Recherche d’un miliev synthétique pour la croissance
et la toxicogenése des Aspergillus du groupe flavus

par J. JACQUET et A. TANTAOUI-ELARAKI

L’un des problémes pratiques, bien qu’il sous-entende des connais-
sances théoriques, et qui se pose constamment aux microbiologistes,
est 'obtention des meilleures cultures possibles. Avec les espéces
toxicogénes, il faut ajouter la production maximale du poison. Et,
les conditions idéales de 'un et I’autre phénoméne ne sont pas forcé-
ment les mémes.

En 1967, avec BouTiBONNES (5), nous avions abordé le cas des
Aspergillus flavus. I1 nous a paru utile de développer cette question
qui n’avait été, a I'époque, explorée que sommairement, d’autant
plus que de trés nombreux travaux y ont été consacrés, par ailleurs.

Une grande variété de milieux naturels ou semisynthétiques ont
été essayés avec des succés divers ; mais, leur nature complexe et
mal définie rend impossible I'étude du réle exact de tel ou tel
composant. On a donc tenté, parallélement, la mise au point de
milieux entiérement synthétiques déja utilisés antérieurement
pour d’autres objets (5, 6, 8, 12, 15, 18), ou nouvellement préparés
dans le but précis, cette fois, de favoriser la toxicogenése des
Aspergillus (1,5, 7, 8,9, 12, 13, 15, 17, 18). Mais, de ’avis méme des
auteurs, la plupart n’atteignent pas le pouvoir inducteur des repré-
sentants des premiers groupes, ou ne le dépassent pas, les deux
mélanges que nous avions constitués (5) se rangeant dans cette
catégorie. Depuis, nous avons employé les mélanges lait-Czapeck,
et surtout lait-créme, qui nous ont permis d’obtenir jusqu'a 2 g
par 1 de toxique, avec une souche particuliérement bonne produc-
trice, le record étant tenu par le lait de coco surlequel ARSECULE-
RATNIE et coll. (3) ont pu avoir jusqu’a 8 g par 1 d’aflatoxine. Mais,
le potentiel génétique de la souche utilisée intervient fortement et
nous n’avons, avec ce produit, jamais pu constater de telles teneurs.
Le milieu de REppY et coll. (17), permet, de son c6té, une production,
appréciable.
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Nos efforts actuels ont porté, d’abord, sur une tentative analy-
tique pour connaitre les effets de différentes substances, ensuite
sur une réalisation synthétique. Accessoirement, dans une perspec-
tive d’utilisation nouvelle du lactosérum de fromagerie comme
milieu de culture général, nous avons regardé son comportement a
I'égard des Aspergillus. C’est par ce point que nous commencerons.

I. — SOUCHES UTILISEES

Le tableau joint donne les origines et les caractéristiques de pro-
duction de flavacoumarine B,, sur trois milieux différents, des
souches dont nous nous sommes servis dans notre étude.

Pouvoir toxicogéne :

Désignation Origine teneur en aflatoxine ﬁdtlillliig
en mg par |
1 Souche Batista (collection) 0 1
2 Carottes moisies (France) 41,60 1
3 Pain (Casablanca Maroc) 0,26 1
4 Pain (Casablanca Maroc) 0,26 1
5 Orge (Maroc) 65 2
6 Mais (Maroc) 260 2
7 Feéves (Maroc) 260 2
8 Coriandre (Maroc) 260 2
9 Coriandre (Maroc) 78 3
10 Paprika (Maroc) 0,52 3
1 Arachides de Bamako (Mali) 10,40 1
12 Terre (Fort L.amy, Tchad) 0,26 (4) 1
13 Blé (Farcha : Tchad) 13 1
1% Terres (Algérie) 26 3
15 — — 13 3
16 — — 26 3
17 — — 52 3
IR — — 13 3
19 — . 1,30 3
20 — —- 78 3
21 — - 260 3
2 — — 0,52 3
23 — — 52 3

3
(%)

. sur milieu constitué de lait enticr : Czapeck-Dox (4 : 1, v : v).
: sur solution saline de Czareck contenant 100 g de saccharose et 20 g d’extraits de

levures Difco par 1.

