une accumulation de bases sphingoides [la sphinganine (Sa) et dans une moindre

mesure la sphingosine (So)] et une déplétion en céramide et en sphingolipides complexes.

Elle se traduit par ’augmentation du rapport Sa/So, observée dans les tissus et le sérum
d’animaux ayant consommé des fumonisines. Chez I'animal, ce rapport constitue un marqueur

précoce, dépendant de la dose et spécifique d’une exposition aux fumonisines.
Il n’existe pas de biomarqueur d’exposition validé chez ’homme.
b. Propriétés physico-chimiques.

Les fumonisines ont une structure chimique qui se base sur une longue chaine hydrocarbonée
hydroxylée, comportant des groupes méthylés et amines, deux groupes hydroxyles sont

estérifiés avec des acides tricarballyles (propane-1, 2, 3-tricarboxylique).

Les fumonisines B2 ne comportent pas de groupe hydroxyle en position 10, par rapport aux

fumonisines B1.
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La structure chimique et le caractére hydrosoluble des fumonisines les différencient nettement
des autres mycotoxines. Ce qui explique que les fumonisines ne pouvaient pas €tre prises en

compte par les procédés d’extraction et les détecteurs habituels.

O COOH
COOH

TITIIIE

OH NH,
COOH
O  COOH

(@ [IIITTIn

Figure 9: Structure chimique de la fumonisine B1.

La FB1 a un poids moléculaire de 722 g/mol et la FB2 de 706 g/mol. Ce sont des composés

polaires, solubles dans I'eau et insolubles dans les solvants apolaires.
c. Effets toxiques des fumonisines.

La FBI peut causer des mycotoxicoses aigués chez les animaux de la ferme comme la
leucoencephalomalacie chez les équidés et des cedémes pulmonaires chez le porc, la FBI1 est

¢galement hépatotoxique et néphrotoxique pour le porc, le rat, la souris et le lapin.

L’TARC a déclaré les toxines produites par Fumonisine moniliforme comme des cancérogenes
potentiels chez I"homme et les a classées dans le groupe 2B. ' La FB1 est phytotoxique,
elle endommage les membranes cellulaires et réduit la synthese de la chlorophylle. Elle
perturbe la biosynthese des sphingolipides chez les plantes, elle inhibe la croissance cellulaire
et altere le métabolisme lipidique chez les saccharomyces cerevisiae (levure). Chez I’homme,
il n’y a aucune confirmation de la toxicité aigué¢ des fumonisines, cependant une corrélation
entre I’exposition aux fumonisines en Afrique du Sud et le cancer de I’cesophage a été

suggéré.”sg]
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d. Valeurs toxicologiques de référence.

Une dose journaliére tolérable égale a 2 ug/kg de poids corporel /j a été fixée par la JECFA et

le Comité scientifique de I'alimentation humaine.
7. Autres mycotoxines.

Plusieurs mycotoxines sont éventuellement rapportées dans la littérature, ainsi aujourd’hui la
liste des mycotoxines est impressionnante (environ 400) et ne cesse d’augmenter'®)
appartenant a différentes familles chimiques avec des caractéristiques physico-chimiques et

toxicologiques tres diverses.

Les alcaloides de I’ergot du seigle produits par Claviceps purpurea responsables de
I’ergotisme étaient 1'un des produits les plus importants intervenant dans les intoxications

alimentaires au moyen age.

Penicillium roqueforti et Penicillium camemberti (=Penicillium caseicola), especes utilisées
pour la fabrication des fromages, produisent un certain nombre de métabolites toxiques, y

compris I’acide pénicillinique, le roquefortine, la toxines PR, et I’acide cyclopiazonique!'®"

Plusieurs mycotoxines induisent des tremblements comme réponse neurologique chez les
animaux de ferme ; la plupart de ces champignons convulsivogénes contiennent une partie
d’indole modifiée et sont produites par certaines especes d’Aspergillus, de Penicillium, et de

Claviceps.

A Dorigine isolée a partir de Penicillium cyclopium (maintenant) P.aurantiogriseum, I’acide
cyclopiazonique est un acide tétramique d’indole. Cette mycotoxine est un inhibiteur
spécifique d’ATPase calcium-dépendante et induit des changements de transport d’ion a
travers les membranes des cellules "®*!. Elle est produite par d’autres espéces de Penicillium

aussi bien que par plusieurs especes d’Aspergillus, y compris [’Aspergillus flavus.

L’acide cyclopiazonique a été isolé a partir d’un échantillon d’arachide qui avait été¢ impliqué
dans I’originale maladie X de la dinde (Turkey X disease) et a pu avoir contribué tot a la

sévérité de cette aflatoxicose.
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Les toxines jaunes de riz (citrinine, citreoviridine, luteoskyrine, rugulosine, rubroskyrine, et
composés reliés) sont censées pour avoir aggravé Shoshin-Kakke, une forme particulierement

maligne de béribéri vue au Japon en début du 20éme siécle. 63164

8. Principaux genres fongiques responsables de la synthése des

mycotoxines.

Les champignons, ou les mycetes, sont des organismes eucaryotes uni ou pluricellulaires,
incluant des especes macroscopiques et d’autres microscopiques d’aspect filamenteux ou
levuriforme. Ces derniers peuvent devenir visibles lorsque leur développement est important,
ils sont appelés couramment « Moisissures », véritables agglomérats de filaments mycéliens
et d’organes fructiféres capables de coloniser des substrats trés divers qui sont des organismes
hétérotrophes et ubiquistes. Ils peuvent se multiplier et produire des mycotoxines avant ou
apres la récolte, pendant le stockage, le transport, ou la transformation des matieres premieres

et des aliments. 14!

A. Aspergillus

Aspergillus fait partie des Deuteromycetes (champignons imparfaits, reproduction asexuée),
ordre des Hyphomycetes, famille des Moniliaceae. Ce genre comprend environ 185 especes

réparties en 18 groupes morphologiquement, génétiquement et physiologiquement proches.
[165]

» Morphologie

Le genre Aspergillus présente différentes especes: plusieurs sont de couleur noire et
correspondent a la section Nigri qui contient des especes reconnues comme productrices

d’OTA. Les Aspergillus peuvent étre aussi de couleur : jaune, brune ou verte.

Les Aspergillus sont caractérisés par la présence de conidiophores dressés avec des grands

stipes. La paroi (qui est épaisse) et le bout de stipe gonflé appelé vésicule.

Les vésicules sont souvent sphériques et rugueuses, parfois sont étirées ou gonflées dans

quelques cas elles sont moins apparentes. Ces vésicules supportant soit une seule rangée de
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phialides (structures unisériées), soit une rangée de phialides et une rangée de cellules sous-
jacentes appelées métules (structure bisériée). L’ensemble vésicule + phialide + conidies +

métules constitue la téte Aspergillaire.

Deux autres traits de caractére qui nous ont été utiles pour 1’identification de la plupart des
especes d’Aspergillus, d’une part les stipes formés d’une cellule courte appelée «footcell»

avec un hyphe fertile, d’autre part, les stipes souvent non cloisonnés.

Phialides

-
\ C
Vésicule

Conidies

Stipe
(conidiophore)

p el

Figure 10:Caractéres morphologiques des Aspergillus.

» Culture.

Les Aspergillus croient rapidement sur milieu Sabouraud. Aprés 72h d’incubation, on
observe des colonies plates (poudreuses ou granuleuses) : apres 96h, les colonies vont prendre
leur teinte caractéristiques, gris-vert pour A4.fumigatus, vert-jaune pour A.Flavus et jaune puis
noir pour A.niger Figure 11 .Le revers de la colonie est incolore ou jaune, mais il peut brunir

ou rougir avec I’age.
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Figure 11 : Aspergillus niger (a : Culture du thé contaminé sur milieu Sabouraud aprés 96h

d’incubation ; b : Au microscope Gr X40)

% L’examen direct a été réalisé avec du bleu coton.

» Description de quelques espéces d’Aspergillus importantes dans notre étude :
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Tableau VI: Différentes espéces d’Aspergillus retrouvées dans notre étude.

Asp.flavus Asp nidulans Asp.fumigatus Asp. niger
Téte aspergillaire | -300-400 um -75-36 Um -100 Um, | -Radiée, bisériée
-Uni ou bisériée, radiée -Bisériée, en colonne | unisériée, en | -Vésicule globuleuse (
-Vésicule sphérique (25- | -Vésicule sphérique | colonne. 30 -100um)
45um) -Conidies (3-3,5 um), | -Vésicule -Grosses Conidies (3,5
-Grosse conidies (3,5-4,5 | vertes, échinulées. hémisphérique -5um), globuleuses,
um), vert pale, échinulées, -Conidies, courtes | brunes, échinulées.
globuleuses ou (2,5 a3 um)
subglobuleuses. Globuleuses,
vertes, échinulées
Conidiophore Long (jusqu’a 2,5um) | Petit: 75-100 wum, | 300um, lisse, | Long (1,5-3mm), lisse,
souvent verruqueux, | sinueux, brun, lisse incolore incolore ou brunatre.
incolore, paroi épaisse. Evasement
progressif au
sommet
Temps de pousse | 2 a 3 jours 3-5jours 1-2jours 2-3jours
Colonies Recto: duveteuses a | Recto: colonies | Recto:  colonies | Recto : colonies
poudreuses, blanches puis | duveteuses a | évoluant du blanc | duveteuses a
jaunes a vert-jaune. poudreuses,  vertes | au vert-gris au gris | poudreuses, blanches
Verso incolore, rosé a | foncées a jaunatres noiréatre. puis jaunes puis vert-
brun a rouge foncé Verso:  rougeatre, | Verso: incolore, | jaunes.
pourpre jaune, vert ou brun | Verso : incolore, rosé a
rougeatre. brun rouge foncé.
Aspect au =d W ar
microscope  de 5
certains
échantillons
traités durant
notre étude
GRx40
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B. Penicillium

Ce type de moisissure appartient aux ascomycetes. Ce genre comprend environ 227 espeéces
définies essentiellement d’apres les caracteres du thalle, des pénicilles et des spores. Ils sont
saprophytes et peuvent devenir parasites en présence d’humidité lors du stockage. 11 s’agit de

contaminants fréquents des régions tempérées.
» Morphologie

Le Penicillium est caractéris€ par un filament dressé, le stipe, qui porte des cellules
conidiogenes (phialides) groupées en pinceaux (d’ou le nom de Penicillium) formant des
conidies en chaines, I’extrémité du mycélium présente la forme d’un pinceau de couleur
verdatre. Entre les phialides et les stipes peuvent s’intercaler des ¢léments intermédiaires qui

rendent I’organisation du pinceau plus complexe.

