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Résumé

Les moisissures sont des contaminants fréquents de nombreux substrats végétaux et de
certains produits d’origine animale. Leur présence peut améliorer les qualités organoleptiques
du produit ou, au contraire, I’altérer et conduire a I’accumulation de métabolites secondaires
toxiques : les mycotoxines.

L’objectif de ce travail a été de caractériser la flore fongique de différents substrats (céréales
et produits de salaison) et d’étudier le potentiel toxinogene des souches isolées afin d’évaluer
le risque mycotoxicologique associé a la consommation de ces aliments.

Nous avons aussi caractérisé les conditions optimales de production de certaines mycotoxines.
L’objectif était double : les comparer avec les conditions naturelles et déterminer les
parametres nécessaires a la production de grandes quantités de toxines partiellement purifiées.
Ce dernier point est un préalable nécessaire a I’étude de I’impact de ces contaminants sur la

santé animale et la qualité des produits d’origine animale.

Summary

Moulds are common contaminants of a wide variety of vegetal and animal derived foods.
Their presence can improve organoleptic properties or, contrary, lead to food spoilage and
accumulation of toxic compounds: mycotoxins.

The aim of this study was to characterize the fungal flora of several substrates (cereals and
dry cured meat products) and to determine the toxigenic potential of isolated strains in order
to appreciate the risk associated with consumption of such food products.

We also characterized the optimal conditions for some mycotoxin production. The objectives
were double: to compare them with natural conditions and to be able to produce large
quantities of partially purified toxins. This later point is necessary to investigate effects of
these contaminants on both animal health and quality of animal derived products
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Introduction

Les moisissures représentent un groupe hétérogene de champignons microscopiques

saprophytes et, parfois parasites, caractérisés par :

la nature chimique de paroi cellulaire, riche en chitine ;

la reproduction par spores sexuées ou asexuges ;

la présence de glycogéne, comme substance de réserve ;

- I’absence de la chlorophylle.
Ce sont des organismes eucaryotes, thallophytes car I’appareil végétatif est un thalle constitué
par des filaments mycéliens a croissance apicale, dans toutes les directions a la méme vitesse.
Dépourvues de pigments assimilateurs, les moisissures sont des microorganismes
hétérotrophes dépendants d’une source de carbone organique. Globalement peu exigeants sur
les conditions environnementales du substrat, ces champignons peuvent contaminer les
milieux les plus divers comme : les céréales, les produits d’origine animale (lait, viande) mais
aussi le papier, les tissus, les matiéres organiques en décomposition, ou elles trouvent une
source de carbone et d’azote accessible.
La contamination fongique d’un substrat ou d’un aliment provoque des modifications
physiques (aspect, goQt, odeur) et des modifications chimiques (modification des qualités
nutritives). On peut distinguer deux grands types de moisissures :

Les moisissures utiles qui sont utilisées dans I’industrie pour conférer aux produits des

propriétés organoleptiques et technologiques supérieures comme le Penicillium camenberti et
Penicillium roqueforti en fromagerie, Penicillium jensenii ou nalgiovense en salaisonnerie.

Les moisissures nuisibles qui peuvent se développer sur différents substrats et entrainer une

altération des qualités nutritionnelles et diététiques des produits. Ainsi, on estime que le
développement incontrélé de micromycetes est a I’origine de la perte de 5 a 10% des récoltes
mondiales (Filtenborg et al., 1996).
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Par ailleurs, dans des conditions propices de température, humidité, pH, composition de

substrat, les moisissures peuvent synthétiser des métabolites secondaires toxiques: les

mycotoxines.

Parmi la centaine de mycotoxines identifiées a I’heure actuelle, une trentaine sont

véritablement importantes pour la santé humaine et animale a cause de leur fréquence ou de

leur toxicité (Bennett et Klich, 2003). Les toxines majeures (Tableau 1) sont produites par des

souches fongiques appartenant aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium (AFSSA,

2006).

Tableau 1 : Principales mycotoxines et espéces fongiques productrices.

Mycotoxines

| Principales moisissures productrices

Mycotoxines réglementées ou en cours de réglementation

Aflatoxines B1, B2, G1, G2

Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nomius

Ochratoxine A

Penicillium verrucosum
Aspergillus ochraceus, A. carbonarius

Patuline

Penicillium expansum, Aspergillus clavatus
Byssochlamys nivea

Fumonisines B1, B2, B3

Fusarium verticillioides, F. proliferatum

Trichothécénes (DON)

Fusarium graminearum, F. culmorum, F.
crookwellense, F. sporotrichioides, F. poae, F.
tricinctum, F. acuminatum

Zéaralénone

Fusarium graminearum, F. culmorum, F.
crookwellense.

Alcaloides d’ergot (dit ergot du seigle)

Claviceps purpurea, C. paspali, C. africana

Autres mycotoxines

Citrinine

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

Toxines d’Alternaria (alternariol,
alternariol méthyl éther...)

Alternaria alternata, Alternaria solani

Acide cyclopiazonique

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

Stérigmatocystine

Aspergillus nidulans, A. versicolor, A. flavus

Sporidesmines

Pithomyces chartarum

Stachybotryotoxines

Strachybotrys chartarum

Toxines d’endophytes
(ergovaline, lolitreme B)

Neotyphodium coenophialum, N. lolii

Phomopsines

Phomopsis leptostromiformis

Toxines tremorgenes

Penicillium roquefortii, P. crustosum, P.
puberrelum
Aspergillus clavatus, A. fumigatus

Toutefois, il n’existe pas de relation directe entre espece fongique et mycotoxine. En effet,

une molécule peut-étre produite par plusieurs espéces fongiques et, au sein d’une espéce

13



toxinogéne, toutes les souches n’ont pas forcément la capacité a produire la (les)
mycotoxine(s) (Castegnaro et Pfohl-Leszkovicz, 2002). Par conséquent, I’évaluation du risque
lie a la contamination fongique des aliments de I’homme et des animaux nécessite, d’une part
d’identifier les especes susceptibles de contaminer ce substrat et de déterminer si, dans les
conditions de préparation, les conditions environnementales peuvent entrainer la synthése et
I’accumulation de toxines dans I’aliment. Ces travaux sont un préalable néecessaire a
I’établissement de plans de contrbles mycotoxiques pertinents, prenant en considération les

particularités des différents aliments.

L’ objectif de ce travail a donc étée de caractériser la flore fongique de différents types
d’aliments d’origine végétale et animale, de caractériser le potentiel toxinogene des souches
fongiques isolées et de caractériser les conditions optimales de production de certaines

mycotoxines.
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L_es moisissures :

conditions de développement et de toxinogénese

1- Identification et classement des moisissures

Les champignons, ou les mycétes, sont des organismes eucaryotes uni- ou pluricellulaires,
incluant des especes macroscopiques (macromycetes) et d’autres microscopiques
(micromycetes) d’aspect filamenteux ou lévuriforme. Ces derniers peuvent devenir visibles
lorsque leur développement est important. Ces champignons sont appelés couramment
« moisissures », Véritables agglomérats de filaments mycéliens et d’organes fructiferes
capables de coloniser des substrats trés divers (végétaux, papier, cuir, murs....).ll s’agit
d’organismes hétérotrophes (nécessitant une source de carbone et d’azote pour leur
développement) et ubiquistes.

Une caractéristique majeure des champignons est leur mode de reproduction ; ils produisent
un grand nombre de spores, ce qui leur assure un pouvoir de contamination considérable. Les
spores sont issues de plusieurs modalités de reproduction sexuée ou asexuée qui représentent

le principal critére de leur classification.

1.1- Identification des moisissures

L’identification des tres nombreuses espéces fongiques susceptibles de coloniser les aliments
et d’en altérer les qualités, voire de produire des mycotoxines est une étape indispensable a
I’évaluation du risque mycotoxique.

Cette identification a pendant longtemps été exclusivement basée sur I’observation des
caractéres culturaux et morphologiques de I’espéce. Les progrés récents de la biologie
moléculaire ont permis de proposer des outils d’aide a I’identification. Toutefois, la
complexité du regne fongique fait, qu’a I’heure actuelle, ces outils ne peuvent pas encore

remplacer complétement I’examen morphologique, qui reste la base de I’identification.

16



1.1.1- Identification morphologique

L’identification d’une espéce fongique repose sur I’analyse de criteres culturaux (température
et vitesse de croissance, milieux favorables) et morphologiques. Ces derniers sont constitués
des parametres macroscopiques (aspect des colonies, de leur revers) et microscopique (aspect
du mycelium, des spores, des phialides, des conidiophores,...) (Cahagnier et Richard-Molard,
1998).

1.1.1.1- Criteres d’identification macroscopique

L aspect des colonies représente un critére d’identification. Les champignons filamenteux

forment des colonies duveteuses, laineuses, cotonneuses, veloutées, poudreuses ou
granuleuses ; parfois certaines colonies peuvent avoir une apparence glabre (I’absence ou

pauvreté du mycelium aérien).

Le relief des colonies: il peut étre plat ou plissé et la consistance des colonies peut étre

variable (molle, friable, élastique ou dure).

La taille des colonies: Elle peut-étre trés variable en fonction des genres fongiques : petites
colonies (Cladosporium) ou au contraire, colonies étendues, envahissantes (Mucor,

Rhizopus).

La couleur des colonies est un élément trés important d’identification ; les couleurs les plus

fréquentes sont le blanc, le créeme, le jaune, I’orange, le rouge allant jusqu’au violet ou le
bleue, le vert, le brun allant jusqu’au noir. Les pigments peuvent étre localisés au niveau du

mycelium (Aspergillus, Penicillium) ou diffuser dans le milieu de culture (Fusarium).

Les structures de fructification: la présence ou I’absence, au centre de la colonie, des

structures de fructification sexuée (cléistotheces) ou asexuée (pycnides) est aussi un élément
important de diagnose (Botton et al., 1990).

17



1.1.1.2- Criteres d’identification microscopique

L’examen microscopique d’une colonie fongique se fait aprés réalisation d’un étalement entre
lame et lamelle et coloration de la préparation au Bleu Cotton. Généralement, un examen a
I’objectif 40 est suffisant pour mettre en évidence la plupart des éléments importants de
diagnose (Cahagnier et Richard-Mollard, 1998).

Le thalle : tous les champignons possédent un appareil végétatif constitué de filaments
(hyphes) qui, ensemble, forment le thalle filamenteux ou le mycélium ; le thalle peut étre
siphoné ou septé :

- Le thalle siphoné, constitué d’éléments tubulaires peu ou pas ramifié, de diamétre large et
irregulier (5-15 um), non cloisonné est caractéristique des Zygomycétes ;

- Le thalle septé ou cloisonné, constitué de filaments de diamétre étroit (2-5 pm) et régulier,
divisé par des cloisons en articles uni ou pluricellulaires est caractéristique des Ascomycetes,

Basidiomycetes et Deutéromycétes (Badillet et al., 1987).

Les spores
Les spores qui sont le produit de la reproduction asexuée peuvent étre endogenes ou

exogenes :

- Les spores endogenes (endospores) sont produites a I’intérieur d’un sac fermé (sporange),
porté par un filament spécialisé (sporangiophore). Ces spores, que I’on observe par exemple
chez les Mucorales, sont libérées par le déchirement de la paroi de sporange a maturité.

- Les spores exogenes (conidies), retrouvées chez les Ascomycétes, Basidiomycetes et
Deutéromyceétes, sont formées par bourgeonnement a partir d’une cellule spécialisé (cellule
conidiogene).

L’examen des spores et de leur organisation est une étape importante de I’identification

fongique (Campbell et al., 1996).

Aspect des spores

D’apres la forme et les modalités de septation, on distingue 5 groupes de spores

1) les amérospores : spores unicellulaires de petite taille (Penicillium,
Aspergillus)
2) les didymospores : spores bicellulaires (Trichothecium) ;
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3) les phragmospores: spores pluricellulaires & cloisons transversales

(Curvularia) ;

4) les dictyospores : spores pluricellulaires a cloisons transversales et

longitudinales (Alternaria) ;
5) les scolécospores: spores étroites, effilées, souvent incurvées et

cloisonnées transversalement (Fusarium).

Modes de formation des conidies

Le mode thallique : la formation des spores s’effectue a partir d’éléments préexistants du
thalle. On en distingue deux variantes principales :
- le type thallique solitaire, ex: Chrysosporium

- le type thallique arthrique, ex: Geotrichum

Le mode blastique : les spores sont formées par bourgeonnement a partir de cellules
conidiogenes différenciées ou pas, puis une cloison se forme a I’émergence de bourgeon et la
cellule fille (la spore) se sépare de la cellule mere. On en distingue plusieurs variantes :

- le type blastique acropete, ex: Cladosporium, Alternaria

- le type blastique sinchrone, ex: Botrytis

- le type blastique sympodial, ex: Beauveria
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Figure 1. Modes de formation des conidies
1. Formation thallique : a : solitaire (Chrysogenum), b : arthritique (Geotrichum)
2. Formation blastique : c : acropéte (Cladosporium), d : sinchrone (Botrytis), e : sympodial
(Beauveria), f: regressif (Trichothecium), g: annelidique (Scopulariopsis), h:
phialidique (Penicillium), i : poric (Curvularia).
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- le type blastique régressif, ex: Trichothecium
- le type blastique percurrent (annellidique), ex : Scopulariopsis
- le type blastique phialidique, ex: Aspergillus, Penicillium

- le type blastique porique, ex: Alternaria, Curvularia (Figure 1) (Botton et al., 1990).

Mode de groupement des conidies

Les conidies sont, en général, regroupées a I’extrémité de la cellule conidiogene.
L’organisation de ce regroupement est aussi un facteur d’identification. Les principaux types
sont :

- grappes, ex. Beauveria, Trichothecium

- masse, ex. Botrytis

- tétes ou balles, ex. Acremonium, Trichoderma

- chaines basipétes, ex. Scopulariopsis, Aspergillus, Penicillium

- chaines acropetes, ex. Cladosporium, Alternaria (Figure 2) (Botton et al., 1990).

Figure 2. Modes de groupement des conidies des champignons filamenteux
1. grappes (Beauveria), 2. masses (Botrytis), 3. tétes (Acremonium),
4. chaines basipetes (Aspergillus), 5. chaines acropétes (Alternaria).

Mode d’implantation des cellules conidiogenes

Les cellules conidiogenes peuvent naitre de structures plus ou moins élaborées issues du
mycelium vegétatif. Ceci est utilisé pour I’identification de genres et d’especes (de Hoog et
Guarro, 1995).



Les cellules conidiogénes non différenciées sont intégrées dans les hyphes, intercalaires ou
situées dans une position terminale (ex : Aureobasidium).
Les cellules conidiogénes sont différenciées. Elles peuvent alors étre :
- directement insérées sur les filaments végétatifs (ex : Acremonium, Fusarium) ;
- bien distinctes des filaments végétatifs, portées par des conidiophores dispersés sur le
thalle végétatif :
a) regroupées a I’extrémité dilatée du conidiophore, formant une téte (ex:
Aspergillus) ;
b) regroupées en verticille au sommet du conidiophore, formant un pinceau (ex :
Penicillium) ;
c) disposées en verticille le long du conidiophore (ex : Verticillium) ;
- bien distinctes des filaments végétatifs, portées par des conidiophores groupés :
- conidiophores disposeés parallélement les uns aux autres, agrégés en une gerbe sporifére
nommeée corémie (ex : Graphium) ;

- conidiophores agregés en coussinets superficiels nommeé sporodochie (ex : Myrothecium).

Présence de structures protectrices issues de la reproduction asexuée ou sexuée

Les structures protectrices issues de la reproduction asexuée sont les pycnides et les
acervules :

- Les pycnides sont des nodules mycéliens, creux, composés d’une paroi épaisse
formée par un feutrage compact de filaments mycéliens. La face interne de la paroi est
tapissée des conidiophores produisant des conidies qui sont libérées a maturité par I’ostiole
(Phoma).

- Les acervules sont des agrégats de filaments mycéliens enchevétrés, solidement
attachés sur un végétal délimitant une cavité avec une ouverture. A I’intérieur, on retrouve

une assise de conidiophores produisant les conidies.

Sur les milieux de culture seules les pycnides sont visibles, les acervules ne se formant que

dans les tissus de I’hote végétal (de Hoog et Guarro, 1995).