: sur lait entier enrichi de créme fraiche (20 g de créme pour 100 ml de lait).

Cette souche seule parmi celles indiquées sur le tableau joint, formait un mélange

des difuranocoumarines B, et G,, les autres ne formant que de la flavacoumarine B,.
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II. — TENTATIVE D’EMPLOI DU LACTOSERUM DE FROMAGERIE
APRES HYDROLYSE DU LACTOSE

L’ensemencement est fait en flacons d’ERLENMEYER renfer-
mant, soit, du lactosérum stérile, soit, du lactosérum dont le lactose
a été hydrolysé par la B-galactosidase extraite de Saccharomyces
lactis. Les A. flavus utilisant mal le lactose, on pouvait espérer
obtenir une meilleure croissance aprés remplacement du sucre
de lait par le mélange glucose-galactose. En fait, & 20 °C, la plupart
des mycéliums poussent assez mal dans les premiers jours, le déve-
loppement s’accélérant beaucoup vers le 10¢ jour, puis, tendant a se
ralentir ensuite. Les différences entre les deux milieux sont assez
faibles, mais, en faveur du produit délactosé. Avec d’autres espéces
(Penicillium pulverulentum, Mucor hiemalis et Geotrichum candidum),
les différences sont beaucoup plus nettes.

Notons, au passage, que beaucoup de bactéries ont des croissances
considérablement améliorées sur ce sous-produit aprés hydrolyse
du lactose.

II1I. — CROISSANCE MAXIMALE DES ASPERGILLUS FLAVUS

Nous avons, au milieu classique de CzaPEck-Dox, fait des adjonc-
tions et des substitutions, a I’aide de 27 glucides ou polyalcools (aux
concentrations de 1 p. 100, 3 p. 100, 5 p. 100, et 10 p. 100), et
21 acides aminés, sans compter quelques sels minéraux.

En ce qui concerne les glucides, 108 compositions différentes ont
été étudiées, sur milieux distribués a raison de 10 ml dans des
Erlenmeyer de 100 ml, inoculés a raison de V gouttes d’une sus-
pension de spores dans de I’eau physiologique, contenant 0,01 p. 100
de Triton X 100. Aprés 7 jours d’incubation a la température
ambiante et pesée du mycélium obtenu, sur les souches 1, 3, 4, 11,
12 et 13, les résultats ont été les suivants :

— le meilleur glucide est, sans conteste, le glycogéne. Puis
viennent I’amidon soluble, le mannose, le maltose, le cellobiose,
ensuite, le fructose, le saccharose, enfin, proches des glucides, le
sorbitol et I'inositol.

Le lactose convient mal, ce qui confirme MATELES et ApYE (14),
Davis et coll. (7), et correspond a nos essais du paragraphe II.

De différents sels organiques de sodium (citrate, tartrate, pyru-
vate, acétate, hippurate), seul, le dernier permet une faible crois-
sance.
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F16. 2. — Action de différents glucides et alcools,
dans le milieu Czareck-Dox, sur la croissance des Aspergillus flavus.

Les courbes de croissance (poids du mycélium sec en fonction
de la concentration) présentent 3 types différents (fig. 2) :

a) courbe croissante pour les teneurs de 1 a 5 p. 100 et décrois-
sante de 5 a 10 p. 100 : xylose, glycérol, hippurate de sodium,

b) courbe croissante de 1 a 3 p. 100, décroissante de 3 a 5 p. 100
et a nouveau croissante entre 5 et 10 p. 100 : inositol, raffinose et
arabinose,

¢) courbe réguliérement croissante de 1 a 10 p. 100 : les autres
glucides, avec, en téte, le glycogene.

Parmi les acides aminés et dérivés, essayés avec les souches 2 et 11,
certains ne donnent qu'un développement moyen ne épassant
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pas celui du milieu témoin, constitué de Czapeck-Dox sans nitrate
de sodium : alanine, valine, thréonine, lysine, cystéine, cystine et
histidine. Pour d’autres, I’effet dépend étroitement de la concen-
tration, ce qui explique beaucoup de divergences dans les résultats
des uns et des autres : le glycocolle, la leucine, la méthionine et la
proline, font former une plus grande quantité de mycélium a
5 p. 1.000 qu’a 3 p. 1.000. Au contraire, ’arginine et le tryptophane
sont meilleurs a 3 p. 1.000. Mais, c’est la sérine, la tyrosine, la
glutamine et l'asparagine qui favorisent le mieux la production
du thalle.