Les especes de ce genre se développent normalement dans des milieux ou I’activité de 1’eau

est plus ¢élevée que celle permettant la croissance des Aspergillus, a des températures plus
[140]

basses. Il s’agit de contaminants fréquents des régions tempérées.

Phialides

Métul

Figure 12: Caractéres morphologiques des Penicillium spp: (a) Pinceau monoverticillé (b)
biverticillé (c) biverticillé fourchu (furcatum) (d) terverticillé (D’apres Raper et Thom, 1968 et
Pitt 1979)
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Le pénicille peut étre constitué soit :
e D’un seul verticille : monoverticillés,
e D’un verticille de ramification (métules) portant les phyalides : biverticillés

e De plusieurs verticilles successifs comportant des ramifications, des métules et des

phialides : riverticillés, qaudriverticillées, etc.

» Culture

Le genre Penicillium spp se développe rapidement sur Sabouraud. 11 croit & une température
de 20 a 27°c. Aprés 5-7 jours d’incubation, les spores donnent aux colonies une teinte (vert,

vert-bleu, vert-gris, vert-jaune, gris-bleu et pour d’autres espéces jaune, orange, rose ou
[140]

rouge). Le revers peut-étre incolore, jaune rouge, brun ou noir selon les espéces.

2
o aOY

Figure 13: Penicillium spp (a : culture du thé contaminé sur milieu sabouraud aprés 7jours

d’incubation; b : Microscope Gr : X40)

% L’examen direct a été réalisé avec du bleu coton.
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C. Mucorale.

Les mucorales sont des champignons filamenteux qui font partie des zygomycetes. Ils se
reproduisent de facon sexuée en formant des zygospores et de fagon asexuée en formant des

sporocystes (sporanges) a I’intérieur desquels seront produites les spores (endospores).
» Morphologie

Le thalle est coenocytique caractérisé par une croissance rapide, tres luxuriant, il est constitué
de filaments peu ou pas cloisonnés, de diametre large et irrégulier. Les mucorales, pour la
plupart, produisent des stolons : filaments favorisant la propagation de la culture. Les organes

de reproduction asexuée se développent a partir du thalle (Figure14).

Un filament aérien se forme, appelé sporocystophore (ou sporangiophore) qui portera la partie

fertile, le sporocyste ou sporange. !'%

spores

sporocyte

columelle

colerette

apophyse

sporangiophore ou sporocystophore

Figure 14: Schéma d’un mucorale (Joffin 2017)

» Culture.

Les mucorales se caractérisent par une croissance rapide lors de leur ensemencement sur
sabouraud. Les colonies peuvent €tre cotonneuses, de couleur blanche au départ, puis grise

foncée en vieillissant (Rhizopus sp) ou laineuse de couleur brune avec un verso incolore

(Mucor sp, Rhizomucor sp). L’optimum thermique est de 37°C. 1%
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Figure 15: Mucorale : Culture du piment rouge contaminé sur milieu sabouraud aprés

incubation de 72heures.

Figure 16: Différents mucorales retrouvés dans les échantillons traités durant notre étude.
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Tableau VII: Mucorales trés fréquemment retrouvés dans les denrées alimentaires.

Mucor Rhizomucor Rhizopus
Rhizoides Absents Rares Présents, ramifiés,
bruns
Sporocyctophore Simples ou branchés Simples ou branchés Simples ou en
(filaments bouquets partant du
portant le stolon a partir des
sporocyste) nceuds
Fructifications Sporocyctes, globuleux, a Sporocystes courts, Sporocystes globuleux
columelle ovoide, lisse noirs a  columelle et noirs, a columelle
ou spiculée, sans ovoide, lisse, sans ovoide, lisse, sans
apophyse. apophyse apophyse.
Spores ovoides brun clair  Spores globuleuses et Spores allongées et
lisses striées.
Aspect
microscopique

D. Fusarium.

Le genre Fusarium a été décrit pour la premicre fois par Link en 1809. Il regroupe plusieurs

espéces pathogénes pour les plantes, I'homme et les animaux. """ F. graminearum est

I’espece la plus représentée sur le blé et également le mais, dont la zone de présence

géographique est la plus étendue. !'®*!

Les Fusarium sont cosmopolites et ubiquitaires (céréales, plantes, graines, sol, etc). Ce sont

des moisissures imparfaites appartenant a la classe des Deutéromycetes.
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Les formes parfaites sexuées connues appartiennent a la classe des Ascomycetes. Ce genre

comprend 50 a 70 espéces. %!

» Morphologie.

Le principal caractéere morphologique des Fusarium est la présence des macroconidies
fusiformes et cloisonnées Y. Le thalle & croissance rapide, blanc créme, jaune, brunatre,
rose, rouge, violet. Les conidiophores parfois trés ramifiés formant sur le thalle des masses
d’aspect graisseux. Phialides plus au moins allongées pouvant produire des types de conidies :
des macroconidies fusifores et des microconidies. Certaines especes produisent les deux

types de spores, tandis que d’autres ne forment que des macroconidies. "'

Jeune Macro-conidie

FPhialide

Conidiophores ramifies

Figure 17: Schéma de la structure de Fusarium (Toffa, 2015).

» Cultures.

Les Fusarium se développent mieux sur gélose au malt et sur milieu PDA. Ils forment des
colonies duveteuses ou cotonneuses de couleur variable (blanche, créme, jaune, rose, rouge,

violette). Le revers peut-8tre créme, rouge, 4 pourpre, violet. '
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CADRE REGLEMENTAIRE:

1. Mycotoxines dans les denrées alimentaires marocaines.

1.1. Céréales et dérivés au Maroc.

Les céréales occupent une importance sociale, économique et nutritionnelle pour la
population. Le Maroc importe ses besoins en céréales de différents pays notamment la France,
les USA, le Canada, le Brésil, la Russie et 1’Australie. Actuellement on estime qu’environ
25% des céréales commercialisées a I’échelle internationale sont contaminées par des

. 1
mycotoxines. [169]

Dés les années 70, les premicres investigations faites a I’IAV Hassan II ont montré que
certains produits agricoles marocains incluant les céréales, se sont révélés susceptibles
d’héberger des spores d’Aspergillus toxinogeénes. Plus tard, une série d’analyse supportée par
la Direction de la Répression des Fraudes entre 1991-1992 ont montré qu’un échantillon de

mais a été trouvé contaminé par 18 pg/kg d’AFB1. 1%

Dans une étude que nous avions effectué sur la contamination de 60 échantillons de céréales
commercialis€és au Maroc par les mycotoxines ont montré que 40 et 55% des échantillons

analysés de mais, de blé et d’orge sont respectivement contaminés par ’OTA.!"™

Dans les échantillons d’orge, les niveaux de I’OTA varient entre 0,04 et 0,8 png/kg, avec une

concentration moyenne de I’ordre de 0,17 pg/kg.

Dans les échantillons de blé, la concentration de ’OTA varie entre 0,04 et 1,73 pg/kg avec

une concentration moyenne de 1’ordre de 0,09 pg/kg.

Dans les échantillons de blé et d’orge, la ZEA et la FBI1 étaient au-dessous de la limite de

détection de ces toxines.

En ce qui concerne le mais, la concentration moyenne en OTA est d’environ 0,43 ng/kg, alors
que la valeur la plus ¢levée était de 'ordre de 7,22 ng/kg. Cette valeur dépasse la limite
maximale fixée par la réglementation européenne concernant I’OTA dans les céréales qui est

¢tablie a 5 pg/kg.
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Concernant la co-occurrence naturelle des toxines de Fusarium avec ’OTA parmi les céréales
analysées, 15 et 50% des échantillons de mais contaminés avec ’OTA se trouvent aussi
contaminés avec la ZEA et la FB1. Les concentrations en ZEA variait entre et 11,8 et 16,5
png/kg, alors que les concentrations en FBI1 se situent entre 0,01 et 5,96 mg/kg. Les valeurs
moyennes des concentrations de la ZEA et la FB1 sont respectivement de 2,09 pg/kg et 0,96
mg/kg. Tous les échantillons de mais contaminés par I’OTA étaient contamin€s par une autre
mycotoxine (ZEA ou FB1). Un seul échantillon a été trouvé contaminé simultanément par les
trois mycotoxines avec des concentrations respectives de 13,5 pg/kg de ZEA, 0,05 pg/kg
d’OTA et 1,51 mg/kg de FBI. La concentration la plus élevée en FB1 a été enregistrée au

niveau d’un échantillon du mais (5,96 mg/kg).