Les structures protectrices issues de la reproduction sexuée peuvent étre observees chez les
Ascomycetes ; I’ascocarpe, qui protége I’asque peut étre de plusieurs types:
a) les apothecies : I’ascocarpe est ouvert, en forme de coupe, portant les asques en

surface ;
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b) les cléistotheques : I’ascocarpe est arrondi et lisse ; il n’y a pas de réseaux mycéliens
péripheriques ; il est clos et sa paroi se fissure a maturité pour libérer les asques
sphériques octosporées (ex : Emericella) ;

c) les péritheces : I’ascocarpe a la forme d’une bouteille avec, a I’extrémité rétrécie, une
ouverture (ostiole) ; le périthéce renferme des asques allongés, entourés d’une paroi a
simple membrane (unituniqué) ou a deux membranes (bituniqué) et contenant chacun

8 ascospores (Chaetomium) ;

Présence des chlamydospores

Les chlamydospores sont des éléments de résistance qui sont formeés a partir du filament
mycelien ou a son extrémité. Elles ont une paroi épaisse. Contrairement aux autres spores, les
chlamydospores ne possédent pas de mécanismes de libération permettant leur dissémination
a maturité. Bien que peu spécifiques puisqu’elles se retrouvent pratiquement chez toutes les
espéces lorsque les conditions sont défavorables, elles peuvent cependant constituer une aide
dans I’identification lorsqu’elles apparaissent précocement (comme chez certaines espéces de

Fusarium).

1.1.2- Identification génétique

L'identification d'espéces fongiques est traditionnellement fondée sur les caractéristiques
culturales et morphologiques macroscopiques et microscopiques. Cette identification
nécessite donc, en général, plusieurs jours de culture (7 a 10 jours le plus souvent). La culture
sur des milieux spécifiques peut étre nécessaire pour obtenir la formation de conidies et, dans
certains cas, I’absence d’apparition de conidies rendra impossible I’identification du
mycélium. Par conséquent, de nombreuses études ont visé a développer des méthodes outils
d’identification reposant sur I’étude des acides nucléiques (ADN et ARN) et ne nécessitant
plus obligatoirement un examen morphologique (Peterson, 2006 ; Hinrikson et al., 2005 ;
Feuilhade de Chauvin, 2005 ; Jin et al., 2004 ; Reiss et al., 1998).

Les méthodes les plus intéressantes sont basées sur I’amplification par PCR (polymerase
chain reaction) de certaines régions spécifiques comme le géne codant pour la sous-unité 28S
ribosomale (région D1-D2) et des régions ITS1 et ITS2 (Hinrikson et al., 2005).
L’identification moléculaire d’espéces fongiques est, a I’heure actuelle, surtout appliquée en
mycologie médicale pour différencier les especes d’intérét. En effet, les infections fongiques
envahissantes sont de plus en plus identifiées comme cause primaire de morbidité et de
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mortalité, particulierement chez les immunodéficients (de Aguire, et al., 2004).
L’identification moléculaire peut permettre une différenciation rapide des différentes especes
d’Aspergillus ainsi que celle d'autres moisissures ou levures, pathogénes opportunistes (Dial,
2007 ; de Aguire, et al., 2004 ; Schabereiter-Gurtner et al., 2007 ; Paterson et al., 2003). Les
sondes d'oligonucléotide, dirigées vers la région ITS 2 de I'ADN ribosomal de I’Aspergillus
flavus, A. fumigatus, A. nidulans, A. niger, A. terreus, A. ustus, et A. versicolor ont permis la
différenciation de 41 isolats et n'ont donné aucune réaction faussement positive avec 33
espéces d'Acremonium, Exophiala, Candida, Fusarium, Mucor, Paecilomyces, Penicillium,
Rhizopus, ou d'autres espéces d’Aspergillus (de Aguire, et al., 2005).

Cette méthode est aussi utilisée pour différencier et identifier les moisissures responsables de
I’altération des aliments, principalement les especes de Penicillium (Boysen et al., 2000 ;
Hageskal et al., 2006).

En ce qui concerne les Fusarium, les méthodes moléculaires existantes donnent des résultats
fréeguemment peu concluants et I’examen morphologique classique semble encore une
méthode indispensable a I’identification des especes appartenant a ce genre fongique (Healy
et al., 2005).

De nombreux travaux visent aussi a utiliser les progrés de la biologie moléculaire afin de
dépister rapidement les souches fongiques toxinogénes (pour revue : Niessen, 2007).

Si a I’heure actuelle les outils de d’identification moléculaire ne semblent pas en mesure de
remplacer I’identification morphologique classique, il est probable que dans les années a
venir, ces méthodes représenteront des outils particulierement utiles pour la détection et

I’identification fongique dans les aliments.
1.2- Classement des moisissures

L’ensemble des caractéristiques morphologiques évoquées précédemment a permis le
classement des moisissures. Il s’agit d’un véritable réegne comprenant des divisions, elles-
mémes subdivisées en classes ; les classes englobent des ordres qui rassemblent des familles ;
une famille peut comprendre un ou plusieurs genres et le genre, a son tour, rassemble une ou
plusieurs especes. Chaque champignon porte un nom qui suit les régles de la nomenclature
binominale (genre et espéce) énoncées au XVI11°™ siécle par Carl von Linné.

La classification de Kwon Chung et Bennett (1992) modifiée par de Hoog et Guarro (1995)
est la plus utilisée actuellement (Figure 3). On estime a plus de 100 000 le nombre d’especes
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fongiques, plus de 1000 d’entre elles pouvant contaminer les aliments (Castegnaro et Pfohl-
Leskowicz, 2002).

Deutéromycotina

Chytridiomycotina I B asidiomycotina

/
Champignons
\

Zygomycotina l Ascomycotina

Oomycotina

Figure 3. Classification des champignons.

Les Ascomycetes

Ce groupe comprend un grand nombre d’espéces pathogenes pour I’homme et les animaux
(levures ascosporées ou champignons filamenteux comme les Aspergillus). L’appareil
vegétatif est un thalle a mycélium septé.

Les Ascomycetes présentent une structure caractéristique appelée asque, formé au cours de la
reproduction sexuée, qui renferme un nombre défini d’ascospores Ce sporocyste, globuleux,
cylindrique ou plus ou moins claviforme, avec une paroi simple ou double représente un
important critére d’identification.

Les ascospores, hyalines ou colorées, globuleuses, elliptiques, cylindriques, vermiculaires,
unicellulaires, cloisonnées transversalement ou cloisonnées transversalement et
longitudinalement, lisses ou ornementées sont utilisees aussi pour I’identification des genres
et des especes.

Souvent les asques sont produits, en grand nombre, dans des structures de fructification,
nommés ascocarpes, divisés en 3 catégories : les cléistotheques (ascocarpes globuleux, clos,
rencontrés chez Eurotium et Emericella), les périthéces (ascocarpes plus ou moins en forme
de bouteille présentant un ostiole par lequel les spores sont expulsées, rencontré chez
Chaetomium) et les apothecies (ascocarpes ouverts, en forme de coupe, portant des asques en
surface). Certains Ascomycétes présentent des asques nus (levures) ou enveloppés dans un
feutrage mycélien lache (Byssochlamys).

A cOté de cette forme sexuée, ascogene (forme parfaite ou téléomorphe), la majorité
d’Ascomyceétes se reproduisent par multiplication asexuée (forme imparfaite ou anamorphe) a
I’aide des conidies ((Botton et al., 1990 ; Sutton et al., 1998).
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Les Ascomycetes ont une grande importance économique. Certaines espéces sont des agents
de biodégradation des substrats cellulosiques. Les Ascomycétes sont souvent retrouvés comme
des parasites redoutables de végétaux (I’ergot du seigle parasité par Claviceps purpurea) ou
de I’lhomme (histoplasmose). Certaines espéces peuvent entrainer des altérations aux denrées
alimentaires et élaborer des toxines; d’autres interviennent dans des processus de

fermentations des industries agro-alimentaires.

Les Deutéromycétes (Champignons imparfaits ou Fungi imperfecti)

Les Deutéromycetes réunissent le plus grand nombre d’espéces pathogenes pour I’homme et
les animaux. Cette division, trés hétérogéne, englobe toutes les especes de champignons, pour
lesquelles la reproduction sexuée n’est pas connue. La majorité de Deutéromycetes sont des
formes imparfaites d’Ascomycetes.

Ces champignons sont unicellulaires ou a thalle filamenteux septé. Les Deutéromycetes sont
divisés en 3 classes :

- les Blastomycetes qui reunissent des levures ;

- les Hyphomyceétes : champignons filamenteux, stériles ou produisant des spores
directement sur les hyphes ou sur des conidiophores simples ou agrégés
(Moniliales) ;

- les Coelomycétes : Champignons auxquelles les conidies sont produites dans des
structures de protection: les pycnides (Sphaeropsidales) et les acervules
(Mélanconiales) ;

Les Hyphomycetes et les Coelomycétes comprennent des agents de biodégradation mais aussi
des moisissures utiles aux biotechnologies.

Les Hyphomycétes sont des champignons pour lesquels les conidies naissent de cellules
banales ou de cellules spécialisées souvent portées par un filament différencié, le
conidiophore. Certaines hyphomyceétes (Rhizoctonia, Sclerotium) ne forment jamais de
spores ; ils sont classés dans le groupe Micellia sterilia.

Les spores peuvent étre :

a) des chlamydospores, spores de résistance, souvent a paroi épaisse, terminales ou
intercalaires, différenciées par transformation de cellules du mycélium
(Trichoderma, Fusarium) ou de conidies (Fusarium) ;

b) des arthrospores (arthroconidies) formées par fragmentation d’hyphes non

différenciées.
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c) des conidies proprement dites, souvent bourgeonnées par des cellules spécialisées
nommees phialides.
La forme, les dimensions, la couleur, la structure (unicellulaires, bicellulaires, ...),
I’ornementation des conidies représentent un ensemble de caractéres tres varié qui constitue
des criteres d’identification de genres et d’espéces.
Les cellules conidiogénes ou les phialides bourgeonnent a I’apex des spores en succession
basipétales réunies en glomérules (Phialophora, Stachybotrys) ou en chaines (Aspergillus,
Penicillium). Les cellules conidiogenes sont diverses comme forme (ampulliformes, ovées,
lancéolées, subulées, ...), solitaires ou groupées en verticille (Trichoderma) ou en tétes
(Aspergillus, Penicillium).
Les sclérotes, présents sous la forme de masses mycéliennes compactes, souvent dures,
globuleuses, ellipsoidales ou allongées, sont considérés comme des organes de conservation
(Botrytis, Aspergillus, Penicillium).
Les Coelomycétes sont des champignons auxquels les cellules conidiogénes sont renfermées
dans des structures de fructification dont la morphologie permet de différencier :
a) Les Sphaeropsidales, pour lesquelles les cellules conidiogenes sont dans des
organes globuleux ou en forme de bouteille, appelés pycnides (Phoma) ;
b) Les Melanconiales, généralement parasites de végetaux, forment des structures de
fructification aplaties (acervules), sous I’épiderme ou la cuticule des cellules de la
plante-héte (Botton et al., 1990 ; Sutton et al., 1998).

1.3- Principaux genres fongiques
Les genres les plus importants de point de vue économique et médical sont les Aspergillus,
les Penicillium et les Fusarium qui représentent les contaminants les plus fréquents des
aliments. On les retrouve principalement dans les céréales, mais aussi dans de nombreux
autres produits végétaux et d’origine animale.

1.3.1- Le genre Aspergillus
C’est un genre appartenant a la classe des Ascomycetes. Le thalle, hyalin ou coloré, présente

un mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés, terminés en vésicule
(Figure 4) (Raper et Fennell, 1965).
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Ce genre comprend environ 185 espéces réparties en 18 groupes morphologiquement,
génétiquement et physiologiquement proches (Raper et Fennell, 1965 ; Botton et al., 1990 ;
Roquebert, 1998). Une vingtaine d’espéces est impliquée dans des pathologies animales et
humaines.

Les Aspergillus ont une large répartition géographique, mais sont plus souvent associés aux
régions a climat chaud (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002); ils se développent sur la
matiére organique en décomposition, dans le sol, le compost, les denrées alimentaires, les
céréales. De nombreuses especes d’Aspergillus sont présentes dans I’environnement humain,
notamment dans la poussiere et I’air (Morin, 1994).

Certaines especes peuvent étre directement pathogénes pour I’homme et les animaux en étant
capable d’envahir les tissus vivants et provoquer des aspergilloses (Aspergillus fumigatus
responsable de mycoses pulmonaires; Aspergillus niger responsable d’aspergillose du
conduit auditif) (Morin, 1994).
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Figure 4. Principaux caractéres morphologiques des Aspergillus.

De nombreuses especes d’Aspergillus sont aussi connues pour leur capacité a produire des

mycotoxines responsables de pathologies animales et humaines.
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Enfin, certaines espéces d’Aspergillus sont utilisees dans I’industrie agro-alimentaire et dans
I’industrie des produits biotechnologiques notamment pour la production d’enzymes, d’acides

organiques (Botton et al., 1990).

1.3.1.1- Caractéres culturaux généraux

Les Aspergillus présentent une croissance rapide sur les milieux de culture classiques (gélose
au malt, Sabouraud) additionnés d’antibiotiques. Aprés 48 heures d’incubation, on observe
des colonies plates, formées de courts filaments aériens, blancs ; aprés 96 heures d’incubation,
les colonies vont prendre leur teinte caractéristique, brune, verte, jaune ou noire selon les
especes. La majorité des Aspergillus poussent a 22-25°C ; les espéces thermophiles (A.
fumigatus) se développent a 37-40°C est parfois jusqu’a 57°C (Badillet et al., 1987 ; Morin,
1994).

Les Aspergillus forment des colonies souvent poudreuses ou granuleuses. La couleur de
colonies permet une orientation rapide dans I’identification d’especes: gris-vert pour A.
fumigatus, vert-jaune pour A. flavus et les especes du groupe A. glaucus, vert foncé a chamois
pour A. nidulans, brun canelle pour A. terreus, chamois clair, jaune et rose pour A. versicolor,
jaune puis noir pour A. niger et blanche pour A. candidus. Le revers de la colonie est incolore

ou jaune, mais il peut brunir ou rougir avec I’age (Chermette et Bussieras, 1993).

1.3.1.2- Morphologie microscopique

Les Aspergillus sont caractérisés par un appareil végétatif (thalle) formé de filaments
myceéliens hyalins, de diametre fin et régulier, septés et ramifiés. Sur les filaments végétatifs
prennent naissance des filaments dressés, non cloisonnés (conidiophores) qui se terminent par
une veésicule de forme variable sur la quelle sont disposées les cellules conidiogenes ou
phialides. Les phialides peuvent étre insérées directement sur la vésicule (tétes unisériées) ou
portées par des petits structures insérés sur la vésicule (tétes bisériées) nommées métules ou
stérigmates (Figure 4) (Badillet et al., 1987 ; Raper et Fennell, 1965). Les conidies, séches,
disposées en chaines divergentes ou associées en colonnes compactes, sont toujours
unicellulaires, globuleuses, sub-globuleuses ou elliptiques, lisses ou ornementées, hyalines ou
pigmentées en jaune, vert, brun ou noir.

L’ensemble vesicule + métules + phialides + conidies constitue la téte aspergillaire

caractéristique du genre Aspergillus.
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Pour certaines especes, des formations sexuées apparaissent parfois en culture. Il s’agit de
cléistoteques qui contiennent des asques arrondis renfermant chacun 8 ascospores.

Les « hlle cells » ou les cellules en noisette, sont des formations arrondies, réfringentes a
paroi épaisse qui accompagnent souvent les formes sexuées, mais que I’on peut également

observer isolément, indépendamment de la reproduction sexuée.

1.3.1.3- Les principales especes

i) Aspergillus flavus :

Caracteres culturaux : Le champignon se développe rapidement sur les milieux classiques
(géloses au malt et Sabouraud) a 22-25°C. La température optimale de croissance est 37°C.

Sur le milieu de culture A. flavus forme des colonies duveteuses a poudreuses, d’abord
blanches, puis jaune, puis vert-jaune. Le revers peut étre incolore, rosatre ou brun-rouge foncé

pour les souches productrices de sclérotes (Figure 5).