IV. — PRODUCTION MAXIMALE DE FLAVACOUMARINE

a) Rdle inducteur direct.

Dans un premier temps, nous avons cherché les substances qui,
ajoutées a un milieu jamais inducteur par lui-méme de la toxico-
genése (milieu de Czapeck-Dox sans sucre) pouvaient le rendre
actif. 5 souches toxicogénes étaient utilisies dans cette étude :
les souches 3, 4, 11, 12 et 13. Aucune des 108 combinaisons de glu-
cides étudiées précédemment n’est efficace. Donc, aucune de ces
sources de carbone n’a d’effet sur la synthése de I’aflatoxine.

De méme, peu d’amino-acides induisent directement la toxico-
genése ; sont actifs, seulement, le glycocolle, I'acide aspartique,
la proline, le tryptophane. La phénylalamine et la tyrosine ont un
effet trés faible, sinon douteux.

Les protéines plus complexes, telles que la trypticase et la pep-
tone pancréatique de fibrine, les extraits de levure, sont bien
meilleurs. L’hémoglobine a 5 p. 100 et la mucine a 3 p. 100 agissent,
quoique faiblement. L’urée, I'acide nucléique de levures, la gélatine,
la protéose peptone n° 3 de DiFco, n’ont aucune action.

Nous confirmons, en revanche, ’effet considérable de 1'ion Zn
(2, 7, 13, 14, 16) a I'une quelconque des concentrations de 0,4-0,8
ou 2 parties par million (*).

b) Rdle favorisant dans un milieu déja inducteur.

Dans un milieu déja inducteur par lui-méme, de nombreux fac-
teurs peuvent avoir un réle adjuvant, parfois trés puissant, pour
aboutir a un ensemble plus dynamique que tel ou tel composant
pris isolément.

(*) ppm.
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Nous avons ajouté a un milieu actif (solution saline de CzaPEck-
Dox enrichie de 2 p. 100 d’extraits de levure) les différentes sources
de carbone précitées au taux de 10 p. 100. Dans un tri préliminaire,
a 'aide des souches 2 et 11, nous les avons réparties en 4 catégories :

1) glucides qui favorisent la toxicogénése, faisant fabriquer au
moins 10 fois plus de toxique qu’en leur absence : xylose, glucose,
mannose, fructose, saccharose, maltose et raffinose.

Avec les souches 5, 6, 7 et 8, nous avons classé, ensuite, ces subs-
tances entre elles : le mannose excite 187 fois plus la synthése de la
flavacoumarine que le témoin, le saccharose 150 fois, le glucose
112 fois, le maltose 92 fois, le fructose 57 fois, le raffinose 41 fois
et le xylose 7 fois.

Les résultats démontrent, encore une fois, que les phénoménes de
croissance et de toxicogenése sont bien dissociés, ce qui s’explique
trés bien dans le cas des A. flavus, la production du toxique commen-
cant lors de I’apparition des conidies.

Paralléelement, au milieu de Czapeck-Dox, dépourvu de nitrate
de soude (puisque nous recherchons I'effet des formes de I'azote)
et additionné de sulfate de zinc (3 1 ppm de zinc), nous avons
ajouté différents acides aminés au taux de 5 p. 1.000. Nous retrou-
vons I'activité des corps déja cités au paragraphe précédent (IV, a)
D’autres doivent étre mis sur la liste des substances efficaces, alors
qu’ils n’agissaient pas du tout en I’absence du zinc. Ce sont I’acide
glutamique, I’arginine, la glutamine, I'asparagine. Et, ce dernier
corps est le plus remarquable de tous.

2) sources de carbone qui semblent n’avoir aucun effet sur la
toxicogeneése, ou qui la favorisent trés peu : arabinose, galactose,
cellobiose, tréhalose, lactose, amidon soluble, glycogéne, glycérol et
sorbitol. :

3) glucides qui provoquent une légére inhibition, donnant moins
d’aflatoxine que le témoin : inuline.