Cette valeur dépasse largement la valeur fixée par la réglementation européenne dans le mais
(2 mg/kg). Une concentration €levée de I'ordre de 5,5 mg/kg en FB1 a été retrouvé dans un
autre échantillon, cependant le taux d’OTA dans cet échantillon demeure faible (0,11 pg/kg).
Ces résultats suggerent que la co-occurrence de ’OTA et de la FB1 dans les échantillons de
mais analysés est probablement due a deux processus de contaminations séparés par les

moisissures toxinogenes du champ (Fusarium) et de stockage (Aspergillus).

Dans une autre étude que nous avions réalis€¢ sur la contamination de la farine de mais
commercialisée dans la région de Rabat par les aflatoxines, les résultats ont montré une forte

incidence de 80% avec une valeur maximale de 11,2 pg/kg

En moyenne, le Maroc consomme un million de tonnes de mais par année, il importe le mais
essentiellement des USA et de I’Argentine. Le mais est considéré parmi les céréales a risque
de contamination ¢élevée par les moisissures toxinogenes, a la différence des autres céréales
susceptibles d’étre plus résistantes a la contamination par les moisissures, comme 1’orge et le

blé. Ce qui impose un controle régulier des taux des mycotoxines dans cette céréale.

Le riz est parmi les céréales dont la consommation est devenue importante au Maroc ces
derni¢res années. Sur un potentiel de 25 000 ha dans la région du Gharb, la superficie cultivée

varie entre 500 et 13 000 ha en fonction de la pluviométrie.
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En moyenne la population marocaine consomme 60 000 tonnes de riz par année (2
kg/personne/an) .Le riz est une céréale naturellement contaminée par les spores d’A.

ochraceus.

Ces données nous ont poussé a rechercher I’OTA dans le riz commercialisé dans la région de
Rabat- Salé. Les résultats obtenus ont montré que I’OTA contamine fortement les échantillons
du riz analysés (90%). Les niveaux de contamination varient entre 0,02 et 32,4 ug/kg. La
teneur de I’OTA dans 15% d’échantillons analysés a dépassé les teneurs maximales
admissibles fixées par la réglementation européenne (5 pg/kg). La contamination de certaines
céréales disponibles sur le marché marocain par ’OTA, nous a pouss¢ a rechercher cette
mycotoxine dans un aliment quotidien a haute valeur nutritionnelle pour la population
marocaine a savoir le pain. Cet aliment stratégique est trés consommé par la population
mondiale. L’OMS recommande une consommation moyenne de 250 g/jour correspondant a
90 kg/an. On estime que la consommation moyenne du pain au Maroc avoisine 210
kg/personne/an, cette prise de pain est considérée parmi les plus élevées a [’échelle
internationale. La recherche de ’OTA dans 100 échantillons de pain commercialisés dans
cinq différentes villes du pays (Casablanca, Rabat, salé, Témara et Méknés) a révélé qu’un
fort pourcentage de contamination de ’ordre de 48%. La moyenne de I’OTA est de I’ordre de

13 pg/kg. 44

En se basant sur la consommation moyenne du pain au Maroc, nous avons estimé la prise
journaliére de ’OTA a partir du pain chez un sujet de 60 kg a 126 ng/kg pc/j, cette valeur est
considérée 7 fois supérieure a la prise journaliere tolérable fixée par les autorités européennes
qui est de 17,1 ng/kg pe/j MY

FAO/OMS qui est de ’ordre de 14 ng/kg pc/j.

et 9 fois supérieure a la prise tolérable fixée par le comité

Ces résultats indiquent que les céréales utilis€ées pour la fabrication du pain commercialisé
dans les différentes boulangeries du pays sont contaminées par ’OTA ce qui indique que la
population marocaine est fortement exposée aux effets toxiques de ’OTA et cette exposition
peut étre expliquée en partie la fréquence des cas de néphropathies enregistrés en particulier
chez les jeunes marocains des deux sexes qui sont aux environs de 2 million de cas.

Cependant cette hypotheése nécessite une confirmation et ce par la détermination de ’OTA
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dans les produits biologiques (sérum, urines, lait maternel) chez des sujets sains et des
patients présentant une néphropathie interstitielle chronique ou une insuffisance rénale
chronique, ainsi que dans leur alimentation comme il a été effectué dans certains pays de la

région méditerranéenne comme la Tunisie ayant un régime alimentaire similaire au Maroc.
1.2. Fruits secs.

La population marocaine consomme de grandes quantités de fruits secs directement ou sous
forme d’ingrédients dans des préparations traditionnelles préparées pendant les festivités et le
mois de Ramadan. Plusieurs fruits consommés dans le pays sont importés (pistaches,

cacahuetes...) et peu d’informations sur leur qualité sont disponibles.

Pour cela, des échantillons de raisins secs, de figues seches, de noix et de cacahuetes ont été
controlés pour leur pouvoir de renfermer de I’OTA. Les résultats ont montré que les
incidences de ’OTA sont respectivement de I’ordre de 30, 65, 35, et 25%. Au Maroc, les
techniques traditionnelles pour la transformation et la conservation des fruits sont toujours
utilisées. Ces pratiques sont des conditions optimales (température, humidité etc...) pour la
croissance des moisissures et la production des mycotoxines. En effet, le séchage naturel qui
consiste en I’exposition directe des fruits au soleil, est largement utilisé spécialement en

milieu rural.l'?

1.3. Epices en général.

Certaines épices a ’état naturel constituent un milieu non favorable pour la croissance des
moisissures et la production de mycotoxines. Les huiles essentielles du girofle et de la
cannelle ont montré un effet inhibiteur sur la croissance d’A. parasiticus et de F. moniliforme.
L’addition des extraits du girofle dans les épices a montré une inhibition considérable de la
production des aflatoxines. Cependant nous avons noté qu’au Maroc certaines ¢épices
commercialisées (le gingembre et le piment) sont frauduleusement additionnées par d’autres
produits comme la farine du blé (luxe) en insistant sur un ajout volontaire d’un colorant
artificiel pour procurer la couleur normal de 1’épice. Les épices sont dotées de propriétés de
préservation et elles sont utilisées ¢galement comme antioxydants. Elles sont aussi utilisées en
médecine traditionnelle, ce qui fait que leur valeur marchande est assez ¢levée dans le marché

international. Les €épices sont produites par les pays ayant un climat tropical ou subtropical et
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dont la température, I’humidité et les précipitations sont importantes. Apres leur récolte, les
épices sont souvent laissées sur le sol dans une aire ambiante pour sécher. Ce qui constitue
dans la majorité des cas des conditions idéales pour la croissance des moisissures et la
production de mycotoxines. Les épices (poivre, piment, cumin, gingembre etc.) sont
largement utilisées dans plusieurs pays du monde notamment en Afrique et en Asie. En
cuisine marocaine, les épices sont utilisées notamment pour la préparation de plats chauds et
délicieux comme « les Tagines et la Tangia», le «Couscousy», ou encore «Rfissa» etc., et ce
dans le but de développer des golts particuliers ou une couleur adorée. Vu leur propriété
antimicrobienne, certaines €épices sont utilisées aussi dans la conservation traditionnelle de

certains aliments comme le «Kaddidy, le «Kliaa» etc.

Dans une étude que nous avons effectuée sur I’incidence des aflatoxines dans les échantillons
d’épices commercialisées au Maroc, les résultats ont montré que le piment et le gingembre
étaient plus contaminés en comparaison avec le poivre et le cumin "', Cependant le taux de
contamination était faible et en dessous des normes internationales. Ces résultats concordent
avec ceux rapportés par Tantaoui-Elaraki et al.,qui ont trouvé que la croissance des souches
de moisissures toxinogenes d’A. flavus était tres faible sur le curcumin, le poivre blanc et le

poivre noir. '

1.4. Olives noires de table.

La production d’olives au Maroc représente environ 6.9% de la production mondiale.
Cependant le secteur reste moins développé. En effet, les méthodes traditionnelles de récolte,
et le long stockage des fruits a des températures ambiantes (20-24 °C) agissent fortement sur
la qualité des fruits. Les olives noires de tables sont préparées par un ancien processus qui
consiste en un salage et un séchage. Les olives noires récoltées sont salées et remplies dans
des sacs et laissées pour maturation spontanée a 1’air libre. Ces conditions sont favorables a la
croissance des moisissures. Tantaoui-Elaraki et al., ont isolé a partir des olives des souches
toxinogénes d’A. flavus and A. ochraceus produisant les aflatoxines et les ochratoxines °!. Ces
données nous ont poussé a rechercher ’OTA parmi des échantillons d’olives noires en vente
chez les détaillants dans la région de Rabat-Salé. Les résultats ont montré que sur 25

échantillons totaux, 9 échantillons étaient contaminés par de faibles teneurs d’OTA. !
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2. Arrété conjoint du ministre de D’agriculture et de la péche
maritime et du ministre de la santé n°1643-16 du 23 chaabane

1437 (30 mai 2016).