Figure 5. Aspergillus flavus
(culture de 7 jours sur gélose au malt & 25°C et aspect microscopique).
Morphologie microscopique : Les tétes conidiennes, unisériées ou bisériées, d’abord radiées,
puis reparties en plusieurs colonnes de spores mal individualisees, jaunatres au début, puis
vert-jaune foncé. Les conidiophores hyalins, verrugueux, atteignent 1 a 2,5 mm de long. Les
vésicules sont sub-globuleuses, et mesurent 25 (10-65) a 45 um de diamétre. Les phialides (6-
10 x 4-5,5 um) sont insérées directement sur la vésicule (unisériées) ou portées par des
métules. Les conidies sont globuleuses a sub-globuleuses, de 3-6 um de diamétre, de couleur
verte pale, verruqueuses. Les sclérotes, fréquents dans les isolats récents, sont globuleux a

sub-globuleux, d’abord blanc puis virant au brun-rouge foncé et au noir (Figure 5).
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i1) Aspergillus fumigatus :

Caracteres culturaux : mycelium a croissance rapide sur les milieux de culture classiques a
37°C. A. fumigatus est une espéce thermtolérante dont la température de croissance est
comprise entre 15 et 48°C ; la température optimale étant située aux alentours de 40 et 42°C.
Cette espece peut se développer jusqu’a 57°C (Morin, 1994).

A. fumigatus forme des colonies d’abord blanches, puis bleu-vertes et enfin vert fonceé a gris

noiratre. Le revers peut étre incolore, jaune, vert ou brun-rouge suivant les souches.

Figure 6. Aspergillus fumigatus
(culture de 7 jours sur gélose au malt a 25°C et aspect microscopique).

Morphologie microscopique : Les tétes conidiennes, strictement unisériées, en colonne
compacte sont d’abord bleu-vert puis virant au vert bronze. Les conidiophores sont courts
(300-500 pm), lisses, s’élargissent insensiblement au sommet en formant des vesicules sub-
hémisphériques. Ces derniéres (20-30 um en diameétre), vertes, sont fertiles dans leur moitié
supérieure. Les phialides dressées, sont densément groupées, de couleur verte. Les conidies
sont globuleuses a sub-globuleuses, mesurent 2(2,5)-3 (3,5) um de diameétre, et sont

échinulées (Figure 6).

iii) Asperaqillus niger :

Caracteres culturaux : Ce champignon pousse rapidement (2-3 jours) sur les milieux de
culture classiques (geloses au malt et Sabouraud). La tempeérature optimale de croissance
varie généralement entre 25 et 30°C, mais A. niger peut se développer jusqu’a 42°C.

Les colonies d’A. niger sont granuleuses, blanches au début, puis jaunes et, a maturité, elles
deviennent noires. Le revers des colonies est incolore ou jaune péle. Sur le milieu Czapek, A.

niger forme des colonies a mycélium blanc ou jaune, et revers souvent incolore (Figure 7).
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Morphologie microscopique : Les tétes conidiennes, bisériées, radiées, sont disposées en
plusieurs colonnes brunatres ou noires. Les conidiophores sont longs atteignant 1,5-3 mm,
lisses, hyalins ou brunatres dans leur moitié supérieure. Les vésicules sont globuleuses et
entierement fertiles. Les phialides (7-10 x 3-3,5 um) sont portées par des métules brunatres,
de dimensions variables. Les conidies sont habituellement globuleuses, parfois légerement
aplaties. Elles mesurent 3,5-5 um de diametre, sont brunes, échinulées a tres verruqueuses.
Les sclérotes parfois différenciés, sont créme a chamois foncé au début, puis virent au

chamois vinaceé (Figure 7).

Figure 7. Aspergillus niger
(culture de 7 jours sur gélose au malt a 25°C et aspect microscopique).

iv) Aspergillus ochraceus :

Caracteres culturaux : Ce champignon pousse rapidement (2-3 jours) sur les milieux de
culture classiques a une temperature de 25 a 30°C.
Les colonies d’A. ochraceus sont poudreuses ou granuleuses, blanches au début, puis jaunes

ou ocre-jaunes a chamois. Le revers de colonies est incolore au jaune péle (Figure 8).

Figure 8. Aspergillus ochraceus

(aspect microscopique).
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Morphologie microscopique : Les tétes conidiennes sont bisériées, d’abord globuleuses puis
se separent en 2 ou 3 colonnes divergentes, bien individualisées, de couleur jaune, ocre-jaune
ou chamois. Les conidiophores sont rugueux, jaunes a brun péle, longs atteignant 1,5 mm. Les
vésicules sont globuleuses, hyalines, 30-50 um en diamétre. Les phialides (7-10 x 2-3,5 um)
sont portees par des metules, de dimensions variables. Les conidies sont sub-globuleuses a
globuleuses. Elles mesurent 2,5-3 (3,5) um de diametre, sont finement échinulées ou lisses.
Les sclérotes, souvent présents, de couleur lavande a pourpre, sont globuleux, ovales ou

cylindriques, et atteignent 1mm de diametre (Figure 8).

v) Asperqillus oryzae :

Caractéres culturaux : Le champignon se développe rapidement sur les milieux classiques
(géloses au malt et Sabouraud) a 22-25°C.

Sur milieu de culture A. oryzae forme des colonies duveteuses a poudreuses, d’abord de
couleur blanche, puis jaune, et enfin vert-jaunatre a vert olive. Le revers peut étre incolore ou
jaunatre (Figure 9).

Morphologie microscopique : A. oryzae peut souvent étre confondu avec A. flavus. Les tétes

unisériées ou bisériées (les deux aspects pouvant cohabiter sur une méme souche), sont

Figure 9. Aspergillus oryzae

(culture de 7 jours sur gélose au malt a 25°C).

radiées, jaunatre au début puis jaune verdatre a vert-olive, puis évoluent vers des tons bruns.
Les conidiophores, hyalins, sont souvent longs (2,5-5 mm), plus ou moins verrugueux suivant
les souches. Les vésicules sont sub-globuleuses, a paroi mince, mesurent 40-75 um de
diametre. Les phialides (8-15 x 3-5 um) sont insérées directement sur la vésicule ou portées
par des métules. Les conidies d’abord piriformes a elliptiques deviennent sub-globuleuses a
globuleuses, de taille tres variable, lisses ou finement verruqueuses (Figure 9).
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1.3.1.4- Importance du genre Aspergillus

i) Potentiel toxinogéne

De nombreuses especes appartenant au genre Aspergillus (Tableau 2) sont connues pour leur
capacité a produire certaines mycotoxines (Pitt, 2000).

Aspergillus flavus et A. parasiticus sont les principaux producteurs d'aflatoxines. L’ aflatoxine
B1 est classée comme cancérigéne chez I’lhnomme et I’animal (IARC, 1993).

Aspergillus fumigatus synthétise plusieurs métabolites tres toxiques comme la fumagiline,
I’acide helvolique, la gliotoxine, les dérivés quinoniques, des alcaloides voisins de ceux de
I’ergot de seigle.

Aspergillus niger peut produire de I’acide oxalique, des malformines et, certaines souches,
des aflatoxines.

Aspergillus ochraceus est le principal producteur d'ochratoxine A. 1l colonise lui aussi de trés
nombreux substrats.

Aspergillus terreus élabore des substances antibactériennes, de toxicité variable (flavipine,

terréine, citrinine, erdine et molécules voisines, clavacine) (Botton et al., 1990).

Tableau 2 : Les Aspergillus producteurs de mycotoxines.

Espéces d’Aspergillus
Aspergillus candidus
Aspergillus carneus
Aspergillus clavatus
Aspergillus flavus

Mycotoxines produites

candiduline

citrinine

acide kojique, patuline, xanthociline

aflatoxines B1 et B2, acide aspergillique, acide
cyclopiazonique, acide kojique

fumigaclavine, fumagiline, fumitoxine, fumitremorgine A
et C, gliotoxine

malformine, naftoquinone

aflatoxines B1 et B2, G1 et G2, acide aspergillique

acide kojique, acide neoaspergillique, ochratoxine, acide
penicillique, acide sécalonique A

acide cyclopiazonigue, acide kojique

aflatoxines Bl et B2, G1 et G2, acide aspergillique, acide
kojique

sterigmatocystine, griséofulvine

citréoviridine, citrinine, gliotoxine, patuline, terréine,
acide terréique, terrétonine, territrem, terramide A

Aspergillus fumigatus

Aspergillus niger
Aspergillus nomius
Aspergillus oachraceus

Aspergillus oryzae
Aspergillus parasiticus

Aspergillus sydowii
Aspergillus terreus

Aspergillus verzicolor

stérigmatocystine

Aspergillus wentii

acide kojique
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ii) Pouvoir pathogéne

Certaines especes d’Aspergillus sont des pathogénes opportunistes; leur developpement
nécessite des conditions locales favorables (cavernes tuberculeuses, cancer broncho-
pulmonaire, broncho-pneumopathies chroniques obstructives, emphysemes,
mucoviscidose...) ou générales (corticothérapies prolongées, hémopathies malignes,
chimiothérapies aplaisantes, SIDA...). (Badillet et al., 1987 ; Morin, 1994)

Les principales espéces responsables de mycoses (aspergilloses) sont :

- Aspergillus fumigatus considére comme le principal agent d’aspergillose aviaire et
humaine (représentant 80-90% des aspergilloses humaines) (Morin, 1994) ;

- Aspergillus flavus responsable d’aspergilloses pulmonaires ou genéralisees
principalement chez les patients immunodéprimés (Baculard et Tournier, 1995) ;

- Aspergillus niger rarement rencontré chez I’immunodéprimé ; chez le sujet non
immunodéprimé il peut provoquer des aspergilloses, des otites et des sinusites ; il est aussi a
I’origine d’infections cutanées, pulmonaires et généralisées (Morin, 1994) ;

- Aspergillus sydowi impliqué dans des cas d’endocardite humaine (Botton et al.,
1990) ;

- Aspergillus terreus est un agent important d’aspergilloses pulmonaires et cérébrales
chez les patients immunodéficitaires ; il est souvent isolé des expectorations chez les patients
atteints de mucoviscidose (Baculard et Tournier, 1995 ; Khan et al., 1999) ; c’est aussi une
espece freqguemment isolée dans des prélevements de peau et de phaneres. Il est considéré

comme le principal agent d’onychomycoses (Morin, 1994).

iii) Espéces utiles

Certaines especes d’Aspergillus sont utilisées dans I’industrie agro-alimentaire et dans
I’industrie des produits biotechnologiques notamment pour la fermentation de divers substrats
et la production d’enzymes ou d’acides organiques :

- Aspergillus awamori, agent lipolytique d’oléagineux, est utilisé fréeqguemment au
Japon pour la fermentation alcoolique.

- Aspergillus niger est utilisé dans les processus biotechnologiques pour la synthese de
différents acides comme I’acide citrique et I’acide gluconique ainsi que pour la production
d’enzymes : alpha-amylase, beta-glucanase, catalase, glucose oxydase, lipase, pectinase,
polygalacturonase.

- Aspergillus oryzae est utilisé, dans les pays asiatiques, pour la fabrication de
produits fermentés a base de soja. Il est utilisé aussi dans des processus biotechnologiques
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pour la production de certaines enzymes comme : alpha-amylase, beta-glucanase, lipase
(Botton et al., 1990).

1.3.2- Le Genre Penicillium

Ce genre réunit des champignons filamenteux, appartenant au phylum des Ascomycétes. Ce
genre comprend environ 227 espéces déefinies essentiellement d’aprés les caracteres du thalle,
des pénicilles et des spores (Pitt, 1988). Les Penicillium sont des champignons pour la plupart
tres communs dans I’environnement, polyphages, pouvant étre responsables de nombreuses
dégradations. Ils ont pour habitat naturel le sol, les denrées alimentaires, les matieres
organiques en décomposition, le compost, les céreales.

Les espéces du genre Penicillium se développent normalement dans des milieux ou I’activité
de I’eau est plus élevée que celle permettant la croissance des Aspergillus, a des températures
plus basses. Il s’agit de contaminants fréquents des régions tempérées.

1.3.2.1- Caractéres culturaux généraux

Les Penicillium se développent rapidement et facilement sur les milieux de culture utilisés en
routine (géloses au malt, Sabouraud). Ils se développent a des températures modérées de
I’ordre de 20-27°C. Apres 2 jours d’incubation, on observe des petites colonies plates,
formées de courts filaments aériens, habituellement blancs. Apres 3-4 jours d’incubation, la
sporulation va conférer aux colonies leur teinte, le plus souvent dans les tons vert, vert bleu,
vert-gris, vert-jaune, gris-bleu mais aussi, pour certaines espéces, jaune, orange, chamois,
rose, ou rouge. Cette couleur permet une premiére orientation dans I’identification d’espéces :
vert-gris pour P. citrinum, P. cyclopium, P. italicum, vert-jaune pour P. chrysogenum, vert
sombre pour P. roquefortii, P. fellutatum, jaune pale, chamois pour P. nalgiovense, jaune vif a
rouge pour P. purpurogenum, mélange d’orange et verdatre pour P. islandicum, et blanche
pour P. camembertii. Le revers de colonies peut étre incolore, jaune, rouge, brun ou noir et
parfois le pigment diffuse dans le milieu de culture (Chermette et Bussieras, 1993).

Les Penicillium peuvent former des colonies floconneuses (P. camembertii, P. nalgiovense),
funiculeuses (P. funiculosum), granuleuses (P. expansum, P. griseofulvum), veloutées (P.

chrysogenum, P. citrinum, P. roquefortii...) (Figure 10).
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Figure 10. Caracteres du thalle de genre Penicillium (Botton et al., 1990).
1.3.2.2- Morphologie microscopique

Au point de vue morphologique les Penicillium se distinguent par leur organisation en
pinceau. Le thalle, formé de filaments mycéliens septés et hyalins, porte des conidiophores
lisses ou granuleux, simples ou ramifiés qui se terminent par un pénicille. Les conidiophores
peuvent étre isolés, groupés en faisceaux laches ou agrégés en corémies bien individualisés
(Figure 11).

Conidies
Chaines basipetales

Phialide

Métule

<— Conidiophore me—e

Monoverticilla Biverticillé symétrigque Trivarticilla

Figure 11. Caracteres morphologiques des Penicillium.
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Les phialides sont disposées en verticilles a I’extrémité des conidiophores. Les phialides
peuvent étre insérées directement (Penicillium monoverticillé) ou par I’intermédiaire d’une
rangée de métules (Penicillium biverticillé) ; de deux rangées successives de métules
(Penicillium triverticillé) ; parfois de trois rangées de métules (Penicillium quadriverticillé)
sur les conidiophores. Les phialides, ampulliformes ou lancéolées, sont serrées les unes contre
les autres donnant a I’ensemble un aspect de pinceau. Les phialides (cellules conidiogenes)
donnent naissance a des conidies disposées en longues chaines.

Les conidies sont des spores unicellulaires, globuleuses, elliptiques, cylindriques ou
fusiformes, lisses ou rugueuses, hyalines, grisatres ou verdatres (Botton et al., 1990). Les
caractéeres des penicilles servent a la différenciation des groupes et des espéces. Certaines

especes peuvent présenter une reproduction sexuée avec la formation d’ascocarpes.

1.3.2.3.- Importance du genre Penicillium

i) Potentiel toxinogéne

La majorité d’especes du genre Penicillium (Tableau 3) sont capables de produire des
mycotoxines : I’acide cyclopiazonique (Penicillium chrysogenum), I’acide pénicillique
(Penicillium cyclopium) ; la patuline ou la clavacine (Penicillium expansum, Penicillium
griseofulvum), la citrinine (Penicillium expansum), I’ochratoxine A (Penicillium verrucosum)
(Pitt, 2000).

Tableau 3. Les Penicillium producteurs des mycotoxines.

Espéces de Penicillium

Mycotoxines produites

Penicillium chrysogenum

acide cyclopiazonique, roquefortine C,

Penicillium citreonigrum

citréoviridine

Penicillium crustosum

pénitrem A, roquefortine C,

Penicillium expansum

citrinine, patuline, roquefortine C

Penicillium griseofulvum

acide cyclopiazonique, griséofulvine, patuline, roquefortine C

Penicillium nalgiovense
(sin. jensenii)

pénicilline

Penicillium oxalicum

roquefortine C, acide sécalonique D

Penicilliu puberulum
(sin. lanosum)

griséofulvine, acide kojique

Penicillium roquefortii

acide pénicillique, roquefortine C, PR toxine

Penicillium rubrum

rubratoxine

Penicillium rugulosum

rugulosine, skirine

Penicillium simplicissimum

acide pénicillique, verrucologéne

Penicillium vatiabile

rugulosine

Penicillium verrucosum

citrinine, ochratoxine A
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ii) Pouvoir pathogéne

Ces champignons sont des contaminants fréquemment isolés au laboratoire. Par contre les
Penicillium sont trés rarement incriminés en pathologie animale et humaine, parce que la
température de croissance de la plupart des espéces est inférieure a 30°C. (Hennequin et
Lavarde, 1998).