4) sources de carbone qui inhibent totalement la toxicogénése :
rhamnose, mannitol, dulcitol et inositol.

Bien entendu, ce sont les combinaisons de plusieurs effets qui se
montrent supérieures :

— pour les oligo-éléments, dans la solution de Czapeck-Dox,
contenant 10 p. 100 de saccharose, 5 p. 1.000 d’asparagine et 1 ppm
de zine, nous introduisons d’autres ions a raison de 1 ppm égale-
ment. Avec les souches 6, 7 et 8, le manganése, et surtout le cobalt,
activent la synthése de I'aflatoxine. Le baryum et le cuivre ont
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un effet inhibiteur et le colbalt, le cuivre et le manganeése rassemblés
ralentissent la formation du dérivé coumarinique ;

— pour la réunion des sources de carbone et d’azote, et avec les
mémes moisissures, les mélanges les plus intéressants ont été le
couple saccharose-asparagine, suivi par le mannose-glycocolle et
le mannose-arginine.

Compte tenu des résultats ci-dessus, nous proposons ’emploi du
milieu, trés favorable a I'aflatoxicogenése des Aspergillus :

Saccharose ................... 100 g
Asparagine ................... 5 g
Nitrate de sodium ............ 3 g
Phosphate bipotassique ........ 1 g
Sulfate de magnésium.......... 0,5 g
Chlorure de potassium ......... 0,5 g
Sulfate de fer hydraté, 7 H,O . . .. 0,01 ¢
Sulfatede zinc ............... 0,0025 g
Nitrate de cobalt ............. 0,000 3 g
Eau . couinvnicisaean s anasane 1.000 g

12 souches toxicogénes d’A. flavus (9, 11, et 14 a 23) ont été
ensemencées comparativement sur ce milieu, sur celui de REppy et
coll. (17) et sur le mélange lait entier homogénéisé enrichi de créme
fraiche (20 g pour 100 ml de lait) (10). La culture est effectuée en
tubes roulants (5 ml de milieu par tube) a 22-23 °C, procédé rapide
dont BouTiBONNES a, précédemment montré I'intérét (4). Les pro-
portions de flavacoumarine obtenues sont respectivement de
10,59-37,54 pour les préparations anciennes et 100 pour la nouvelle.

V. — DiscussSION ET CONCLUSIONS

Aprés une expérience de plusieurs années et I'étude de prés de
1.000 clones d’Aspergillus flavus et A. parasiticus (11), nous confir-
mons certaines des notions mises en évidence dés 1967 :

— il y a des souches qui sont, génétiquement, toxicogénes, et
d’autres qui ne le sont jamais ; mais, les premiéres ne révéleront
leur pouvoir qu’en présence d’un substrat inducteur ;

— les composants qui favorisent le plus la croissance ne sont pas
forcément les meilleurs pour I’expression de la toxicogenese.
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Nous proposons un milieu synthétique comme propre, dans la
majorité des cas, a faire produire le plus d’aflatoxine possible. 11
n’est stirement ni parfait, ni définitif, car il faut tenir compte de la
variabilité de succés des substrats inducteurs d’une souche a ’autre :
pour le zinc, par exemple, c’est la concentration de 0,8 ppm qui
est la plus favorable pour la souche n° 11, aussi bien pour la sporu-
lation que la toxicogenése et la formation du pigment. Au contraire,
la souche n® 2 s’accommode beaucoup mieux de 2 ppm. De méme,
le couple saccharose-asparagine est nettement supérieur pour la
plupart des souches, mais une souche (n° 5) produit, cependant,
plus d’aflatoxine avec le mannose-glycocolle et le saccharose-
arginine. Il y a donc lieu de poursuivre encore les recherches. De
toutes facons, on ne peut pas parler d’un pouvoir toxicogéne «en
soi » : il ne peut étre compris qu’en fonction d’un milieu donné. Et
encore, la variabilité possible de I'inoculum, puisque nous avons
montré la répartition gaussienne de potentiel toxicogéne des clones
issus de cultures monospores (11), doit encore intervenir.

Laboratoire de Microbiologie et
Institut du Lait, des Viandes et de la Nutrition.
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