-
Rabat, le 23 Chaabane 1437(30 mai 2016)

Le ministre de I'agriculture et de la péche maritime, AZIZ AKHANNOUCH

kLe ministre de la santé, EL HOUSSAINE LOUARDI

J

Arrété conjoint du ministre de I’agriculture et de la péchemaritime et du ministre de la santén°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°2-10-473 du 7 chaoual 1432 (6 septembre 2011) pris pour I’application de
certaines dispositions de la loi n°28-07 relative a la sécurité sanitaire des produits

alimentaires, notamment son article 53,

Seuil Date
Catégories Produit primaire ou Limites maximales d’alerte  limite
produit alimentaire ng /kg) (ng ’kg) d'applicat
ion des
seuils
d’alerte
2.1 Aflatoxines B1 Somme M1 M1
de B1,
B2, G1
et G2
2.1.1 Arachides et  autres 8,0 15,0 - - -

graines oléagineuses,
noisettes et noix du

73



2.1.2

2.1.3

2.1.4

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 a coque, exception
faite des fruits a coque
énumérés aux points
2.1.1 et 2.1.2, destinés a
gtre soumis a4 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

12,0

5,0

2,0

15,0

10,0

4,0
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2.1.5

2.1.6

2.1.7

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.

Noisettes et noix du
Brésil destinées a la
consommation humaine
directe ou a une
utilisation comme
ingrédients de produits
alimentaires

Fruits a 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

humaine directe ou a une
utilisation directe comme
ingrédient de produits
alimentaires

2.1.8

Fruits séchés, autres que
les figues seches,
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

2.1.9

Fruits séchés, autres que
les figues seches, et
produits dérivés de leur
transformation, destinés
a la consommation

8,0 10,0
5,0 10,0
2,0 4,0
5,0 10,0
2,0 4,0
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2.1.10

2.1.11

2.1.12

2.1.13

2.1.14

humaine directe ou a
une utilisation comme
ingrédients de produits
alimentaires

Figues seches

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
(gingembre)
Curcuma longa (safran
des Indes)

officinale

6,0

2,0

5,0

5,0

10,0

4,0

10,0

10,0

0,05

3 ans

76



2.1.15

2.1.16

2.1.17

Mélanges d’épices
contenant une ou
plusieurs des épices
susmentionnées

Préparations a base de  (),1(

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 dietetiques ()10

destinés a des fins
médicales spéciales,
spécifiquement pour les
NOurrissons

- 0,025 - -

2.2

Ochratoxines A

Limites
maximale
S

(ng /kg)

Seuil Date limite

d'alerte (ng d'applicatio

/kg) n des seuils
d'alerte

2.2.1

2.2.2

223

2.24

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, 2.2.10
et2.2.14

Raisins  secs (raisins de
Corinthe, sultanines et autres
raisins secs)

Grains de café torréfié et café
torréfié moulu, a I'exception du

5,0
3,0

5,0

10,0 3 ans
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2.2.5

2.2.6

2.2.7

2.2.8

229

2.2.10

2.2.11

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, mott de raisins et moit
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

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)

Me¢langes d’épices contenant
une des épices susmentionnées

10,0 - -
- 2,0 3 ans
- 2,0 3 ans
- 2 3ans
0,5 - -
0,5 - -
15 - -
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2.2.12

2.2.13

2.2.14

2.3

2.3.1

2.3.2

2.3.3

234

2.3.5

Bois de réglisse (Glycyrrhiza
glabra, Glycyrrhiza inflate et
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 les
confiseries.

Gluten de blé non vendu
directement au consommateur

Patuline

Jus de fruits, jus de fruits
concentrés reconstitués et
nectars de fruits

Boissons spiritueuses, cidre et
autres  boissons  fermentées
produites a partir de pommes ou
contenant du jus de pomme

Produits a base de morceaux de
pomme, tels que la compote de
pommes et la purée de pommes,
destinés a la consommation
directe a I'exception des
produits alimentaires figurant
aux points 2.3.4 et 2.3.5

Jus de pomme et produits a base
de morceaux de pomme, tels
que la compote de pommes et la
purée de pommes, destinés aux
nourrissons et enfants en bas
age, et étiquetés et vendus
comme tels

Aliments pour bébés, autres que
les préparations a base de
céréales, destinés aux
nourrissons et enfants en bas
age.

- 20 3 ans
- 80 3 ans
8,0 - -
Limites Seuil Date limite
maximale d'alerte (ng d'applicatio
s /kg) n des seuils
(ng /kg) d’alerte.
- 50 4ans
- 50 4ans
- 25 4ans
10,0 - -
10,0 - -
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2.4

2.4.1

2.4.2

243

2.4.4

24.5
2.4.6

2.4.7

2.4.8

249

Déoxynivalénol

Céréales brutes autres que le blé
dur, I'avoine, le riz et le mais

BI¢ dur et avoine bruts

Mais brut a I'exception du mais
brut destiné a étre transformé
par mouture humide

Céréales  destinées a la
consommation humaine directe,
farine de céréales, son et germe
en tant que produit fini
commercialisé pour la
consommation humaine directe,
a Dexception des produits
alimentaires figurant aux points
247, 248 et 249 et des
produits a base de riz

Pates seches

Pain (y compris les petits
produits de boulangerie),
patisseries, biscuits,
collations aux céréales et
céréales pour petit-déjeuner

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

Fractions de mouture de mais
dont la taille des particules
est >500 microns

Fractions de mouture de mais
dont la taille des particules
est < 500 microns.

Limites
maximale
S

(ng /kg)

1750

200

750

1250

Seuil Date limite
d'alerte (ug d'applicatio

/kg) n des seuils
d'alerte
1250 4ans
1750 4ans
750 4ans
750 4ans
500 4ans
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2.5

2.5.1

2.5.2

253

2.5.4

2.5.5

2.5.6

2.5.7

Zéaralénone

Céréales brutes autres que le
mais et le riz

Mais brut a I'exception du mais
brut destiné a étre transformé
par mouture humide

Céréales  destinées a la
consommation humaine directe,
farine de céréales, son et germe
en tant que produit fini
commercialisé pour la
consommation humaine directe,
a Dexception des produits
alimentaires figurant aux points
2.5.6,2.5.7,2.5.8 et 2.5.9 et des
produits a base de riz

Huile de mafs raffinée

Pain (y compris les petits
produits de boulangerie),
patisseries, biscuits, collations
aux céréales et céréales pour
petit-déjeuner, a l'exclusion des
collations au mais et des
céréales pour petit-déjeuner a
base de mais

Mais destiné a la consommation
humaine directe, collations a
base de mais et céréales pour
petit-déjeuner a base de mais

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

Limites
maximale
S

(g /kg)

350

100

20

Seuil Date limite
d'alerte (ng d'applicatio

/kg) n des seuils
d'alerte
100 4ans
75 4ans
400 4ans
50 4ans
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2.5.8 Fractions de mouture de mais 200 - -
dont la taille des particules est
>500 microns

2.5.9 Fractions de mouture de mais 200 - -
dont Ia taille des particules est
< 500 microns.

2.6 Fumonisines (somme B+ Limites Seuil Date limite
B2) maximale d'alerte (ug d'applicatio
s /kg) n des seuils
(ng /kg) d'alerte
2.6.1 Mais brut a l'exception du mais 4000 - -

brut destiné a étre transformé
par mouture humide

2.6.2 Mais destiné a la consommation 1000 _ -
humaine directe, aliments a base
de mais destinés a la
consommation humaine directe,
a l'exception des aliments
figurant aux points 2.6.3 et 2.6.4

2.6.3 Céréales pour petit-déjeuner a 800 - -
base de mais et collations a base
de mafis

2.6.4 Préparations a base de mais et 200 - -

aliments pour bébés destinés
aux nourrissons et enfants en
bas age

2.6.5 Fractions de mouture de mais 1400 - -
dont la taille des particules est
>500 microns

2.6.6 Fractions de mouture de mais 2000 - -
dont la taille des particules est <
500 microns.
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Introduction.

Les mycotoxines, contaminants naturels de la chaine alimentaire, retiennent de plus en plus
I’attention dans le monde entier en raison des pertes économiques importantes qui sont liées a
leurs effets sur la sant¢ de ’Homme, la productivité animale et le commerce national et
international. Ces métabolites secondaires peu volatils, €laborés par diverses moisissures, sont

responsables de mycotoxicoses pouvant étre graves.

Les voies de contamination humaine ou animale possibles sont I’ingestion, I’inhalation, le
contact cutané¢ et I’allaitement. Les intoxications aigues sont cependant rares en raison des
faibles quantités pouvant étre ingérées avec des aliments contaminés. L’intoxication

chronique est souvent a craindre en raison d’un effet cumulatif des doses.

La biosynthese des mycotoxines est dépendante de plusieurs facteurs, dont la température,
I’intensité lumineuse, I'oxygene, les €léments nutritifs disponibles et la présence d’autres
micro-organismes en compétition. Il y aurait, selon les auteurs, jusqu’a 400 mycotoxines

répertoriées.

En raison de son climat chaud et humide, de sa position géographique, des habitudes
alimentaires particuliéres de sa population et des conditions de stockage et de manutention
des denrées alimentaires, le Maroc est un pays favorable au développement des moisissures

toxinogenes et a la contamination conséquente de la chaine alimentaire en mycotoxines.