Les infections sont habituellement provoquées par l'inhalation des spores. Les premiers signes
sont souvent pulmonaires Des especes de Penicillium sont responsables de kératomycose
(inflammation de la cornée), d'otomycose (infection de l'oreille externe), d'onychomycose
(infection des ongles) et parfois d’infections profondes (Hennequin et Lavarde, 1998).

Une seule espece, Penicillium marneffei, rencontrée exclusivement en Asie du Sud-Est
(Chine, Thailande, Laos, Birmanie) a pu étre isolée chez des personnes immunodéprimées,
notamment les patients infectés par le HIV; cette espece est alors responsable d’infections
systémiques touchant la peau et les organes profonds (foie, rate, ganglions, os,...) (Rosenthal
et al., 2000).

iii) Espéces utiles
De nombreuses espéces des Penicillium sont utilisées au niveau industriel pour la fabrication
de fromages et salaisons ou pour la production des différents métabolites d’intérét :
- Penicillium camembertii est utilisé dans la fromagerie pour la fabrication des
fromages a pate molle et croQte fleurie ;
- Penicillium roquefortii pour I’affinage des fromages a pate persillée ;
- Penicillium nalgiovense pour I’amélioration des qualités organoleptiques des
saucissons ;
- Penicillium chrysogenum, Penicillium griseofulvum, Penicillium notatum,
Penicillium jensenii (P. nalgiovense), sont utilisés pour I’obtention de différentes

substances antibiotiques (Botton et al., 1990).
1.3.3- Le genre Fusarium
Ce genre inclue des champignons imparfaits appartenant a la classe des Deutéromycetes. Les
formes parfaites ou téléomorphes de quelques espéces de Fusarium sont connues, et

appartiennent a la classe des Ascomycetes (ordre des Hyphocreales, famille des Nectriaceae,

genres Gibberella, Calonectria et Nectria). Pour plusieurs espéces de Fusarium, le stade
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parfait n’est pas connu. Le genre comprend prés de 40 espéces souvent largement répandues
(Nelson et al., 1983).

Sur le plan économique le genre Fusarium est tres important parce qu’il regroupe beaucoup
d’especes phytopathogénes, susceptibles d’induire des maladies (fusarioses) chez de
nombreuses plantes. De plus, beaucoup d’espéces saprophytes sont capables de se développer
en tant que pathogenes secondaires sur des tissus végétaux sénescents. Les especes du genre
Fusarium peuvent ainsi attaquer les céréales (mais, blé, orge, avoine), des légumes, les
plantes ornementales et beaucoup d’arbres fruitiers. La majorité des especes de Fusarium sont
susceptibles de produire des mycotoxines et sont ainsi impliquées dans des intoxications chez

les animaux d’élevage.

1.3.3.1- Caractéres culturaux généraux

Les Fusarium poussent sur milieu Sabouraud, mais se développent mieux sur gélose au malt
ou sur milieu PDA (potato-dextrose-agar). Leur température optimale de croissance est
comprise entre 22 et 37°C.

Sur les milieux de culture, les Fusarium forment des colonies duveteuses ou cotonneuses de
couleur variable (blanche, créme, jaune, rose, rouge, violette ou lilas) selon les especes. Le
revers peut étre creme, rouge a pourpre, lilas ou violet. Les pigments diffusent souvent dans la

gélose (Chermette et Bussieras, 1993).

1.3.3.2- Morphologie microscopique

Le principal caractere morphologique des Fusarium est la présence de macroconidies
fusiformes et cloisonnées (le nom de Fusarium vient du latin « fusus » car les spores de ces
moisissures sont en forme de fuseau). Dans la figure 12 sont présentés les principaux
caractéres morphologiques de genre Fusarium.

Les conidiophores, parfois tres ramifiés, forment sur le thalle des coussinets (sporodochies) et

portent des masses de spores.
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Figure 12. Caracteres morphologiques des Fusarium.

Les phialides, plus ou moins allongées, présentent, le plus souvent, un site de
bourgeonnement unique (monophialide) situé a I’extremité d’un col allongé (F. solani) ou
court et trapu (F. oxysporum). Chez d’autres especes comme F. proliferatum, les phialides
présentent plusieurs sites de bourgeonnement (polyphialides).

Les phialides produisent deux types de conidies :

- microconidies — uni- ou bicellulaires, piriformes, fusiformes, cylindriques ou
ovoides, isolées, solitaires ou groupées, disposées en verticille ou plus rarement en
chainettes (F. verticilloides) ;

- macroconidies — conidies pluricellulaires a cloisons seulement transversales,
souvent groupées en paquets. Les macroconidies sont fusiformes, souvent
courbées, avec une cellule basale pédicellée, formant un sort de talon plus ou
moins visible.

Les chlamydospores, sont parfois présentes, en position terminale ou intercalaire (Roquebert,
1998).

1.3.3.3- Principales espéces de Fusarium
Compte tenu de leur fréquence dans les différents substrats, notamment les céréales, de leur

potentiel toxinogene et de leur pouvoir pathogene, les principales especes de Fusarium sont :

F. culmorum, F. graminearum, F. oxysporum et F. verticilloides (F. moniliforme).
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i) Fusarium culmorum

Caracteres culturaux: Cette moisissure pousse rapidement sur géloses PDA et au malt. Les
colonies sont duveteuses, d’abord blanches a jaunatres ou roses puis ocracées a rouges
brunétre. Le revers est rouge a pourpre.

Morphologie microscopique: Les phialides, courtes et larges, formees sur le mycélium aérien,
sont groupées en sporodochies. Les microconidies sont absentes. Les macroconidies sont
fusiformes, courbées et septées (5 cloisons en moyenne, 3-8). La cellule apicale est courte et
pointue (26-50 x 4-7 um). Les chlamydospores, intercalaires ou terminales, formées par le
mycelium ou par les conidies, sont sub-globuleuses, brunatres, lisses ou verruqueuses (9-14
um de diametre). Dans la figure 13 sont présentés les principaux caractéres morphologiques

de F. culmorum.

Figure 13. Fusarium culmorum

Caracteres morphologiques:
b a: macrophialides et macroconidies;
b: macroconidies;
c: chlamydospores.

ii) Fusarium graminearum (forme parfaite: Gibberella zeae)

Caractéres culturaux: Ce champignon se développe vite sur les géloses PDA et au malt. Les
colonies, floconeuses, sont au début roses grisatres ou rouges a pourpres, puis deviennent
brun vineux. Le revers est rouge a pourpre. Le pigment diffuse dans la gélose.

Morphologie microscopique: Les phialides (10-14 x 3,5-5 pm) peuvent s’agréger en
sporodochies. Les microconidies sont absentes. Les macroconidies sont fusiformes, courbées,
et présentent 3 a 7 septum. La cellule terminale est longue et pointue (25-62 x 2,5-5 um). Les
chlamydospores, intercalaires, formées par le mycélium rarement dans les conidies, sont

globuleuses, hyalines a brun pale (8-12 um en diametre) (figure 14).
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Figure 14. Fusarium graminearum
(culture de 7 jours sur milieu PDA a 25°C et caractéres microscopiques:
a: macrophialides et macroconidies; b: macroconidies; c: asque octosporé).

Dans la nature, F. graminearum est capable de former des péritheces, superficiels, ovoides,
garnis de tubercules (140-250 um) sur un grand nombre de graminées. Les asques, clavés,

contiennent 8 ascospores, hyalines ou brun trés clair, fusiformes, triseptées.

iii) Fusarium oxysporum

Caracteéres culturaux: Ce champignon a une vitesse de croissance modérée sur les milieux
de culture utilisés au laboratoire. Les colonies, sont blanches, péches, roses saumon a violet.

Le revers est pourpre.

Figure 15. Fusarium oxysporum
(culture de 7 jours sur milieu PDA a 25°C et aspect microscopique).
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Morphologie microscopique: Les microphialides (10-14 x 3,5-5 um) peuvent s’agréger en
sporodochies. Les microconidies sont ellipsoidales, isolées ou potées par des conidiophores
courts et ramifiés. Les microconidies sont abondantes, ovoides. Les macrophialides sont
éparses ou groupées en sporodochies (Figure 15). Les macroconidies sont fusiformes, plus ou
moins courbées, pointues aux deux extrémités, présentant 3 a 5 septum. Elles mesurent 27-65
x 3-5 um. Les chlamydospores, terminales ou intercalaires, formées dans le myceélium et dans

les conidies, sont sub-globuleuses et hyalines (5-15 um de diamétre).

iv) Fusarium verticillioides (anciennement F. moniliforme) (forme parfaite: Gibberella

fujikuroi)

Caracteres culturaux: Ce champignon se développe rapidement sur les milieux classique de
culture (PDA et gélose au malt). Le thalle, d’abord blanc a péche ou rose saumun, devient
vinacé a violet. Le mycélium aérien est dense, floconeux d’aspect poudreux. Le revers peut

étre violet foncé, lilas, vinacé ou créeme.

BN
/3
- ! L -
‘ L
\‘ \
/ .
Yy

Figure 16. Fusarium verticillioides Sin. F. moniliforme
(culture de 7 jours sur milieu PDA a 25°C et aspect microscopique).

Morphologie microscopique: Les microphialides, subulées, sont formées sur le mycélium
aérien (20-30 x 2,5-4 um). Les microconidies ellipsoidales sont disposées en chaines (Figure
16). Elles ont un aspect fusiformes, unicellulaires ou parfois uniseptées. Leur taille est
d’environ 5-12 x 1,5-2,5 um. Les macrophialides sont groupées par 2 ou 3 sur une
ramification courte. Les macroconidies sont rares, en fuseau allongé, avec 3 a 7 cloisons. Les

chlamydospores sont absents.
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Les périthéces, qui peuvent étre formes lors du développement de cette espéce sur des
vegétaux morts, sont superficiels, bleu noir, globuleux, et mesurent 250-350 um. Les asques,
clavés contiennent 4-8 ascospores hyalines, elliptiques, le plus souvent uniseptées, parfois

triseptées.

1.3.3.4- Importance du genre Fusarium

i) Potentiel toxinogéne
Le genre Fusarium comprend des especes capables de produire de nombreuses mycotoxines :

les trichothéceénes, la zéaralénone et les fumonisines (Tableau 4).

- Fusarium poae, F. sporotrichioides, F. crookwellense, F. culmorum, F.
graminearum produisent des trichothécenes de types A et B ;

- Fusarium verticillioides (moniliforme) et F. proliferatum synthétisent les
fumonisines ;

- Fusarium culmorum, F. graminearum F. oxysporum et F. sporotrichioides

produisent de la zéaralénone (Pitt, 2000).

Tableau 4. Les Fusarium producteurs des mycotoxines

Espéces de Fusarium Mycotoxines produites

Fusarium acuminatum moniliformine, trichotécénes type A
Fusarium anthophilum moniliformine

Fusarium avenaceum fusarine C, moniliformine

Fusarium chlamydosporum | moniliformine

Fusarium cerealis culmorine, fusarine C, trichotécénes type B
(sin. crookwellense)

Fusarium culmorum culmorine, fusarine C, trichotécenes type B, zéaralénone
Fusarium graminearum trichotécenes type B, zéaralénone

Fusarium oxysporum acide fusarique, moniliformine, oxysporine
Fusarium pallidoroseum moniliformine, zéaralénone

(sin. semitectum)

Fusarium poae fusarine C, trichotécenes type A

(sin. tricinctum)

Fusarium proliferatum moniliformine

Fusarium sacchari moniliformine

Fusarium sambucinum fusarine C, trichotécenes type A

Fusarium solani acide fusarique, naftoquinone

Fusarium sporotrichoides fusarine C, trichotécénes type A, zéaralénone
Fusarium verticillioides fumonisines, fusarine C, gibberelines, moniliformine,
(sin. moniliforme) naftoquinone
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ii) Pouvoir pathogéne

Les Fusarium sont, principalement, des phytopathogénes. Ces champignons contaminent les
céréales, les légumes, les arbres fruitiers provoquant des maladies nommées fusarioses. Les
Fusarium sont généralement impliqués dans la pourriture des racines, tiges et fruits ; dans la
dégradation du systéme vasculaire (Trenholm et al., 1988).

Le pouvoir pathogene chez I’homme et les animaux est varié. Certaines especes sont a
I’origine des kératites et endophtalmies. D’autres especes (F. solani, F. moniliforme) sont
impliquées dans des infections systémiques (Guarro et Gene, 1992)

- Fusarium verticillioides peut étre un agent de fusarioses disséminées chez les patients
infectés par le HIV (Duran et al., 1989).

- Fusarium oxysporum est un agent d’onyxis, de kératites, d’endophtalmies, de péritonites et
d’infections disséminées chez les patients atteints d’hemopathie maligne (Thomas et
Geraldine, 1992).

- Fusarium solani est I’espece la plus commune, impliquée dans les fusarioses rencontrées
aux patients diabétiques. Il peut également étre responsable des ulcéres cornéens (del Palacio
et al., 1985 ; Gari-Toussaint et al., 1997).

2- Contamination des aliments par les moisissures

2.1- Conditions de développement des moisissures

Les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes: elles peuvent se développer
seulement si le milieu lui apporte les eéléments nutritifs nécessaires. La paroi rigide de la
cellule fongique I’empéche de phagocyter les substances nutritives complexes du milieu; la
moisissure est obligée les transformer préalablement en molécules simples absorbables. Ceci
est rendu possible grace a des dépolymérases qui sont excrétées dans I’environnement. Sous
leurs actions les polyméres complexes sont transformés en molécules simples

(monosaccharides, acides gras, acides aminés).

Comme tout micro-organisme, la croissance fongique est aussi dépendante d’un certain

nombre de parameétres intrinséques et extrinséques du milieu.
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2.1.1- Activité en eau (Aw)

L'Aw d'un aliment dépend de sa composition chimique, c'est-a-dire de la quantité d'eau
retenue par les sels, sucres et protéines, ainsi que de ses caractéristiques physiques (porosité,
polarité). Ce parametre peut varier de 0 (pour les substrats dans lesquels toute I'eau est
retenue) a 1 (pour I’eau pure).

Les moisissures sont, de fagon schématique, plus Xxeérotolérantes que les autres
microorganismes (bactéries, levures). La plupart des moisissures se développent bien pour des
activités en eau voisines de 0,85. Par conséquent, beaucoup de produits dont I’activité
hydrique ne permet pas la croissance bactérienne peuvent étre colonises par les moisissures.
Les moisissures appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium sont généralement capables
se développer a des Aw voisines de 0,7 a 25°C ; elles peuvent donc se développer dans les
aliments pauvres en eau comme les céréales au cours de stockage, les fruits secs, les produits
dont I’activité hydrique a été réduite (produits de salaison séche, confitures,...) (Castegnaro,
Pfohl-Leszkowicz, 2002). Par comparaison, les Fusarium ne peuvent pas se développer que
pour des Aw supérieurs a 0,9. Il s’agit donc d’especes se développant au champ, sur les

plantes vivantes (Castegnaro, Pfohl-Leszkowicz, 2002).

2.1.2- pH
Les micromycetes peuvent se développer dans une large gamme de pH ; elles se développent

normalement pour des pH compris entre 3 et 8, leur croissance étant normalement optimale
entre 5 et 6. En raison de leur acidité (pH < 6) de nombreux aliments comme les légumes et
les fruits sont beaucoup plus exposés a une altération fongique que bactérienne.

En 1997 Keller a etudié I’effet de pH sur la croissance de Fusarium proliferatum (Tableau 5).

La croissance de champignon était maximale a un pH=5,6 (Keller et al., 1997).

Tableau 5. Influence de pH sur la croissance de Fusarium proliferatum.