Parmi les mycotoxines identifiées, les mieux connues sont les aflatoxines, I"OTA

(ochratoxine A).

Face a ce fléau, plusieurs stratégies de lutte se sont mises en place afin de limiter le
développement fongique sur les denrées alimentaires et la production ultérieures de
mycotoxines tout au long de la chaine alimentaire. Cependant, I'¢limination totale des
moisissures et de leurs toxines est pratiquement impossible, c'est pourquoi il semble important
de compléter le panel des mesures préventives par I'emploi d'agents capables de décontaminer

les denrées alimentaires par é€limination, destruction ou inactivation des mycotoxines
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présentes. Des méthodes biologiques, chimiques et physiques se sont développées pour la

décontamination des mycotoxines.
v Objectifs :

e [’¢tude de la contamination fongique des produits de base largement utilisés dans la

cuisine marocaine.

e [’extraction a partir de ces produits des mycotoxines éventuelles (Aflatoxines B1, B2, G1,

G2 et Ochratoxine A).
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I. . MATERIEL ET METHODES.

Type, période et lieu de I’étude.

Il s’agit d’une étude prospective menée au Service de Parasitologie-Mycologie de I’Hopital
Militaire d’instruction Mohammed V de Rabat. Ce travail est étalé sur une période de 4 mois

d’étude (Septembre a Décembre 2017).
A. Contamination fongique des denrées alimentaires.
I. Matériel.

I.1. Echantillons a analyser.

L’étude mycologique a été réalisée sur un total de 22 échantillons alimentaires dont : le café
Dubois moulu, café en capsules de la marque ESPRESSO et 5 ardbmes de Nespresso, le thé
moulu de la marque Soultane, poudre de chocolat de la marque Nesquiket certains condiments
tels que le cumin, le poivre, le piment rouge et du gingembre qui 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 (sachet) de la marque Javana, de telle
sorte que les échantillons prélevés soient de différentes origines et ce dans le but d’avoir une

hétérogénéité des prélevements.

Au total, 13 échantillons d'épices, 7 échantillons de café, 1 échantillon de Thé et 1 échantillon

de poudre de chocolat.
1.2. Matériel.
= Anse
= Balance précise pour peser les différents échantillons.
= 2 Becs bunsen pour une zone aseptique.
= Bleu coton

= Boites de Pétri pour la culture.
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= Etuve pour I’incubation des Boites de Pétri ensemencées.
* Fiole jaugée de 1000ml pour la préparation du milieu de culture.

» Milieu de culture Sabouraud au chloramphenicol (Raymond

Sabouraud)

Composition dans 1L

Hydrolysat enzymatique de caséine............... S5g
Extrait de boeuf.............oooii S5g
DeXtroSe. .. ovvi e 40g
N 15,0g
Chloramphénicol ...............coooiiiiiinne. 0,05¢g

= Lame, lamelle

= Microscope

= Ruban adhésif utilisé dans le test de Scotch.

= Spatule pour prélever et déposer les échantillons dans le milieu de culture.

II. Méthodes.

II.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.

87



Figure 18 : Répartition des échantillons dans des pots stériles numérotés.

1:Café 3 :poudre de chocolat 4 : Cumin 6 : Piment rouge
2 :Thé 5 : Poivre 7 : Gingembre

A, B,C : Les différentes origines de chaque échantillon : (A : en vrac de la Médina ; B : en vrac

d’une grande surface ;C : conditionné )

I1.2 Culture, isolement et identification.

Durant notre étude, nous avons utilisé le milieu Sabouraud au chloramphénicol qui est le
principal milieu d’enrichissement de base qui favorise la culture des champignons

microscopiques grace a son pH relativement acide et I’étude morphologique des levures.

L’incubation a été faite a la température 20 - 25 °C pendant 5 a 7 jours. La lecture a partir de
ce milieu s’est faite aprés 24 a 48heures pour les levures, et a partir de 4 jours pour les

champignons filamenteux.
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» Préparation du milieu de culture :

Nous avons mis en suspension 45,5g de milieu de base « Sabouraud au chloramphénicol »
en poudre dans un litre d’eau stérile qui sera portée lentement a ébullition sous agitation. Une
fois tous les ingrédients sont dissouts, le milieu de culture ainsi préparé est répartiec dans des

boites de Pétri stériles, puis laissé solidifier, sur une surface froide et plane.

Figure 19 : Répartition du milieu Sabouraud dans des Boites de Pétri.

» Préparation des échantillons.

4g de chaque échantillon ont été déposés aseptiquement a la surface des boites de pétri
contenant le milieu de base Sabouraud. Ces derniéres ont été incubées a 25 + 2°C pendant 14
a 20 jours. Les observations visuelles ont été effectuées toutes les 24h et les colonies

présentant 1’aspect général des différents genres ont été prélevées a ’aide de I’anse de platine.
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Figure 20: Incubation des échantillons 4 26.3°C  Figure 21: Cumin et piment rouge sur Sabouraud

i. Méthodes d’identification des souches fongiques.

L’identification des moisissures a reposé essentiellement sur [’observation des critéres
morphologiques révélés par un examen macroscopique soigneux aux divers stades du
développement et de 1’observation microscopique des organes de fructification (asexués et

sexués) et du mycélium d’autre part.
e Critéres d’identification macroscopiques.

L’examen des cultures a été fait a I’ceil nu ou a la loupe. Les caractéres culturaux étudiés ont

été :

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

changement de couleur du milieu, la texture de la surface
v' Texture : Laineuse, duveteuse, poudreuse, glabre.
v' Topographie : Plane, surélevée, cérébriforme, avec stries radiales.
v Vitesse de croissance (diamétre de la colonie a 7 jours) : Rapide, modérée, lente

v" Structures de fructification
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e Criteres d’identification microscopique.

L’examen microscopique d’une colonie fongique se fait grace a des préparations a 1’état frais
(entre lame et lamelle) au Bleu Coton. Généralement, un examen a 1’objectif 40 était suffisant

pour mettre en évidence la plupart des éléments important de diagnose.

Figure 22: Test de scotch au bleu coton.

Figure 23: Test de scotch sur B.P contenant du cumin  Figure 24: Examen direct au bleu coton

contaminé
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Les moisissures isolées ont été identifiées selon des critéres morphologiques répertoriés en
fonction des caracteéres suivants : hyphes cloisonnées ou non, caractéristiques et type de
conidiogénese, ¢tude microscopique du mycélium, morphologie et structure des spores ou

conidies, nature des organes différenciés.
B. Extraction des cultures des mycotoxines

1. Matériel et réactifs

1.1. Matériel.

Les différentes analyses ont été réalisées sur un systeme de chromatographie liquide ultra-
performance (Waters Acquity UPLC) couplé a un spectroméetre de masse a triple quadripole
(TQD, Waters). Le systeme est piloté¢ par le logiciel MassLynx® (version 4.1) et les
quantifications ont été faites par I’application TargetLynx®. Ce systeme est not¢ LC-MSMS.

# 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 associ€s, 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 échelle de temps par leur élution
différentielle, ce qui permet 1’évaluation dans I’espace de I’ensemble des entités moléculaires

présentes dans un échantillon.

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

¢lucidation commode des structures des composants d’un mélange complexe.

+ La spécificité et la possibilité de quantifier plusieurs mycotoxines en une fois, la sensibilité
et la simplification de la préparation de 1’échantillon font que la LC-MS/MS est pour le

moment la technique la plus prometteuse en analyse de mycotoxines.
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Figure 25: Appareillage de LC-MSMS

1.2 Réactifs
- Acétonitril (qualité spectrométrie de masse).

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

- Erlenmeyer de 150 ml.
I1. Méthodes :

I1.1 Préparation d’échantillons et extraction des mycotoxines.

Tout le matériel est préalablement nettoyé par 1I’Acétonitril et rincé avec de 1’eau. Une
quantité de 25 g de I’échantillon est mélangée avec100 ml de Acétonitril /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 1’eau, 20 pl de la dilution sont
injectées dans le systeme LC-MSMS. Les échantillons sont réduits broyés avec un « blinder »

en cas de besoin (exemple: rhizome du gingembre).
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I1.2 Conditions analytiques du LCMSMS.
¢ Le systéme chromatographique est un UPLC-MSMS (LCMSMS).
+ La colonne : BEH C18 1.7 um; 2,1 x 100 mm (Waters).
¢ Température de la colonne : 40°C
«» Débit : 0,4 ml/min
+¢ Phase mobile : Phase A : Eau avec 1 % d’acide formique

Phase B : Acetonitrile avec 1 % d’acide formique en mode gradient.

+* Durée d’analyse : 15min par échantillon.
+* Volume d’injection : 20 pl
¢ Température de I’injecteur : 10°C

I1.3 Conditions du spectrométre 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
+ Gaz du cone : Azote 5 L/h
¢ Température de la source : 120°C
+¢ Gaz de collision : Argon a 3,5 x 10-3 mBar.

+ Mode d’acquisition : Multiple reaction monitoring (MRM) a deux transitions par composeé.
II1. Mycotoxines recherchées.

Durant cette étude, nous avons recherché les mycotoxine suivantes :
- Aflatoxines B1, B2, G1, G2

- Ochratoxine A
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II. RESULTATS.