Keller, 1997
pH Biomasse (g/l)
2,2 11,7+27
2,6 11,1+1.2
3,0 120+2,6
3,7 138+14
4,2 16,7 £1,6
5,6 24420
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2.1.3- Présence d’oxygeéne

Les champignons sont des microorganismes aérobies ; ils ont besoin d’oxygene pour une
croissance normale. Toutefois, leur développement est peu affecté par des teneurs de 10 fois
plus faibles (2,1%) que celle de I’atmosphere. En conséquence, certaines espéces de
moisissures pourront se développer sur les denrées alimentaires conservées dans une
atmospheére pauvre en oxygene.

Par exemple, Aspergillus flavus peut se développer dans une atmosphére qui contient 61,7%
CO,, 8,7% O, et 29,7% Ny; la moisissure est, en fait, plus sensible a la concentration de CO,
qu’a celle en O, et en N,. Elle est en effet capable de se développer en présence de grandes
concentrations de N, (99%) ou de faibles concentrations d’O, (0,5%), mais une concentration
de 80% CO; inhibe sa croissance. De méme, le développement d’Aspergillus ochraceus est
completement inhibé par une teneur de 80% de CO, (Pfohl-Leszcowicz, 2001).

Penicillium verrucosum peut supporter des concentrations de CO, allant jusqu’a 25% sans
modification significative de son développement; a partir de 25% de CO,, la croissance du
champignon est diminué de 40% et de presque 75% dans une atmosphere contenant 50% de
CO;, (Cairns-Fuller et al., 2005).

Par contre Fusarium proliferatum est, quant a lui, dépendant de la présence d’oxygene
(Keller et al., 1997) et I’absence d’O, réduit considérablement la biomasse fongique.
Certaines espéces peuvent se développer en anaérobiose : c’est le cas du Byssochlamys qui

contamine les jus de fruits conservés par pasteurisation (Pfohl-Leszkowicz, 2001).

2.1.4-. Température

Les moisissures sont généralement mésophiles : la croissance des hyphes est optimale a 20-
25°C. En dehors de cet intervalle de température les hyphes se développent plus lentement.
Les spores de moisissures mésophiles ne peuvent pas germer a une température inférieure a
5°C, mais elles peuvent résister longtemps aux basses températures allant jusqu’a -20°C
(Pfohl-Leszkowicz, 2001).

Il existe aussi des espéces psychrophiles, comme, par exemple, Penicillium expansum, P.
verrucosum, P. viridicatum. Elles peuvent se développer, lentement, & des températures
basses, inférieures a 4°C. Ces espéces sont responsables des altérations d’aliments conserveés
au froid (Pfohl-Leszcowicz, 2001).

Les espéces thermophiles sont plus rares. C’est le cas de I’Aspergillus flavus. La température
optimale pour sa croissance est comprise entre 25 et 35°C, mais cette moisissure peut se
développer bien dans un intervalle plus large (15-45°C) et parfois jusqu'a 50°C (Castegnaro,
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Pfohl-Leszkowicz, 2002). Ces caractéristiques physiologiques (besoin d’une faible teneur en
eau et développement possible dans un large intervalle de température) font que cette espece
tres fréguemment impliquée dans la détérioration des matieres premieres et des aliments
(Castegnaro, Pfohl-Leszkowicz, 2002).

Il faut souligner que les moisissures sont, pour la trés grande majorité, sensibles a une
élévation de la température et un traitement de cuisson ou de pasteurisation permet le plus
souvent de détruire les mycéliums ainsi que les spores fongiques (Pfohl-Leszkowicz, 2001).

Toutefois, les mycotoxines sont, elles, pour la plupart thermorésistantes (voir plus loin).

2.1.5- Lumiére

La lumiére favorise la maturation des conidies et la germination des spores. Les moisissures
sont, généralement, indifférentes a I’action de lumiere. Toutefois, certaines espéces (les
Tuberales) ne supportent pas la lumiére et se développent dans des endroits obscurs (grottes);
Inversement, d’autres se développent sur les versants de montagne ensoleillés en permanence

ou dans les régions désertiques (les Discomycetes) (Pfohl-Leszkowicz, 2001).

2.1.6- Intéractions microbiennes

La compétition pour les nutriments et I’espace est un phénomene rencontré fréquemment dans
le monde vivant. La présence simultanée de plusieures espéces de microorganismes dans le
méme milieu détermine des interactions entre les différentes espéces. Les conditions
environmentales peuvent favoriser certaines espéces et défavoriser les autres. Par exemple, les
Mucoraceae, caractérisés par une vitesse de croissance apicale élevée envahissent rapidement
le milieu en inhibant le développement des especes se développant plus lentement. La
synthese des substances toxiques (mycotoxines) et leur accumulation dans le milieu peut aussi

avoir un effet inhibiteur sur le développement d’autres especes (Pfohl-Leszkowicz, 2001).

2.1.7- Présence d’insectes

Les insectes représentent les pricipaux vecteurs de spores de moisissures au champ et dans les
lieux de stockage (Pfohl-Leszkowicz, 2001). Les insectes, en dégradant la paroi des grains,
favorisent la contamination par les moisissures et la production des mycotoxines.

Les acariens sont des vecteurs important de spores, ils vivent sur les grains moisis, récuperent
et transportent ensuite les spores sur la surface de leur corps et dans leur tube digestif
(Castegnaro, Pfohl-Leszkowicz, 2002).
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Les charancons, dont les larves se développent dans I’environnement des grains, transportent
aussi les spores de champignon dans les lieux de stockage des grains (Pfohl-Leszkowicz,
2001).

Les chenilles et les coléopteres sont souvent associés avec la contamination du mais par les
aflatoxines (Hubert et al., 2004). De méme, la contamination d’arachides avec Aspergillus
flavus avant la récolte est souvent associée avec I’attaque d’insectes (Pfohl-Leszkowicz,
2001).

De maniére générale, de nombreux insectes qui attaquent les plantes contribuent & leur
infestation par des moisissures, avant méme la formation de 1’épi.

En 1996, Sobek a ainsi démontré expérimentalement le role des larves d’insectes dans
I’infestation du mais par Fusarium verticillioides (Sobek, 1996).

Plus récemment, un expérimentation similaire effectuée par Hubert (2004) en République
Tchéque a mis en évidence le rdle de coléopteres (mites) dans I’infestation fongique
d’aliments a base de céréales ainsi que leur role dans la production de mycotoxines (Hubert et
al., 2004). L analyse des spores fongiques presentes sur la surface du corps des mites et dans
leur intestin a révélé la présence de spores d’Aspergillus flavus, de Penicillium
brevicompactum, de P. chrysogenum, de P. cyclopium, de P. griseofulvum, de Botrytis
cinerea, de Cladosporium herbarum, et d’Alternaria alternata. Ces différentes espéces
fongiques ont, ensuite, été retrouvées dans les échantillons d’aliments analysés (Hubert et al.,
2004).

Les insectes interviennent aussi dans les locaux de stockage: les échantillons de mais et
d’orge qui contiennent des charangons sont aussi généralement contaminés par une population
fongique importante (Pfohl-Leszkowicz, 2001).

Il faut souligner que, pendant le stockage de céréales, les oiseaux et les rongeurs peuvent

avoir le méme rble de vecteur de spores fongiques (Pfohl-Leszkowicz, 2001).

2.2- Contamination des aliments par les moisissures

Les moisissures sont des microorganismes ubiquistes qui peuvent se développer sur une
grande variété de substrats. Les especes de moisissures les plus fréquentes retrouvées dans les
aliments appartiennent aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium. Ces moisissures
peuvent proliférer et produire des mycotoxines avant ou apres la récolte, pendant le stockage,

le transport, ou la transformation des matiéres premieres et des aliments.
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2.2.1- Contamination de céréales et produits végétaux

2.2.1.1- Les céréales

Les céréales sont sans doute les denrées alimentaires les plus fréguemment contaminées par

les moisissures. La contamination peut avoir lieu avant la récolte, au champ, au cours du

séchage, du stockage et apres transformation des graines.

Si de trés nombreuses études sont disponibles concernant la contamination mycotoxique des

céréales, les enquétes sur la contamination fongique de ces matiéres premieres sont plus rares.

De maniere schématique, elles mettent en évidence une relation entre la flore fongique et les

conditions climatiques pendant le développement et/ou le stockage des grains.

Tableau 6. Présence des Aspergillus dans les ceréales des differents pays.

Pays Céréales | Espéces Nombre Fréquence de Références
identifiés d’échantillons | contamination
(%)
Argentine | mais A. flavus 78 Etcheverry, 1999
A. parasiticus 21
Brésil Aspergillus spp. | 150 21,7 Ono, 1999
Espagne Aspergillus spp. | 60 14,19 Arino, 2007
Etats Unis A. ochraceus 85 68,4 Trucksses, 1999
Ghana Aspergillus spp. | 50 76,4 Kpodo, 2000
Inde A. flavus 197 55-62 Janardhana, 1999
A. candidus 30-33
A. fumigatus 18-33
A. terreus 10-11
Iran Aspergillus spp. | 50 8,7 Ghiasian, 2004
Nigeria A. flavus 89 49,4 Bankole, 2004
Venezuela A. flavus 80 Medina-Martinez,
A. parasiticus 2000
Lituanie blé Aspergillus spp. | 33 1,4-3 Baliukoniene, 2003
Pologne Aspergillus spp. | 20 76,5 Krysinska-Traczyc,
2001
Espagne | orge Aspergillus spp 184 82.3 Medina, 2006
Etats Unis A. ochraceus 85 93,6 Trucksses, 1999
Lituanie seigle Aspergillus spp. | 22 6, 3-6,8 Baliukoniene, 2003
Corée riz A. candidus 88 26 Park, 2005
A. flavus 17
A. niger 18
A. ochraceus 7
A. versicolor 20
Vietnam As flavus 25 40 Tran, 2001
A. fumigatus 23
A.oryzae 11
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Ainsi, les Aspergillus sont souvent retrouvés dans les céréales issus des régions chaudes,
parfois a des fréquences tres élevées : 82.3% des échantillons d’orge en Espagne (Medina et
al., 2006). 76,4%, 78% et 82,3% des échantillons de mais produits au Ghana (Kpodo et al.,
2000), en Argentine (Etcheverry et al., 1999) et au Venezuela (Medina-Martinez et Martinez,
2000) ont été trouvés contaminés par des Aspergillus. Les principaux résultats concernant la

contamination des céréales par les Aspergillus sont regroupés dans le Tableau 6.

Les especes du genre Penicillium proliférent en présence d’une activité hydrique relativement
faible et a basse température. Ces espéces sont fréquemment isolées des céréales produites
dans les pays tempérés. On les retrouve aussi dans les grains stockés dans des pays dont le
climat est plus chaud (Amérique du Sud, Asie). Par exemple, 57% des échantillons d’orge en
Espagne contenaient des Penicillium (Medina et al., 2006), mais aussi 38 a 61% et 33,4 a
54% des échantillons de blé et de seigle en Lituanie (Baliukoniene et al., 2003), 67%, 50 a
83%, 93 & 100% des échantillons de mais d’Argentine, d’Inde et de Brésil (Etcheverry et al.,
1999 ; Janardhana et al., 1999 ; Ono et al., 1999). Les principaux résultats concernant la
contamination des céréales par les Penicillium sont présentés dans le tableau 7. Il faut
souligner que, compte tenu de la difficulté de I’identification des Penicillium, les données ne

précisent pas la nature exacte des espéces présentes (Tableau 7).

Tableau 7. Présence des Penicillium dans les grains de céréales pour differents pays.

Pays Céréales | Especes Nombre Fréquen | Références

identifiées d’échantillon | ce

(%)
Argentine | mais Penicillium spp. 67 Etcheverry, 1999
Bresil Penicillium spp. | 150 93-100 Ono, 1999
Espagne Penicillium spp. | 60 9,4 Arino, 2007
Ghana Penicillium spp. | 50 19,9 Kpodo, 2000
Inde Penicillium spp. | 197 50-83 Janardhana, 1999
Iran Penicillium spp. | 50 4,8 Ghiasian, 2004
Lituanie blé Penicillium spp. | 33 38-61 Baliukoniene, 2003
Pologne Penicillium spp. | 20 3,4 Krysinska-Traczyc,
2001

Espagne | orge Penicillium spp. | 184 57.8 Medina, 2006
Lituanie seigle Penicillium spp. | 22 33,4-54 | Baliukoniene, 2003
Coree riz P. citrinum 88 27 Park, 2005

P. islandicum 15

P. verrucosum 11
Vietnam Penicillium spp. | 25 10,94 Tran, 2001
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Les espéces de Fusarium se développent, de préférence, sous des climats moins chauds et

plus humides. Une étude effectuée sur 4 ans, en Russie, a mis en évidence la présence

d’especes de Fusarium dans 5 a 100% des échantillons de blé analysés (Tutelyan, 2004). En

1998, au Brésil, des especes de Fusarium ont été retrouvées dans 98,7 a 100% des

échantillons analysés (Ono et al., 1999). Les espéces les plus fréquentes sont, en général, F.

graminearum, dans I’orge (Usleber et al., 1996) et le mais (Park et al., 1996 ; Molto et al.,
1997), F. verticilloides dans le mais (Ono et al., 1999 ; Kpodo et al., 2000 ; Kedera et al.,
1999 ; Bankole et Mabekoje, 2004 ; Janardhana et al., 1999). Un récapitulatif des données

relatives a la contamination des céréales par les Fusarium est présenté dans le Tableau 8.

Tableau 8. Présence des Fusarium dans les grains de céréales pour différents pays.

Pays Céréale | Espéces identifiées Nombre Fréquence | Références
d’échantillon | (%)
Argentine | mais F. moniliforme 42 Etcheverry, 1999
F. nygamai 56
F. proliferatum 1,8
F. graminearum 42 64 Molto, 1997
F. sporotrichioides 11,9
F. semitectum 11,9
F. solani 4,7
F. equseti 2,3
F. heterosporum 2,3
F. oxysporum 2,3
Brésil F. verticilloides 84 55 Almeida, 2002
Fusarium spp. 150 98,7-100 | Ono, 1999
F. verticilloides 85,9
Espagne F. verticilloides 60 50 Arino, 2007
Etats Unis F. poae 98 447 Park, 1996
F. sporotrichioides 56,5
F. graminearum 67,1
F. subglutinans 57,6
F. moniliforme 22,4
F. proliferatum 41,2
Ghana Fusarium spp. 50 26 Kpodo, 2000
Inde F. moniliforme 197 30-80 Janardhana, 1999
Indonésie F. moniliforme 60 50 Ali, 1998
F. nygamai 6
F. proliferatum 12
F. decemcellulare 38
Iran Fusarium spp. 50 38,5 Ghiasian, 2004
Kenya F. graminearum 153 31,37 Kedera, 1999
F. solani 18,3
F. moniliforme 60,13
F. subglutinans 3,2
F. oxysporum 5,2
Nigeria Fusarium 89 89 Bankole, 2004
verticilloides

52




Venezuela F. moniliforme 80 Medina-
F. proliferatum Martinez, 2000
Argentine | blé F. poae 50 7,8 Moreno-
F.sporotrichioides 7,8 Contreras, 2000
Lituanie Fusarium spp. 33 10-18 Baliukoniene,
2003
Pologne F. avenaceum 20 50 Krysinska-
F. culmorum 10 Traczyc, 2001
F. graminearum 20
F. sporotrichioides 20
F. poae 40
Russie Fusarium spp. 5652 5-100 Tutelyan, 2004
Canada orge F. graminearum 596 71,81 Usleber, 1996
F. sporotrichioides 3,1
F. poae 3,3
F. avenaceum 10
Espagne Fusarium spp. 184 27,8 Medina, 2006
F. verticilloides 61,3
Russie Fusarium spp. 5652 0-16 Tutelyan, 2004
Lituanie seigle Fusarium spp. 22 13,7-17,2 | Baliukoniene,
2003
Russie Fusarium spp. 5652 0-27 Tutelyan, 2004
Corée riz F. graminearum 88 10 Park, 2005
F. oxysporum 11
F. proliferatum 16
F. semitectum 7
Vietnam Fusarium spp. 25 21,88 Tran, 2001

2.2.1.2- Aliments composés pour les animaux

Les aliments composés peuvent étre contaminés par les spores qui étaient initialement
présentes dans les céréales ou dans les autres ingrédients (oléagineux) qui entrent dans leur
composition. Ils peuvent aussi étre contaminés au cours du processus de fabrication ou
pendant le stockage. Les especes de moisissures les plus fréqguemment retrouvees dans les
aliments composés appartiennent aux mémes genres que ceux contaminant les céréales :
Aspergillus, Penicillium, Fusarium.