L’étude mycologique a révélé que les 22 produits alimentaires analysés, étaient contaminés

par des moisissures, soit un taux global de contamination fongique de 100%

Figure 27: Moisissures présentes dans les différents échantillons apreés 14 jours d’incubation.
1:Café 3 :Poudre de chocolat 4 : Cumin 6 : Piment rouge
2 :Thé 5 : Poivre 7 : Gingembre

A, B,C : Les différentes origines de chaque échantillon : (A : en vrac de la Médina ; B : en vrac

d’une grande surface ;C : conditionné )
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A. Contamination fongique.

Les souches isolées appartiennent essentiellement aux genres Aspergillus : 77% : (Asp
niger : 59% + Asp flavus 9% +Asp fumigatus + 4.5 %+ Asp nidulans 4.5%), Penicillium 18%
Mucorale 90%. Ces derniers sont les plus fréquents, ils présentent un pourcentage
d’échantillons positifs plus élevé que Cladosporium herbarum : 4.5%, beauveria : 4.5 % et

paecilomyces variotii : 4.5%.

B Aspergillus niger
4.50% 4,50% 4,50%

B Aspergilus flavus

m Aspergilus fumigatus

m Aspergillus nidulans

H Penicillium

= Mucorale

4,50% m Cladosporium herbarum

4,50% 1 Beauveria

paecilomyces variotii

Figure 28 : Moisissures isolées des denrées alimentaires analysées en pourcentage.
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Les échantillons étudiés pour chaque denrée alimentaire : Café, Thé, poudre de Chocolat,

Cumin, Poivre, Piment rouge, Gingembre sont tous contaminés (100%).
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Figure 29: Pourcentage des échantillons positifs en fonction des denrées alimentaires.
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Les denrées alimentaires polycontaminées sont : Café moulu (22%), Café-capsule-ESPRESSO
(22%), Café- capsule NESPRESSO Vanilio( 33%), le thé (33%), poudre de chocolat ( 22%) ,
le cumin (66%) , le poivre (33%) , le piment rouge (22%) , le gingembre (44%),

contrairement aux capsules NESPRESSO cosi, Robusta uganda, Volluto Decaffeinato et

Sachertorte qui sont monocontaminées (11%).
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Figure 30: Pourcentage des échantillons polycontaminés, monocontaminés pour les différents

échantillons.

Résultats de I’étude mycologique de tous les échantillons.

Le tableau suivant représente 1’identification des especes fongiques retrouvées dans les

échantillons du : Café, thé, poudre de chocolat, cumin, piment rouge, poivre et le gingembre.
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Tableau VIII: Différentes espéces fongiques présentes dans les 22 échantillons traités.

Moisissures
Echan-

tillons Asp  Asp, Asp. Asp. Peni- Muco-  Clado- Beau-  paecilo-
niger flavus  fumigatus nidulans cillium  ral Sporium veria,  myces
SP herbarum variotii
+ - - - - + - - -
Café
Dubois

Café-

capsules

Espresso

Capsule - + - - + + - - -
Nespresso

Vanilio

Capsule - - - - - 4 - - -
Nespresso

cosi,

Capsule - - - - - + - - -
Nespresso

Robusta

uganda

Capsule - - - - - 4 - - -
Nespresso

Valluto

Decaffein

ato

Capsule - - - - + - - -
Nespresso

Sachertort

e

Thé + - - - + - + - -
Chocolat + + - -
(Nesquik)

Cumin 4 - - 4 - 4 - - -
(A)

Cumin + - - - - + - - -

(B)

Cumin + + + = - + - L -

©
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Asp.  Asp. Asp. Asp. Peni- Muco-  Clado- Beau-  paecilo-

niger flavus  fumigatus nidulans cillium rale sporium veria myces
Sp herbarum variotii

Poivre + = = = + = = = =
(A)
Poivre + - - - - + - - -
(B)
Poivre + = = = = + = = =
(©)
Piment + - - - - + - - -
rouge (A)
Piment + = = = = + = = =
rouge (B)
Piment + - - - - + - - -
rouge
©)
Gingembr + - - 4 4 - - -
e (A)
Gingembr - - - - + - +
e (B)
Gingembr + - - - - 4 - - -
e (C)
Gingembr - - - - - + - - -
e
( Rhizome)
1:Café 3 :Poudre de chocolat 4 : Cumin 6 : Piment rouge
2 :Thé 5 : Poivre 7 : Gingembre

A, B, C: Les différentes origines de chaque échantillon : (A : en vrac de la Médina ; B : en vrac
d’une grande surface ;C : conditionné )

B .Extraction des éventuelles cultures des mycotoxines.

Exemple de chromatogramme :L.’analyse par couplage LC-MS/MS consiste a une premicre
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 deuxieéme détection par spectrométric de masse des molécules

préalablement séparées par chromatographie.
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a- Aflatoxines

Afla_B1B2_G1G2

30012018_2 4: MRM of 2 Channels ES+
7 T 313.2 > 2851 (Aflatoxin B1)
Ly 21566
=]
o T T T T T T T T T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
30012018_2 4: MRM of 2 Channels ES+
7.92 313.2 = 241.1 (Aflatoxin B1)
1003 B1e6
LI
o T T T T T T T T T T T T L T T T Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

Figure 31: Chromatogramme de I’analyse d’aflatoxine.

b- Ochratoxine A

Ochratoxine A

30012018 B MRM of 2 Chanels ES+
1004 294 404.2=358.2 (Ochratoxin A)
3.3Beq
0 T T T T T T T T T T T T
0.50 0.78 1.00 1.253 1.50 1.75 2.00 225 250 275 3.00 3.28 3.50 3.7% 4.00 425
30012018
100+ 293 6 MRM of 2 Chanels ES+
404 2=235.1 (Ochratoxin &)
342ed
o]
o T T T T T T T T T T T T Time
023 0.50 0.73 1.00 1.23 1.50 1.7% 2.00 2.23 250 275 3.00 3.28 3.50 373 4.00 425

Figure 32: Chromatogramme de I’analyse de I’ochratoxine A.
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» Résultats des analyses :

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

Produit Mycotoxine détectée Concentration

Café Moulu (Dubois) Non détectée

Espesso Capsule Non détectée

Nespresso Capsule Non détectée

Cosi

NespressoCapsule Non détectée

Sachertorte ...

Nespresso Capsule Non détectée

Robusta uganda

Nespresso capsule Valluto Non détectée

Decaffeinato

Nespresso Capsule AFB1 0,004 ug/kg

Vanilio

Thé AFBI1 3,2 ug/kg

Chocolat Non détectée

Cumin (A) AFBI1 0,07 ng/kg

Cumin (B) AFB1 0,05 png/kg

Cumin (C) AFBI1 0,03 ng/kg

Poivre (A) AFB1 0,16 pg/kg
OTA 1,43 ng/kg

Poivre (B) AFB1 012 ng/kg

Poivre (C) AFBI1 0,14 ug/kg

Piment rouge(A) AFB1 3,11 ng/kg

Piment rouge (B) AFB1 3,25 pg/kg

Piment rouge (C) AFB1 1,28 ng/kg

Gingembre (A) AFB1 1,31 pg/kg

Gingembre (B) AFB1 0,73 ng/kg

Gingembre (C) AFB1 1,12 ng/kg

Gingembre rhizome AFB1 1,73 ng/kg
OTA 3,1 ng/kg

1:Café 3 :Poudre de chocolat 4 : Cumin 6 : Piment rouge

2 :Thé 5 : Poivre 7 : Gingembre

A, B,C : Les différentes origines de chaque échantillon :A : en vrac de la Médina ; B : en vrac d’une
grande surface ;C : conditionné.
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II. DISCUSSION.

La contamination des denrées alimentaires destinées a la consommation humaine et animale
par les mycotoxines, pose un probléme majeur de disponibilit¢ et d'innocuité de
l'approvisionnement alimentaire mondial (FAO). Un certain nombre de recommandations ont
été formulées dans le but de minimiser les effets néfastes des mycotoxines sur I'économie et la
santé. De nombreux programmes nationaux et internationaux ont ainsi ét€ mis en place, pour
limiter les risques posés par les mycotoxines et renforcer les mesures préventives voire

curatives pour limiter les dommages li€és aux moisissures et aux mycotoxines.

Notre étude a permis de mettre en évidence la flore fongique de différents substrats et le
dosage de deux types de mycotoxines : Les aflatoxines Bl et les Ochratoxines A. De fagon
générale, certains de nos résultats sont en accord avec les données préexistantes au niveau de

la littérature.
A. Discussion des résultats de I’étude mycologique.

Nos résultats ont montré les différentes especes fongiques présentes dans chaque échantillon
¢talé sur le milieu sélectif Sabouraud. Nous constatons que les résultats obtenus sont
variables en fonction du type, de la nature de I’échantillon analysé et des moisissures
recherchées. Ainsi, le pourcentage des moisissures les plus élevées est représenté par
Aspergillus, Mucorale et Penicillium qui ont ét€ obtenues regroupés ou séparés et a différents
pourcentages au niveau de tous les échantillons. Au total, 9 especes fongiques ont été
identifiées au cours de I’étude mycologique de I’ensemble des échantillons. Les principaux
genres ainsi identifiés sont : Mucorale, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus nidulans, Penicillum, Cladosporium herbarum, Beauveria

Paecilomyces variotii.
» Café.

Les principales moisissures isolées au cours de ce travail sont Aspergillus niger, A. flavus,
Penicillium, Mucorale (Mucor et Rhizopus sp).Tous ces genres fongiques ont déja été

enregistrés dans 1’étude mycologique faite sur les différents types de café (Dubois, Nespresso,
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Espresso). La contamination la plus importante est remarquée au niveau du café
polycontaminé notamment les capsules Vanilio de la marque Nespresso et aussi au niveau du

café Dubois et Espresso.!'’¢177)

Nos résultats se rapprochent de ceux de Noonim et al. (2008)!"*!

qui dans ces analyses faites
sur des grains de caf€ traités par voie seche, a obtenu des profils fongiques identiques, et ou le
profil était constitué de : 4. carbonarius, A. niger, les Aspergillus des sections Flavi, Terrei et

Versicolores, Fumigati, Penicillium sp."”’!

La méme étude a trouvé qu’au cours du
traitement par voie humide, la flore fongique était constituée de A. westerdijkiae, A. niger,

Penicillium sp., les Aspergilli des sections Flavi, Terrei et Versicolores et Cladosporium sp.

Suarez-Quiroz ef al. (2004) a obtenu un résultat similaire sur une étude faite sur des grains de
café mexicains ayant subi un traitement par voie seche, voie humide et un traitement
mécanique. Les Aspergillus noirs (A. niger et A. carbonarius) représentent le groupe
prédominant des moisissures isolées dans les échantillons de café Camerounais, et leur
occurrence est beaucoup plus ¢€levée que celle rapportée sur les grains de café brésilien ou

vietnamien, [180-1821

Selon Pitt et Hocking (1997), les Aspergillus entrent en compétition avec les genres Fusarium
et Penicillium pour le méme substrat, et leur incidence augmente dans les environnements
ayant des températures €levées et de basse activité de I'eau ; qui sont la des conditions idéales
retrouvées aux étapes finales du traitement du café notamment au cours du séchage et pendant

le stockage.

Il apparait donc que la biodiversité des souches fongiques présentes est tres fortement liée au
contexte géographique, €cologique et humain (pratiques traditionnelles locales et conditions

d’hygiene inégalement respectées).

Cette forte contamination peut provenir du fait que, pendant le séchage les grains de café¢ sont
en contact direct avec l’air et le sol, et aussi des conditions d’aération de 1’enceinte de
stockage constitu¢ de grilles placées tout au long des murs non loin du toit (le contrdle de la

température ambiante est impossible dans ces conditions), et enfin des aléas climatiques.
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> Poudre de chocolat.
Présence de Cladosporium herbarum, mucorale.

Nos résultats differes de ceux trouvés en 2008 au Brésil ou une étude basée sur 21 produits a
base de cacao (poudre de cacao). L’analyse microbiologique a permis d’isoler 123 isolats
d’Aspergillus toxinogenes. Parmi ces souches, 100 % des Aspergillus carbonarius et 100 %
des Aspergillus ochraceus sont producteurs d’OTA, tandis que seuls 18,2 % des isolats
d’Aspergillus niger en produisent .Dans une étude portant sur 20 échantillons de cacao
marchand de diverses origines et stockés en Espagne, les souches ochratoxinogénes isolées
sont les Aspergillus noirs (3 souches d’A. carbonarius et 13 souches d’A. niger agg)."® De
méme, des essais préliminaires ont montré que dans le cacao d’origine camerounaise, seul les

Aspergillus noirs de la section Nigri peuvent étre isolés.
Au Maroc, aucune étude similaire n’a été effectuée.

> Les épices

= Cumin.

Le cumin est I’échantillon le plus contaminé de tous. Notre étude a révélé la présence de
[’Aspergillus niger, A.fumigatus, A. flavus, A.nidulans, Penicillum sp, Beauveria et

mucorales.

Le cumin conditionné (sachet) est I’échantillon qui contient le plus de moisissures
(I"Aspergillus niger, A.fumigatus, A. flavus, , Penicillum sp, Beauveria et mucorales), juste
apres vient le cumin en vrac ( médina) , alors qu’en 2007, les études réalisées par Zineddine et
Idrissi, sur le cumin ont détectées 1’absence de moisissures au niveau du cumin non
conditionné qui a été expliqué par son effet antifongique, les mémes études ont confirmé la
présence des moisissures a ce niveau tout en I’expliquant par la possibilité de I’altération de
’activité antifongique lors du conditionnement ou par la nature différente du cumin utilisé ou

par la possibilité d’une post-contamination par les manipulateurs.!'**!
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= Poivre.

Nous avons détecté la présence d’Aspergillus niger et du mucorale que ce soit au niveau du
poivre conditionné ou en vrac de grande surface, contrairement au poivre en vrac ou on a

trouvé, en plus du mucorale, du pénicillium sp.

=  Piment rouge

Les 3 types du piment rouge ont connu la présence d’Aspergillus niger et du mucorale.
= Gingembre

Notre étude a noté la présence du mucorale dans tous les types du gingembre en plus de
[’Aspergillus niger dans le gingembre conditionné et dans le gingembre en vrac (médina), ce
dernier a connu aussi la présence du pénicillium contrairement au gingembre en vrac (grande

surface) dans lequel on a détecté une nouvelle espece : Paecilomyces variotii.

Cependant, Zineddine et a/.,(2007) ont noté qu’au Maroc certaines €pices commercialisées
(le gingembre et le piment) sont frauduleusement additionnées par d’autres produits comme la
farine du blé en insistant sur un ajout volontaire d’un colorant artificiel pour procurer la
couleur normale de I’épice. Les épices sont dotées de propriétés de préservation et elles sont

utilisées également comme antioxydants.

Les épices sont produites par les pays ayant un climat tropical ou subtropical et dont la
température, I’humidité et les précipitations sont importantes. L’augmentation des transports
internationaux de denrées alimentaires et I’intensification des méthodes culturales induisent a

un risque accru de contaminations croisé€es par les mycotoxines.

Apres leur récolte, les épices sont souvent laissées sur le sol dans une aire ambiante pour
sécher. Ce qui constitue dans la majorité des cas des conditions idéales pour la croissance des

moisissures et la production de mycotoxines.
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B. Discussion de I’extraction des mycotoxines.

+ Moisissures isolées et mycotoxines associées.

Les analyses mycologiques réalisées, ont montré la présence, d’Aspergillus (A. niger, A.
flavus, A. fumigatus, A. nidulans) et Penicillium spp. Ces genres sont décrits dans plusieurs
travaux de recherche comme étant parmi les moisissures productrices d’ochratoxine A (OTA)

et d’aflatoxines 1'%

Les principales moisissures des genres Aspergillus, Penicillium sp sont celles qui produisent
les mycotoxines majoritairement rencontrées dans la littérature. Les aflatoxines sont produites
par les moisissures des genres Aspergillus, principalement Aspergillus flavus et Aspergillus

parasiticus.
Aussi la production d’OTA a été attribuée a plusieurs especes du genre Aspergillus.

On peut donc supposer que les souches (Penicillium spp et Aspergillus spp) isolées dans cette
¢tude pourraient €tre a ’origine de '0OTA retrouvée dans nos €chantillons ayant servi a I’étude

toxicologique.

A D’issue des analyses, les résultats de la présence naturelle des Aflatoxines et de ’OTA, ainsi

que de la présence des moisissures dans les échantillons analysés sont résumés dans le tableau

X.
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Tableau X: Moisissures isolées et mycotoxines associées.

Echantillons Moisissures Mycotoxines Concentrations
(ng/kg)
Café Dubois moulu A.niger + Mucorale Non détectée
Café capsule Espresso A.niger+ Mucorale Non détectée
Café capsule Mucorale Non détectée
Nespresso
Sachertorte
Café capsule Mucorale Non détectée
Nespresso cosi,
Café capsule Mucorale Non détectée
Nespresso  Robusta
uganda
Café capsule Mucorale Non détectée
Nespresso Valluto
Decaffeinato
Café capsule A.niger+  Mucoral+ AFBI1 0,004
Nespresso Vanilio Penicillium
Thé Penicillium+ A.niger AFBI 3,2
+ Cladosporium
herbarum
Poudre de chocolat Cladosporium Non détectée
Herbarum +
Mucorale
Cumin (A) A.niger+  A.nidulans AFBI 0,07
+Mucorale
Cumin (B) A.niget+ Mucorale AFBI1 0,05
Cumin (C) A.niger+A.fumigatus+ AFBI 0,03

A.flavus+ Mucorale +
Beauveria
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Poivre (A) Penicillium+ AFBI 0,16

Mucorale
J’_
OTA 1,43
Poivre (B) A.niger + Mucorale AFB1 0,12
Poivre (C) A.niger + Mucorale AFBI 0,14
Piment rouge(A) A.niger + Mucorale AFBI1 3,11
Piment rouge(B) A.niger + Mucorale AFBI1 3,25
Piment rouge (C) A.niger + Mucorale AFBI1 1,28
Gingembre ( A) A.niger + Mucorale+ AFBI1 1,31
Penicillium
Gingembre (B) Mucorale + AFBI 0,73
Paecilomyces variotii
Gingembre (C) A.niger + Mucorale AFBI1 1,12
Gingembre Mucorale AFB1 1,73
(Rhizome)
J’_
OTA 3,1

Comme I’on peut voir, 2 échantillons parmi un total de 22 ont été contaminés par ’OTA. En
d’autres termes, seul 9% de I’ensemble des produits alimentaires analysés, sont souillés par la
présence de 'OTA avec des teneurs de 1,43ng/Kg et 3,1 pg/kg notées respectivement au
niveau du poivre (en vrac de la médina) et du rhizome de gingembre. Ces concentrations sont
inférieures a la limite maximale de contamination autorisée décrite dans la catégorie
«2.2.11 : épices : ...Poivre noir et blanc et gingembre... » de 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 et qui est de = 15 pg/kg.
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Concernant 1’analyse des aflatoxines (AFBI1), les résultats trouvés ont montré une
contamination du thé et de tous les types de condiments ¢tudiés et dont les teneurs en AFB1
variaient de 0,004 pg/kg a 3,25 ng/kg. Toutes les concentrations détectées sont au dessous de
celle qui est fixée dans la catégorie «2.1.14 : épices : ... La poudre de piment, le poivre
noir et blanc, gingembre... » de I’arrété conjoint du ministre de 1’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 et qui est de 5 pg/Kg.