Les études disponibles concernant I’évaluation du niveau de contamination fongique des
aliments pour animaux concernent en général les aliments composés pour animaux
monogastriques (volailles, porcs...) qui sont plus sensibles a I’action des mycotoxines que les
ruminants.

Malgré un processus technologique permettant souvent la réduction de la contamination
fongique a cause de I’élévation de température (pendant la granulation par exemple), les
résultats disponibles montrent souvent une contamination fréquente par de nombreuses

especes fongiques.
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Par exemple, une enquéte menée en Slovaquie a montré que 89% des échantillons contenaient
des Penicillium, 69% des Aspergillus et 42% des Fusarium (Labuda et Tancinova, 2006). Ces
fréquences de contaminations sont comparables avec celles obtenues dans des enquétes
réalisées en Argentine (Dalcero et al., 1997 ; Dalcero et al., 1998). Lorsque I’analyse va
jusqu’a la détermination de I’espéce, les especes les plus fréquentes sont, en général: A.
ochraceus, retrouvé dans 78-100% des échantillons d’aliments composés pour lapins, porcs et
volailles en Argentine (Dalcero et al., 2002) et F. verticilloides retrouvé dans 73% dans les
aliments composes pour les volailles (Dalcero et al., 1997). Les donneées relatives a la
contamination fongique des aliments composés pour animaux sont répertoriées dans le
Tableau 9.

Tableau 9. Présence de moisissures dans les aliments composés pour les animaux.

Pays Destination | Especes fongiques Nombre Fréquence de Références
identifiées d’échantillons | contamination
(%)
Argentine | volailles A. flavus 96 Rosa, 2006
A. niger
A. ochraceus 12-14
Aspergillus spp. 130 85 Dalcero,
Fusarium spp. 70 1998
Penicillum spp. 41
Aspergillus spp. 130 85 Dalcero,
Fusarium spp. 70 1997
Penicillum spp. 41
lapins A.ochraceus 130 78-100 Dalcero,
porcs A. niger 61 2002
volailles A. japonicus 38
Brésil volailles Penicillium spp. 41.26 Oliveira,
Aspergillus spp. 33.33 2006a
Fusarium spp. 20.63
Slovaquie Penicillium spp. 50 89 Labuda,
Aspergillus spp. 69 2006
Fusarium spp. 42
Roumanie | volailles F.culmorum Tabuc, 2007
F. graminearum
F.moniliforme 42 .8
F.oxysporum
F.sporotrichioides
P. brevicompactum | 22
P. citrinum 33,33
P. purpurogenum
A. flavus
A. fumigatus 14,2
A. niger

54




2.2.1.3- Produits alimentaires a base de céréales

Les céréales représentent une matiére premiére importante pour I’alimentation. Elles sont
transformees en farines a partir desquelles sont elaborés de nombreux aliments finis comme
produits issus de la panification, de la biscuiterie, les céréales pour le petit déjeuner, les
gateaux... Ces produits, comme les aliments composés pour les animaux, peuvent étre
contaminés soit par les spores qui se trouvent initialement dans les céréales, soit plus tard,
pendant le stockage. Les principales especes de moisissures qui les contaminent appartiennent
toujours aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium.

Les données concernant la contamination fongique de produits alimentaires a base de céréales
ne sont pas nombreuses. En effet, les recherches sont, en général, orientées directement vers
I’analyse de la présence de mycotoxines dans ces produits. De plus, la nature des procédés de
fabrication implique souvent la réalisation de traitements thermiques suffisants pour détruire
les spores fongiques présentes. Il peut néanmoins se poser la question de recontamination de
ces produits aprés le traitement thermique et le développement des moisissures pendant le
stockage.

Des especes fongiques toxinogenes ont été retrouvées dans des farines (Lugauskas et al.,
2006 ; Etcheverry et al., 1999), dans le riz (Park et al.,, 2005). Des investigations
mycologiques effectuées au Nigeria (Adebajo et al., 1994) ont démontré des niveaux de
contaminations élevés dans des gateaux de mais. Les résultats disponibles sur la
contamination fongique des produits alimentaires a base de céréales sont récapitulés dans le
Tableau 10.
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Tableau 10. Présence de moisissures dans les produits alimentaires a base de céréales.

Pays Nature de Espéces fongiques Fréquence de | Références
I’aliment identifiées contamination
(%)
Argentine Fusarium spp 68 Etcheverry, 1999
Aspergillus spp. 35
Aspergillus parasiticus 38
Penicillium spp. 21
Corée riz raffiné Penicillium citrinum 27 Park, 2005
Aspergillus versicolor 26
Aspergillus niger 20
Fusarium proliferatum 16
Fusarium oxysporum 3
Fusarium graminearum 3
Fusarium semitectum 3
Lituanie farine de blé Penicillium expansum Lugauskas, 2006
Penicillium viridicatum >40
Penicillium oxalicum
farine de seigle Alternaria alternata
Fusarium sporotrichioides | >40
farine de mais Aspergillus spp.
Aspergillus oryzae
Aspergillus versicolor
Aspergillus flavus >50
Penicillium expansum
Penicillium verrucosum
Penicillium variabile
farine d’orge Fusarium poae
Fusarium oxysporum
Fusarium avenaceum
Fusarium moniliforme
Fusarium tricinctum >50
Aspergillus fumigatus
Penicillium Penicillium
verrucosum
Penicillium viridicatum
Nigeria gateaux de mais | Aspergillus spp. 90 Adebajo, 1994
Penicillium spp. 94
Fusarium spp. 88

2.2.1.4- Autres végétaux

Les moisissures sont fréqguemment retrouvées dans les céréales, mais elles peuvent aussi se

développer sur d’autres végétaux destinés a I’alimentation humaine ou animale (légumes,

fruits). En 2003-2004 en Lituanie, Lugauskas et al. a analysé la contamination mycologique

de lIégumes nouvellement récoltés puis apres stockage. Le but de I'étude était de détecter des

espéces fongiques capables de synthétiser les métabolites toxiques. Des échantillons de
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carottes, d’oignons et de choux ont été prélevés dans des entrep6ts. Penicillium expansum, P.
nalgiovense et P. verrucosum ont été retrouvés sur les carottes, P. expansum sur les oignons et
Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Penicillium funiculosum et P. expansum sur les choux. La
fréquence de contamination des légumes était importante (Lugauskas et al., 2005).

Le café est aussi un produit souvent contaminé par des moisissures ; les especes fongiques
retrouvées dans le café appartiennent principalement au genre Aspergillus (A. ochraceus A.
niger, A. flavus). Des analyses mycologiques effectuées sur des échantillons de café vert
montrent une contamination importante par des especes d’Aspergillus : A. niger (83,3% des
échantillons), A. ochraceus (53,3%) et A. flavus (25%) dans le café portugais et A.
ochraceus (10%) et A. niger (22,9%) dans le café brésilien (Martins et Martins, 2003 ; Urbano
etal., 2001) (Tableau 11).

Tableau 11. Présence des espéces fongiques toxinogénes dans les légumes.

Pays Echantillons Espéces fongiques Fréquence de | Références
identifiées contamination
(%)
Lituanie carotte Penicillium viridicatum 100 Lugauskas, 2005

Penicillium nalgiovense 67
Fusarium oxysporum -
Aspergillus spp. -
oignon Penicillium expansum 22,22
Penicillium jensenii
Aspergillus restrictus -
Aspergillus niger
chou Penicillium expansum 39,1
Penicillium funiculosum
Penicillium cyclopium
Penicillium martensii
Aspergillus niger -
Fusarium avenaceum

Portugal café Aspergillus niger 83,3 Martins, 2003

Aspergillus ochraceus 53,3
Aspergillus flavus 25
Penicillium spp. 10
Brésil Aspergillus ochraceus 10,3 Urbano, 2001
Aspergillus niger 22,9

2.2.1.5- Produits affinés d’origine animale

Les moisissures participent directement au processus de fabrication de nombreux aliments

transformeés d’origine animale. Ainsi, il s’agit d’auxiliaires de fabrication indispensable a la
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fabrication fromagére ainsi qu’a I’acquisition des qualités organoleptiques des produits de
salaison seche. Par conséquent, ces aliments représentent, par définition, un substrat favorable
au développement fongique et posent donc un double probléme en termes de santé publique :
- I’innocuité des souches fongiques utilisées en tant que ferment (absence de pouvoir
toxinogéne notamment).

- le developpement possible d’une flore contaminante potentiellement capable d’altérer le

produit et/ou de produire des métabolites toxiques.

i) Le lait et les produits laitiers

Le lait est, en géneral, peu contaminé. En effet, les conditions de pasteurisation et/ou
stérilisation, de conditionnement et de stockage ne permettent pas de contaminations
ultérieures.

Les produits laitiers comme les yaourts ou les fromages sont, eux, beaucoup plus sensibles
aux contaminations fongiques. Les especes qui contaminent les yaourts et le lait en poudre
appartiennent aux genres Mucor, Fusarium, Penicillium, Alternaria, Aspergillus et Rhizopus.
Le beurre peut rancir, suite a une contamination par Aspergillus repens (Pfohl-Leszkowicz,

2001). Parfois les moisissures sont retrouvées dans les produits laitiers (Tableau 12).

Tableau 12. Présence des espéces fongiques toxinogénes dans les produits laitiers.

Pays Nature de Espéces fongiques Fréquence de | Références
I’aliment identifiees contamination
(%)
Italie fromages Penicillium sp. 72,9% Montagna, 2004
Geotrichum sp. 7,3%
Aspergillus sp. 4,2%
Mucor sp. 4,2%
Norvege Norvegia cheese | Penicillium roqueforti | 99,1% Kure, 2001
Jarlsberg cheese | P. commune
P. palitans 69,8%
P. solitum
Turquie Kuflu cheese Penicillium commune Hayaloglu, 2007
P. roqueforti
P. verrucosum 70.25%
P. expansum
P. chrysogenum
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ii) Les produits carnés

Les produits carnés séchés sont obtenus apres un long processus de maturation. Les
populations fongiques, qui se développent a leur surface, peuvent étre essentielles au
développement des qualités organoleptiques caractéristiques de ces produits. Le plus souvent,
la flore fongique de ces aliments est complexe et comporte de nombreuses espéces, parmi
lesquels on note souvent la présence d’especes potentiellement toxinogenes. Le probleme est
alors d’évaluer la conséquence possible d’un développement incontrdlé de ces especes au
cours de la période d’affinage, qui dure en général plusieurs semaines a plusieurs mois.

Les analyses mycologiques réalisées sur des échantillons de jambon Istrian produit dans le
sud de la Croatie, ont mis en évidence la présence de 17 especes fongiques appartenant aux
genres Penicillium, Aspergillus, Eurotium et Mucor. Les espéces de Penicillium, Aspergillus
et Eurotium représentaient plus de 97% d’especes isolées (Comi et al, 2004).

En Egypte, I’identification des moisissures présentes sur des tranches de viande de porc a
montré la présence d’espéces appartenant aux genres Aspergillus (A. flavus et A. niger),
Penicillium (P. chrysogenum), Rhisopus et Mucor (Izmail et Zaki, 1999).

En Espagne, I’identification de la flore fongique présente sur des produits carnés affinés a
montré que les especes fongiques présentes appartiennent en majorité au genre Penicillium
(Lopez-Diaz et al., 2001, Nunez et al., 1996). Des micromycetes appartenant au genre
Aspergillus (groupe glaucus) ont aussi été isolés sur le jambon sec salé (Hernandez et Huerta,
1993)

Les résultats des analyses fongiques réalisées sur des produits carnés affinés sont répertoriés

dans le Tableau 13.

Par conséquent, les moisissures sont des microorganismes ubiquistes, peu exigents quant a
leur environnement et capables de se développer dans une large gamme de conditions
environnementales et sur de nombreux substrats.

Le développement incontrdlé de ces contaminants peut entrainer une altération de I’aspect des
aliments et en modifier la qualité organoleptique. Dans certaines conditions, ce
développement fongique peut aussi conduire a la production et a I’accumulation dans les

aliments de métabolites secondaires zootoxiques: les mycotoxines.
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Tableau 13. Espéces fongiques présentes dans les produits carnés.

Pays

Produit

Espéces fongigues identifiées

Références

Croatie

Jambon Istrian

Penicillium frequentans
Penicillium verrocosum
Penicillium lanoso-coeruleum
Penicillium lanoso-griseum
Penicillium citrinum
Penicillium chrysogenum
Penicillium commune
Penicillium expansum

Aspergillus flavus
Aspergillus repens
Aspergillus parasiticus
Aspergillus candidus
Aspergillus ochraceus

Fusarium graminearum
Fusarium culmorum

Mucor racemosus

Eurotium repens

Comi, 2004

Egypte

Viande de porc

Aspergillus flavus
Aspergillus niger

Penicillium chrysogenum
Penicillium aurantiogriseum
Penicillium oxalicum

Rhisopus stolonifer

Mucor circineloides

Cladosporium sphaerospermum

Alternaria alternata

Izmail, 1999

Espagne

Saucisson

Penicillium nalgiovense
Penicillium olsonii
Penicillium commune

Lopez-Diaz, 2001

Jambon Ibérien

Penicillium commune
Penicillium chrysogenum
Penicillium aurantiogriseum
Penicillium expansum
Penicillium echinulatum

Eurotium herbariorum
Eurotium repens

Nunez, 1996

Jambon sec salé

Aspergillus
groupe glaucus

Hernandez, 1993
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3- Les mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires toxiques produits par certaines souches de
moisissures dans les milieux ou elles se développent, principalement dans les matiéres
premiéres d’origine végetales (céréales, légumes, fruits). Plusieurs centaines de mycotoxines
ont pu étre identifiées et environ une trentaine de ces molécules a une véritable importance en

termes de santé animale et humaine (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002).

3.1 Conditions de toxinogenese

La production de mycotoxines est directement liée a la croissance fongique. Par conséquent,
les facteurs capables d’influencer la croissance fongique vont aussi jouer un réle sur la
toxinogeneése. De maniére genérale, les conditions environnementales nécessaires a la
production de mycotoxines sont plus étroites que celles permettant la croissance fongique et
sont, le plus souvent, proches des conditions optimales de développement de I’espece

considérée.

3.1.1- Activité en eau (Aw)

L activité hydrique nécessaire a la toxinogénése est supérieure a celle permettant la croissance

fongique (Pfohl-Leszcowicz, 2001). Par exemple, Penicillium verrucosum peut se développer
a partir d’une Aw de 0,80; par contre la production d’OTA n’est possible que lorsque I’Aw
est > 0,85 (Cairns-Fuller et al., 2005). De méme, Fusarium graminearum peut se développer
dans des substrats dont I’activité hydrique est de I’ordre de 0,93. La production de

déoxynivalénol, elle, est importante pour des Aw de 0,995 (Ramirez et al., 2006).

3.1.2- pH
Comme pour I’Aw, la gamme de pH permettant la toxinogénése est plus restreinte que celle

permettant la croissance fongique. En 1997 Keller a caractérisé I’effet du pH sur la croissance
de Fusarium proliferatum et, en parallele, sur la production de fumonisine B1. Les résultats

sont présentés dans le Tableau 14.
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Tableau 14. Influence de pH sur la production de fumonisine B1 par Fusarium
proliferatum.

Keller, 1997
pH Fumonisine B1 (ppm)
2,2 94+45
2,6 33,3+ 10,2
3,0 261,6 + 38,1
3,7 436,7 +118,0
4,2 432,3 + 66,9
5,6 16,9+9,2

3.1.3- Présence d’oxygene

Geénéralement la production des mycotoxines est plus sensible a la variation de composition
de I’air que la croissance fongique. Une concentration en oxygene inférieure & 1% et des
concentrations élevées de CO, empéchent I’élaboration de mycotoxines (Cairns-Fuller et al.,
2005; Keller et al., 1997).

3.1.4- Température

La température optimale pour I’élaboration de mycotoxines est généralement proche de la
température optimale de croissance, mais, le plus souvent, légérement inférieure. C’est
notamment le cas pour I’élaboration des aflatoxines (Aspergillus flavus), de I’ochratoxine A
(A. ochraceus), de la stérigmatocystine (A. versicolor), de la patuline (Penicillium
granulatum), de I’acide pénicillique et de I’acide cyclopiazonique (Penicillium granulatum)
(Pfohl-Leszkowicz, 2001).