Nos résultats (Tableaux IX et X) ont montré que le piment et le gingembre sont plus

contaminés en comparaison avec le poivre et le cumin :

e De 1,28 pg/kg a 3,25 ng/kg et de 0,73 pg/kg a 1,73 pg/kg respectivement dans les

¢chantillons de piment et de gingembre analysés,

e De 0,03 pg/kg a 0,07 ng/kg et de 0,12 pg/kg a 0,16 pg/kg respectivement dans les

¢échantillons de cumin et de poivre.

Ces résultats concordent avec ceux rapportés par et par Tantaoui et al.,!"*"! et par Zineddine et

al., (2007)!86]

Dans une étude effectuée par Zineddine et al., (2007) sur I’incidence des aflatoxines dans les
¢chantillons d’épices commercialisées au Maroc, les résultats ont montré une contamination

avec des niveaux variant respectivement :

e De 0,5 a 4,70 pg/kg et de 0,03 a 3,5 pg/kg dans les échantillons de piment et de

gingembre analysé€s,

e De 0,01 20,08 pg/kg et de 0,03 a 0,3 pg/kg dans les échantillons de cumin et de poivre

analysés.!"*l

La recherche des aflatoxines et d’ochratoxine A dans nos échantillons s'est révélée

négative, car elle a permis de détecter de faibles quantités en AFB1 et en OTA.
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IV. CONCLUSION

Tout au long de la chaine alimentaire, depuis le champ jusqu’a I’assiette du consommateur ou
la mangeoire de ’animal, des moisissures sont susceptibles de se développer et de produire
des toxines si les conditions écologiques, notamment 1’humidité et la température, lui sont
favorables. La contamination des aliments ou des graines peut avoir lieu avant ou pendant le
stockage. La plupart des moisissures toxiques poussent sur 1’aliment, diffusent dans la masse

de ’aliment et élaborent des mycotoxines.

Ce travail de recherche est une étude de la contamination de 22 échantillons de différentes
denrées alimentaires par les moisissures, et de leurs mycotoxines associées, notamment les
aflatoxines (B1/B2/G1/G2) et ’ochratoxine A. Dans nos essais, nous avons utilis¢ des
¢chantillons commercialisés dans différents point de vente la ville de Rabat-Maroc, sur
lesquels notre étude mycologique a détecté une contamination totale par les moisissures de
stockage Aspergillus, Penicillium. L’¢étude quantitative des mycotoxines par LCMSMS nous
a permis, de mettre en exergue des concentrations conformes aux normes réglementaires

fixées par la législation marocaine pour 'OTA et les AFB1.

Cette contamination a lieu du fait de 1’absence de contréles de routine par les autorités
compétences et de I’absence des standards de qualité et de sécurité sanitaire des aliments, de
I’absence des bonnes pratiques de production, dans les unités industrielles marocaines et les
unités d’importation pour le contrdle de la croissance des moisissures et la production des

mycotoxines pendant les périodes de récolte, de distribution et de stockage.

Finalement, un programme de surveillance des mycotoxines doit étre une priorité nationale
pour assurer la protection des consommateurs généralement inconscients des effets néfastes

provoqués a long terme par ces substances.
En perspectives il serait intéressant de:

* Poursuive les travaux puis étudier la toxicogenese des souches isolées avec des quantités

d’échantillon plus importantes;
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» D’¢largir la gamme des aliments a analyser (produits a base de mais, céréales, riz, produits
destinés aux enfants et aux bébés, lait en poudre, lait pasteuris€, boissons...) et de rechercher
d’autres mycotoxines (celles du Fusarium par exemple) pour mettre a jour les connaissances

en matiere de contamination des aliments marocains par les mycotoxines ;
* Déterminer la dose de prise journaliére d’autres aliments consommés ;

* Mettre en place le bilan de connaissances sur la contamination des produits agricoles
marocains par les mycotoxines et renforcer le contréle de ces produits au niveau national.
Ceci nous permettrait de rassembler des données pour I’information et la sensibilisation les
autorités nationales, ainsi que les producteurs (agriculteurs, industriels...) et les

organisations civiles de défense des droits des consommateurs ;

* Les résultats obtenus constitueront une base de données qui servira au lancement d’un projet
national pour la réglementation des mycotoxines dans les aliments et la protection du
consommateur nigérien et étranger a d’éventuels effets toxiques chroniques associés aux

mycotoxines ;

« Etudier le degré d'exposition de la population marocaine aux mycotoxines en analysant ces
toxines dans les produits biologiques en particulier dans le sérum et dans le lait maternel

d'une population cible (population a fort taux de cancer).
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V. RESUMES

RESUME

Titre: Etude de la contamination fongique alimentaire et mycotoxines

Auteur: Noufissa Aloui

Mots clés: Contamination fongique — Denrées alimentaires — Aspergillus - Mycotoxines —
LC-MSMS

Les moisissures sont des contaminants fréquents de nombreux substrats végétaux ainsi que de certains
produits d’origine animale. Leur présence conduit souvent a 1’altération des produits alimentaires en
conduisant a I’accumulation des métabolites secondaires toxiques : les mycotoxines. La toxicité de ces
mycotoxines est variable, certaines sont hépatotoxiques (aflatoxines), néphrotoxiques (ochratoxine A),
d’autres se révélent oestrogéniques (zéaralénone), immunotoxiques (patuline, trichothécénes,

fumonisines), ou neurotoxiques, liée a une ingestion répétée de faibles doses.

Dans ce travail nous avons étudié la contamination par les mycotoxines de certains aliments
commercialisés au Maroc. Pour cela, un total de 22 échantillons : 13 échantillons d'épices, 7
¢chantillons de café, 1 échantillon de Thé et 1 échantillon de poudre de chocolat, ont été prélevés dans

différents points de vente de la ville de Rabat.

L’étude mycologique de ces échantillons a montré un grand nombre de contaminants fongiques, 100%
de contamination de nos échantillons (poly ou monocontaminés). Parmi ceux-ci, on dénote la présence
des principaux genres incriminés dans la production de mycotoxines : Aspergillus.spp (77%), et
Penicillium.spp (18%), Mucorale (90%). Le dosage des mycotoxines est réalisé¢ par LC-MSMS. Les
résultats ont montré une variation des teneurs au niveau de I’aflatoxine B1 et de I’ochratoxine A, sans

avoir dépassé les limites maximales fixées par la législation marocaine.

La prévention de la contamination des matiéres premicres et du développement des moisissures
implique le respect des bonnes pratiques culturales et des conditions de stockage des produits
alimentaires. La gestion du risque, du ressort des pouvoirs publics, se traduit par la mise en place
d’une législation au niveau national organisant des plans de surveillance de tous les maillons de la

chaine alimentaire .



SUMMARY

Title: Study of fungal contamination and mycotoxins
Author: Noufissa Aloui

Key words: Fungal contamination-Foodstuffs—Aspergillus—Mycotoxins—LC-MSMS

Molds are common contaminants of a wide variety of vegetal and animal derived foods. Their
presence often leads the alteration of food products leading to the accumulation of toxic secondary
metabolites: Mycotoxins. Their chemical characteristics give them a great stability wich is at the
origin of their transfer in the human food chain. The toxicity of mycotoxins varies, ranging from
hepatotoxic effects (aflatoxins), nephraotoxic (ochratoxin A) to estrogenic (zearalenone),
immunotoxic (patuline, trichothecenes, fumonisins), and neurotoxic effects linked to repeated

ingestion of law doses...

In this work, the contamination of Moroccan foodstuffs with mycotoxins was studied. A total of 22
samples: 13 samples of spices, 7 samples of coffee, 1 sample of tea and 1 sample of chocolate, were

purchased from different popular markets of Rabat.

Mycological study of 22 of these samples showed a large number of fungal contaminants resulting in a
100% contamination of all our samples Among them, it indicates the presence of the principal genus
implicated in the production of mycotoxins: Aspergillus spp (77% Penicillium spp (18%), and Mucor
(90%). Detection of mycotoxins is performed by LC-MSMS. The results showed a variation in levels
of aflatoxin Bl and ochratoxin A, without exceeding the maximum limits set by Moroccan

regulations.

The prevention of contamination of raw materials and the development of molds implies respect for
good farming practices and storage conditions for food products. Risk management is the
responsibility of governments, which must ensure national legislation that organizes monitoring plans

for all parts of the food chain, from production to distribution, as well as food processing and storage.

It is important to continue research activities to improve our knowledge and sensitize the Moroccan

population to the toxicity of mycotoxins.
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