La température optimale pour la croissance de Fusarium graminearum est de 25°C, mais la
synthese de la zéaralénone peut avoir lieu a 15°C.

La température peut aussi influencer la proportion de toxines produites par une souche
susceptible de synthétiser plusieures molécules. Par exemple, Fusarium graminearum
(Tableau 15) peut produire préférentiellement de la zearalénone a 25°C, alors que c’est le

déoxynivalenol qui sera majoritairement produit a 28°C (Pfohl-Leszkowicz, 2001).
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Tableau 15. Influence de la température sur I’élaboration de zéaralénone et de
déoxynivalénol par Fusarium graminearum.

Pfohl-Leszkowicz, 2001

Température Concentration en ppm
zéaralénone deoxynivalénol
19,5 57,77 6,1 £0,6
25 120 + 13 149 + 14
28 98 +34 365+ 15

3.1.5- Composition du substrat

La composition qualitative et quantitative des substances nutritives (des glucides,
principalement) peut influencer la production de mycotoxines. La présence de certaines
molécules dans le substrat peut aussi influencer la production de mycotoxines. Ainsi, I’acide
phytique diminue la synthese d’aflatoxine par Aspergillus parasiticus et Aspergillus flavus
alors que la proline stimule cette production. De méme, la proline et I’acide glutamique
stimulent la synthése d’ochratoxine A par Aspergillus ochraceus (Pfohl-Leszkowicz, 2001).

3.1.6- Intéractions microbiennes

La présence simultanée de plusieures espéeces de microorganismes dans le méme milieu
entraine une diminution de la production de mycotoxines par chacun des microorganismes
producteurs.

Ainsi, la quantité d’aflatoxine B1 produite est réduite quand une souche d’Aspergillus flavus
est introduite dans une culture en méme temps qu’une souche d’Aspergillus parasiticus, et ce,
méme si la souche d’ Aspergillus parasiticus est une souche non toxinogene (Pfohl-
Leszkowicz, 2001).

La présence de Fusarium verticilloides sur les épis protége le mais d’une contamination
ultérieure avec I’Aspergillus flavus et réduit la quantité d’aflatoxine produite (Zummo et
Scott, 1992).

En 1988 Mislivec a démontré experimentalement que la culture simultanée d’Aspergillus
parasiticus et d’Aspergillus flavus ne modifie pas la production d’aflatoxines par ce dernier,
alors que la présence d’especes de Penicillium diminuent la production de cette mycotoxine
(Mislivec et al., 1988). Dans le méme esprit, la production d’aflatoxines par Aspergillus

flavus est inhibée par la présence d’Aspergillus niger (Horn et Wicklow, 1983).
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3.2- Nature et origine des mycotoxines

La formation de métabolites toxiques dans un substrat a la suite de leur attaque par des
moisissures peut étre le résultat de trois mécanismes différents :

1 - Le champignon, en parasitant un vegétal vivant, peut entrainer, soit une
exacerbation de certaines réactions métaboliques de la plante, conduisant a des concentrations
anormalement élevées d’un constituant habituel, soit la formation par le végétal de produits
toxiques n’existant pas dans la plante saine.

2 - Le champignon peut transformer un composé peu ou pas toxique en un produit
toxique par le jeu des bioconversions. Ainsi, I’acide coumarique, présent en faible
concentration peut étre transformé par différentes moisissures en 4-hydroxycoumarine, puis
en dicoumarol, anticoagulant puissant.

3 - La toxine est un métabolite propre de champignon: aflatoxine, zéaralénone (Le
Bars, 1988)

3.2.1- Biogénése des mycotoxines

Les mycotoxines font partie des métabolites secondaires, qui ne jouent pas de réle évident
dans I’économie du microorganisme. Contrairement au métabolisme primaire, qui est
fondamentalement le méme pour tous les étres vivants, le métabolisme secondaire dépend de
I’espéce considérée, et trés souvent de la souche. Le métabolisme secondaire, trés important
chez les moisissures, aboutit a une grande diversité de molécules, dont les mycotoxines.

Les métabolites secondaires sont trés souvent élaborés par familles de produits chimiquement
voisins (les aflatoxines, les trichothécénes, etc.). La nature de ces produits, trés hétérogénes,
dépend des caractéres individuels de la souche et des conditions environnementales.

Les voies de biosynthese sont longues et complexes et les réactions sont catalysées par des
enzymes de spécificité différente de celles du métabolisme primaire. La détermination des
schémas métaboliques de biosynthése de certaines mycotoxines a été rendu possible grace a
I’utilisation d’inhibiteurs enzymatiques et de précurseurs métaboliques (Luchese et Harrigan,
1993 ; Steyn, 1980).

Les mycotoxines ont trois origines biosynthétiques principales : la voie des polyacétates, celle
des terpénes et celle des acides aminés. Les principales voies connues de biosynthése des
mycotoxines sont présentées dans la Figure 17.
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Figure 17. Voies de biosynthese des mycotoxines.

3.2.2- Structure des mycotoxines

La diversité des voies de synthése et des espéces productrices fait qu’il existe de tres
nombreuses molécules, de structure relativement différentes les unes des autres (voir plus
loin).

Le plus souvent, les mycotoxines sont de molécules de faible poids moléculaire: de 154 D
pour la patuline qui est I’une des plus petites, a 466 D pour la toxine T2 qui est I'une des plus
grosses.

Les mycotoxines sont, pour la plupart, des composées hétérocycliques insaturés. La présence
de doubles liaisons C = C joue souvent un réle dans la toxicité et les propriétés cancérigenes.
C'est notamment le cas pour les aflatoxines dont la double liaison a I'extrémité des
groupements furanes permet l'addition d'O, et la formation d'un cycle triangulaire époxyde
extrémement toxique (Bennett et Klich, 2003). Pour le DON et la toxine T2 qui sont des 12-
13 époxytrichothécenes, le cycle époxyde est constitutif.

Un certain nombre de ces molécules sont fluorescentes sous lumiere U.V. (aflatoxines B1, B2
et G1, G2, ochratoxine A, zéaralénone,...). Cette caractéristique est importante dans
I’élaboration des méthodes de détection et de dosage.
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3.3- Les principales mycotoxines

Les principales mycotoxines peuvent étre produites par 5 types de champignons : Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Claviceps et Alternaria. Compte tenu de leurs propriétés toxiques
chez I’homme et I’animal et de leur fréquence de contamination des matieres premieres et des
aliments, les mycotoxines les plus importantes sont les aflatoxines, I’ochratoxine A, les

fumonisines, les trichothécénes et la zéaralénone.

3.3.1- Les aflatoxines

Trois especes d’Aspergillus sont connues pour leur capacité a synthétiser des aflatoxines. A.
flavus produit principalement I’aflatoxine B, et I’aflatoxine B,, A. parasiticus, produit les 4
aflatoxines (B1; B2, G1, G2) et A. nomius, une souche rare, proche de A. flavus, est capable
de produire des aflatoxines (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002). Les conditions les plus
favorables a la production d’aflatoxines sont une activité en eau relativement faible (0,84 -
0,86) et une température élevée, comprise entre 25 et 40 °C (Pfohl-Leszkowicz, 2001;
Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002).

La famille des aflatoxines compte 13 substances. Les principales aflatoxines sont présentees
dans le Tableau 16.

3.3.1.1- Contamination des aliments

Compte tenu de leurs conditions de synthese, les aflatoxines sont généralement trouvees dans
des aliments en provenance de régions chaudes et humides (Amérique de Sud, Afrique, Asie).
Elles ont été détectées dans les céréales (malis, blé, orge, avoine, seigle, riz) et les produits a
base de céréales, des oléagineux (soja), des noisettes et leurs dérivés (arachides, beurre
d’arachide, pistache), des légumes (pommes de terre, lentilles, piments) et fruits secs (figues)
et biére. Dans le Tableau 17 sont présentées quelques données concernant la contamination

des aliments par les aflatoxines dans le monde.
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Tableau 16. Les principaux représentants de famille d’aflatoxines.

Dénomination | Formule brute Structure Masse moléculaire
g/mol
Aflatoxine B1 C17H1206 312,3
Aflatoxine B2 C17H1406 314,3
Aflatoxine G1 C17H1207 328,3
Aflatoxine G2 C17H1407 330,3
Aflatoxine M1 C17H1207 328,3
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Tableau 17. Présence des aflatoxines dans des matiéres premiéres et des produits
d’origine végétale pour differents pays.

Pays Produit Toxine Niveau de Références
contaminatio
n (ug/kg)
Céréales
Argentine mais AFB1 50 Nepote, 1997
AFB2 30
Bostwana sorgho aflatoxines totales | 0,3 Siame, 1998
Brésil mais AFB1 0,2-129 Vargas, 2001
AFB1+AFG1 12-906 Hennigen, 1995
AFB2 48-180
AFG2 6-11
Corée riz AFB1 4,3 Park, 2005
Etats Unis mais aflatoxines totales | 0-35 Abbas, 2002
Ethiopie blé orge sorgho AFB1 26 Ayalew, 2006
France mais AFB1 4-34 Garon, 2006
Grand riz AFB1 28 Scudamore,
Bretagne 1998b
Inde mais AFB1 0-26,8 Janardhana, 1999
Indonesie mais aflatoxines totales | 119 Ali, 1998
Kenya mais AFB1 52.91 Lewis, 2005
Nigeria mais AFB1 22 Bankole, 2004
Pologne avoine blé mais aflatoxines totales | 5-1140 Juszkiewicz,
orge seigle 1992
Turquie avoine blé mais aflatoxines totales | 0.03-3.16 Baydar, 2005
orge seigle
soja AFB1 0,94
Vietnam mais AFB1 28 Wang, 1995
Aliments composée pour les animaux
Argentine AC volailles AFB1 17-197 Dalcero, 1997
10-123 Dalcero, 1998
AC volailles AFB1 181-14545 Magnoli, 1998
AFB2 6-3640
Brésil AC volailles AFB1 1,2-17,5 Oliveira, 2006a
Aliments d’origine végétale destinés a I’alimentation humaine
Argentine polenta aflatoxines totales | >2 Solovey, 1999
corn flakes
Afrigque de mais malt sorgho pour | aflatoxines totales | 200-400 Odhav, 2002
Sud biére
Bostwana arachide aflatoxines totales | 0,1-64 Siame, 1998
beurre d’arachide
Quatar pistache AFB1 0,23-81,64 Abdulkadar, 2004
piment (chilli) 5,60-69,28
arachides 0,17-2,13
figues seches 0,7-11,8
Turquie pommes de terre AFB1 0,11 Baydar, 2005
lentilles 0,57
noisettes (creme) AFB1 1,07 Gunsen, 2002
abricots séchés 1,44
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L’aflatoxine B1 présente dans les aliments ingérés par des vaches laitieres est partiellement
métabolisée au niveau hépatique et transformée en son derivé 4-hydroxy, connu sous le nom
d'aflatoxine M1 qui est excrétée dans le lait. Cette molécule est stable et peut ensuite étre
retrouvée dans les produits a base de lait (yaourts, fromages). Le Tableau 18 présente
quelgues données concernant la présence de I'aflatoxine M; dans le lait et les produits laitiérs.

Tableau 18. Présence de I’aflatoxine M; dans le lait et les produits laitiers

Pays Nature des échantillons | Contamination en Références
AFM1 (ng/l)
Lait
Brésil lait cru 73-370 de Sylos, 1996
lait UHT 50-240 Garrido, 2003
lait pasteurisé
lait UHT 11-251 Oliveira, 2006b
Colombie lait cru 10,6- 288,9 Diaz, 2006
Corée lait pasteurisé 18 Kim, 2000
lait en poudre 200
lait pour les nourrissons 46
Espagne lait cru 10-80 Rodriguez-Velasco, 2003
Gréce lait pasteurisé Roussi, 2002
lait UHT <50
lait concentré
Italie lait cru 2-108 Bognano, 2006
lait cru 1-235 Galvano, 2001
Japon lait pasteurisé 1-29 Nakajima, 2004
Kuwait lait frais 0,21 Srivastava, 2001
Libye lait cru 0,03-3,13 Elgerbi, 2004
Maroc lait pasteurisé 1-117 Zinedine, 2007a
Mexique lait cru 0-8350 Carvajal, 2003
Portugal lait cru 5-50 Martins, 2000
lait UHT 21-50
Turquie lait cru <50 Oruc, 2001
lait UHT 108.17 Unusan, 2006
Produits laitiers
Corée yaourt 29 Kim, 2000
Italie fromage 5-250 Peitri, 1997
yaourt 1-32,1 Galvano, 2001
Portugal Yaourt 44 Martins, 2004
Yaourt +fraises 51,12
Turquie fromage 810 Oruc, 2001
fromage 142,2 Gunsen, 2002

Les effets des aflatoxines sur la santé animale varient suivant I'espéce, I'age, le sexe, I'état

3.3.1.2- Effets toxiques d’aflatoxines

physiologique de I'animal, le mode d'administration, la composition de I'alimentation.
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L'AFB; est la plus toxique suivie, par ordre décroissant de toxicité, par I'AFM;, I'AFGy,
I'AFB; et 'AFG,. La toxicité des aflatoxines Gy, B, et G, sont respectivement 50, 80 et 90 %
moindre que celle de I'AFB; (Cole et Cox, 1981).

Ingérée en grande quantité, I’aflatoxine peut étre responsable de toxicités aigués. Elle se
caractérise généralement par la mort rapide des animaux. lIs présentent alors un foie décoloré
et augmenté de volume (hépatotoxicité) ; les reins presentent des signes de glomérulonéphrite

et les poumons sont congestionnés.

Les aflatoxines sont tératogenes (Arora et al., 1981). L'effet tératogéne est bien décrit chez
les embryons de poulet pour lesquels on note un retard de développement, une microcéphalie,
une anophthalmie, un palais fendu (bec de lievre) et une déformation des maxillaires (Vesely
etal., 1983).

Toutefois, la propriété toxique majeure de I’AFB1 est son pouvoir cancérigene. En effet, cette
molécule est responsable de I’apparition d”hépatocarcinomes chez les hommes et les animaux.
Pour cette raison, elle est classée dans le groupe | des molécules cancérigenes chez I’homme
par le IARC (Autrup et al., 1991; Vainio et al., 1992).

3.3.2- L’ochratoxine A

La famille des ochratoxines comprend une dizaine de molécules connues, mais I’ochratoxine
A est le représentant le plus important. L’ochratoxine A ou OTA (Figure 18) est produite par
des espéces d’Aspergillus (A. ochraceus) et de Penicillium (P. verrucosum, P. viridicatum) ce
qui en fait un contaminant pouvant é&tre produit dans des conditions assez variables. En effet,
la température optimale de production de I’OTA par I’Aspergillus ochraceus est de 28 °C,
cette production étant fortement réduite a 15 °C ou 37 °C. Au contraire, Penicillium
viridicatum se développe et peut produire de I’OTA dans une gamme de températures qui
varie de 4 a 30 °C. Dans les régions froides, I'OTA est donc plutdt produite par des
Penicillium, alors que dans les régions chaudes, ce sont plutdt les Aspergillus qui la
synthétisent (Pohland et al., 1992 ; Varga et al., 1996).
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Formule brute: C20H18CINOSG. - 15
Masse moléculaire :  403,8 g/mol

Figure 18. L’ ochratoxine A.

3.3.2.1- Contamination des aliments

L’ochratoxine A est retrouvée essentiellement dans les céréales (blé, mais, seigle, orge,
avoine...), mais aussi dans le riz, le soja, le café, le cacao, les haricots, les pois, les cacahuétes
et les fruits secs (figues, raisins). Elle est présente aussi dans les produits dérivés des céréales
comme la farine, le pain, les pates (Majerus et al., 1993), dans la biére (EI-Dessouki, 1992) et
méme dans le vin et les jus de raisin (Zimerli et Dick, 1996).

Contrairement aux aflatoxines, retrouvée plus souvent dans des céréales issus des régions
chaudes, I’ochratoxine A est retrouvée dans les céréales de toutes les régions car elle peut étre
produite par I’Aspergillus ochraceus dans les régions chaudes et par les Penicillium dans les

climats tempéreés (Tableau 19).

L’ochratoxine A, se retrouve dans les aliments composés pour les aliments, conségquence
d’utilisation de matiéres premiéres contaminés ou de mauvaises conditions de stockage. Cette
mycotoxine a été retrouvee a des niveaux pouvant atteindre 30 pg/kg dans les aliments
composés pour les porcs (Dalcero et al, 2002) et jusqu’a 25 pg/kg dans les aliments
composés pour les porcs, les volailles et les lapins produits en Argentine (Magnoli et al.,
1998).

Les produits alimentaires a base de céréales contiennent parfois de I’ochratoxine A ; les
quantités retrouvées sont en générale faibles (Ngundi et al., 2006). Les Aspergillus et les
Penicillium proliferent le plus souvent en surface des grains et une grande quantité de

mycotoxine est éliminée pendant les processus technologiques.
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Tableau 19. Présence de I’ochratoxine A dans les grains de céréales

pour différents pays.

Pays Echantillon Niveau de Références
contamination (ug/kg)
Corée riz 3,9 Park, 2005
Cote d’lvoire | millet 3-1738 Sangare-Tigori, 2006
mais 9-92
riz 0,6-64
Croatie mais 1,47 Domijan, 2005
Ethiopie blé orge 54,1 Ayalew, 2006
sorgho
Etats Unis blé 60 Ngundi, 2006
orge 85
Grand mais 2 Scudamore, 1998a
Bretagne riz 3-12 Scudamore, 1998b
mais 1,5 Scudamore, 2000
blé orge avoine | 5,2-231 MacDonald, 2004
Houngarie blé 0,3-62,8 Fazekas, 2002
mais 1,9-8,3
orge 0,14-212
Inde mais 0-20 Janardhana, 1999
Italie blé 0-4,07 Castoria, 2005
Lituanie blé 1,77-3,19 Baliukoniene, 2003
orge 0,37-0,92
Maroc riz 0,02-32,4 Zinedine, 2007
Pologne blé 0,5 Krysinska-Traczyk, 2001
Portugal riz 0,09-3,52 Pena, 2005
Russie blé, seigle, 200-33300 Aksenov, 2006
orge, avoine
Turquie blé 0,36-2,23 Baydar, 2005
mais 0,47
riz 0,27
soja 0,57
avoine 4,07
seigle 3,69
orge 3,45

Les figues et raisins secs (Zinedine et al., 2007b; Tjamos et al., 2006), les arachides
(Zinedine et al., 2007b), le café (Fujii et al., 2006 ; Fazekas et al., 2002; Robledo et al., 2001)
sont souvent contaminés par I’ochratoxine A. On trouve aussi des petites quantités de cette

mycotoxine dans les pommes de terre et les lentilles (Baydar et al., 2005). Ces données de

contamination sont présentées dans le Tableau.20.

72




Tableau 20. Présence de I’ochratoxine A dans des produits végétaux

Pays Produit Niveau de Références
contamination
(Hg/kg)
Brésil café 0,84-7,3 Fujii, 2006
Grece raisins 16-25 Tjamos, 2006
Houngarie café 0,17-1,3 Fazekas, 2002
Maroc figues séchs 0,01-1,42 Zinedine, 2007b
raisins séchs 0,05-4,95
arachides 0,1-2,36
Mexique café vert 30,1 Robledo, 2001
Portugal café 0,2-7,3 Martins, 2003
Tunisie raisins 0,59-2,57 Lasram, 2007
Turquie pommes de terre 0,32 Baydar, 2005
lentilles 0,83

L’ochratoxine A a aussi pu étre retrouvée dans les abats et les viandes d’animaux recevant des
aliments contaminés (Jorgensen, 1998). Elle a été mise en évidence dans le sang et les tissus
des animaux d’élévage ou elle s’accumule au niveau rénal et hépatique (Terplan et Wenzel,
1993 ; Mac Donald et al., 1993 ; Gareis, 1996).

3.3.2.2- Effets toxigues de I’ochratoxine
L’organe cible pour I’OTA est le rein. (Pohland et al., 1992 ; Marquardt et Frohlich, 1992).

Toutefois, la toxicité de cette mycotoxine peut varier en fonction de I'espéce, du sexe, de la
voie d'administration. Di Paolo et coll. (1993) ont décrit un cas d'intoxication aigué par
inhalation d'Aspergillus ochraceus, ayant provoqué une atteinte rénale (oligurie et
tubulonécrose) (Pohland et al., 1992; Marquardt et Frohlich, 1992). L’OTA est aussi tres
facilement et rapidement absorbée par le tractus respiratoire (Breitholz-Emanuelsson et al.,
1995).

L'OTA est potentiellement néphrotoxique chez toutes les especes testées, a I'exception des
ruminants adultes (Ribelin et al., 1978). Des études effectuées au Danemark, en Hongrie, en
Scandinavie et en Pologne, ont montré que I'OTA peut jouer un réle majeur dans I’étiologie
de la néphropathie porcine. Des lésions rénales chez le poulet ont aussi été associées a

I'ingestion de cette mycotoxine (Hamilton et al., 1982).

L'OTA administrée a divers animaux provoque des effets variables au niveau de la moelle
osseuse et de la réponse immunitaire. Elle peut étre a l'origine de lymphopénie, de régression
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du thymus et de suppression de la réponse immunitaire (Singh et al., 1990, Lea et al., (1989,
Luster et al., 1987).

L'OTA est tératogéne chez I'animal. Elle provoque des anomalies morphologiques diverses
chez le rat, la souris, le hamster, le porc et les embryons de poulet. Celles ci incluent : une
mortalité feetale augmentée, des malformations fcetales, une perte de poids des feetus, une
proportion anormale de feetus présentant des hémorragies, une réduction de la taille des
portées et des retards de croissance, anomalies des visceres et du squelette (Pfohl-Leszkowicz,
2001).

Chez I’homme, I’OTA est suspecte d’étre impliquée dans la néphropathie endémique des
Balkans (Abouzied et al., 2002 ; Vrabceva et al., 2000 ; Vrabceva et al., 2004). Elle est
classée dans le groupe 2B des molécules cancérigenes chez I’animal est possiblement

cancerigéenes chez I’homme (Vainio et al., 1992).

3.3.3- Les fumonisines

Les fumonisines sont un groupe de mycotoxines caractérisées a la fin des années 80 et
produites par Fusarium verticilloides, une moisissure présente dans le monde entier et
fréquemment retrouvée sur le mais. Plusieurs souches de F. verticilloides isolées d’autres
substrats comme le sorgho (Ayalew et al., 2006) et I’avoine (Sugita-Konishi et al., 2006)
produisent des quantités importantes de fumonisines.

Ces toxines peuvent aussi étre produites par F. proliferatum (Norred et al., 1992) et F.
nygamai qui parasite principalement le sorgho et le millet (Nelson et al., 1992). On a aussi
montré que les fumonisines peuvent étre élaborées par F. oxysporum (Abbas et al., 1995a) et
F. polyphialidicum (Abbas et Ocamb, 1995) ; A. alternata sp. Lycopersi peut synthétiser
aussi des fumonisines (Abbas et al., 1997).

Aujourd’hui la famille des fumonisines comprend 15 molécules différentes. Les fumonisines
B1, B2 et B3 (Figure 19) sont les plus répandues dans le monde comme des contaminants

naturels des céréales. Les principales fumonisines sont présentés dans le Tableau 21.
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Figure 19. Structure genérale des fumonisines.

Tableau 21. Les principales fumonisines.

Denomination R1 R2 Formule brute Masse moleculaire
Fumonisine B1 | OH OH C34H59N015 721,838
Fumonisine B2 OH H C34H59N014 705,839
Fumonisine B3 H OH C34H59N014 705,839
Fumonisine B4 H H C34H59NO013 689,840

Les Fusarium sont des champignons endophytes qui colonisent la plante en croissance sans
aucun signe visible. Ils peuvent infester les racines, les jeunes feuilles et les parties
végetatives ou directement les grains. Les épis de mais peuvent contenir de fortes teneurs en

fumonisines sans aucune altération macroscopique.

3.3.3.1- Contamination des aliments

Les fumonisines sont des contaminants trés fréquents des aliments a base de mais en Afrique,
en Chine, en France, en Indonésie, en Italie, en Amérique du Sud, en Thailande et aux Etats-
Unis. Les niveaux de contamination observés sont parfois trés importants: 3600-11600 g
FB1/kg de mais au Kenya (Kedera et al., 1999) et 2117 pug FB1/kg dans le sorgho en
Ethiopie (Ayalew et al., 2006), 6100 ug FB1/kg dans le mais au Brésil (Vargas et al., 2001),
18500 pg FB1/kg dans du mais en Corée (Ah Seo et Lee, 1999), ce mais contenant aussi de la
Fumonisine B2 (5600 ug/kg) et de la fumonisine FB3 (2500 ug/kg). Par comparaison, le mais
produit en Europe présente des niveaux de contamination plus faibles (Arino et al., 2007).

Ces données de contamination sont répertoriées dans le Tableau 22.
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Tableau 22. Présence de fumonisines dans des céréales pour différents pays.

Pays Echantillon | Fumonisines Niveau de Références
contamination
(Ha/kg)
Bostwana mais FB1 20-1270 Siame, 1998
Brésil mais FB1 200-6100 Vargas, 2001
Corée mais FB1 23,2 Sohn, 1999
FB2 7,5
FB3 6,3
mars FB1 18500 Ah Seo, 1999
FB2 5600
FB3 2500
riz FB1 54,4 Park, 2005
Croatie mais FB1 459,5 Domijan, 2005
Espagne mais FB1 43 Arino, 2007
FB2 22
Etats Unis mais fumonisines totales | 140-609 Abbas, 2002
Ethiopie sorgho fumonisines totales | 2117 Ayalew, 2006
Grand Bretagne | mais FB1 8-32 Scudamore, 1998b
Indonésie mais FB1 855 Ali, 1998
Italie blé FB1 0-70 Castoria, 2005
Japon mais FB1 354 Sugita-Konishi,
avoine FB2 94 2006
FB3 64
Kenya mais FB1 3600-11600 Kedera, 1999
Mexique mais FB1 2541 Robledo, 2001
Nigérie mais FB1 70-1780 Bankole, 2004
Thailande mais FB1 1790 Yoshizawa, 1996
FB2 251

Les fumonisines sont essentiellement présentes dans les aliments & base de mais destinés aux

hommes ou aux animaux. En Italie des quantités importantes de fumonisines se retrouvent

dans les produits de panification ; les échantillons de pain, pates, biscuits, céréales pour le

petit déjeuner, analysés contenaient de la fumonisine B1 entre 10 et 2870 pg/kg et de la

fumonisine B2 entre 10 et 790 ug/kg (Cirillio et al., 2003). Plus récemment, une étude

effectuée sur les aliments a base de céréale pour les enfants, en Russie, a démontré une

importante contamination ; les échantillons analysés présentaient en effet un taux de
FB1+FB2 allant de 10 a 9200 npg/kg (Sedova et Tutelyan, 2006). Ces données sont
répertoriées dans le Tableau 23.
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Tableau 23. Présence de fumonisines dans des produits a base de céréales.

Pays Echantillon Fumonisines | Concentration | References
(Hg/kg)
Argentine | farine de mais FB1 60-2860 Solovey, 1999
corn flakes FB2 61-1090
FB3 18-1015
Brésil farine de mais FB1 2242 de Castro,
produits a base de mais FB2 437 2004
FB3
Italie pain, pates, biscuits, FB1 10-2870 Cirillo, 2003
céréals petit déjeuner FB2 10-790
Russie produits a base de FB1+FB2 30-4350 Sedova, 2006
ceréales 10-9200
produits a base de
céréales et lait

3.3.3.2- Effets toxiques des fumonisines

La toxicité des fumonisines est caractérisée par I’apparition de signes clingiues tres différents
en fonction des especes. Chez les équins, la fumonisine est responsable, d’une maladie
connue sous la dénomination de : Equine LeukoEncephaloMalacia (ELEM) qui se traduit par
une liquéfaction de la substance blanche cérébrale (Bailly et al., 1996). En plus des Iésions au
niveau cérébral, des anomalies histopathologiques du foie et des reins apparaissent chez des
chevaux ayant ingéré de la FB; pure ou du mais naturellement contaminé (Ross et al., 1993 ;
Wilson et al., 1992).

Les porcins nourris avec des cultures de F. verticilloides développent un cedéme pulmonaire
(Osweiler et al., 1992 ; Ross et al., 1992). Les doses plus faibles engendrent des
hépatotoxicoses aigués (Osweiler et al., 1992 ; Colvin et al., 1993). La FB1 provoque aussi
des altérations morpho-physiologiques au niveau du pancréas, du cceur, des reins, de
I’;esophage et de I’endothélium alvéolaire. Les expériences effectuées par Becker et al.

(1995), montrent que la FB1 ne se transmet pas dans le lait et n’affecte donc pas les porcelets.

Les volailles sont beaucoup plus résistantes a la FB1. Cette molécule n’entraine en général
qu’une perte de poids et des diarrhées a forte dose (Bucci et Howard, 1996). D’aprés Bucci et

Howard (1996), la fumonisine B1 ne passe pas dans les ceufs.

Lebepe-Mazur et al. (1995) ont montré que la FB; affecte les feetus chez les rattes. On note
une diminution du poids des petits et des malformations feetales (Lepede-Mazur et al., 1995 ;
Floss et al., 1994 a et b). Ces molécules sont aussi immunotoxiques et diminuent la
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prolifération lymphocytaire ainsi que la synthese de certaines immunoglobulines (Osweiler et
al., 1993, Rotter et al., 1996 ; Martinova et Merrill, 1995).

L’administration prolongée de FB1 a des rongeurs de laboratoire entraine I’apparition de
tumeurs hépatiques (Gelderblom et al., 2001). Chez I’homme, la FB1 est suspecte d’étre
impliquée dans la forte prévalence des cancers de I’cesophage observée dans certains pays
comme en Afrique du Sud et en Chine (Luo et al., 1990 ; Yoshizawa et al., 1994). Pour ces
raisons, la FB1 est classée dans le groupe 2B des molécules cancérigenes chez I’animal et

potentiellement cancérigenes chez I’homme (IARC, 2000).

3.3.4- Les trichothécenes

Le groupe des trichothécenes compte approximativement 60 molécules biologiquement
actives. Les trichothécénes sont produites, principalement, par des espéces de genre Fusarium
qui contaminent les céréales, particulierement le mais. Des trichothécenes peuvent aussi étre
produites par des especes appartenant aux genres Myrothecium, Trichoderma, Trichothecium,
Stachybotrys.

Les trichothécénes appartiennent au groupe des sesquiterpénoides. Ils possédent un squelette
tricyclique forme par un cyclopentane, un cyclohexane, un cycle a six chainons oxygeéneés 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
époxy en C12,13 caractéristique des 12,13 époxy-trichothécénes.

On classe les trichothécénes en 4 groupes, les groupes A et B (figure 4) étant les plus
importants en termes de prévalence naturelle :

- Groupe A : constitué par les trichothécenes 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 trichothécenes 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 : constitué 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.

La structure des principales trichothécénes des groupes A et B est représentée dans la Figure
20.
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H
Dénomination Rl1| R2 | R3 | R4 R5 Formule Masse
brute moléculaire
g/mol
Toxine T2 OH | OAc | OAc | H | OCOCH,CH(CHg), | C24H3409 466,50
Toxine HT?2 OH | OAc | OAc | H | OCOCH,CH(CHz), | C22H3208 4245
Diacétoxyscirpénol | OH | OAc | OAc | H H C19H2607 366,41
DAS
Nivalénol OH| OH | OH | OH =0 C15H2007 312,32
NIV
Déoxynivalénol |OH| H | OH | OH =0 C15H2006 296,36
DON

Figure 20. Structure chimique générale des principaux trichothécenes
de groupes A et B.

Fusarium sporotrichioides, F. poae (tricinctum) et F. equiseti sont les principales espéces qui
produisent les trichothécenes du groupe A ; les principaux représentants de ce groupe sont la
toxine T-2 (T-2) et la toxine HT-2 (HT-2) ; la toxine T-2 est considérée la molécule la plus
toxique (Pfohl-Leszkowicz, 2001).

Les trichothécénes du groupe B sont produites, principalement, par Fusarium graminearum,
F. nivale et F. culmorum. Les principales mycotoxine du groupe B sont le nivalénol (NIV) et
le déoxynivalénol (DON). Le déoxynivalénol (encore appelé) vomitoxine est reconnu comme
la mycotoxine la plus répandue (DiMello et al., 1997).

Les trichothécéne de groupes A et B peuvent étre produites aussi par d’autres especes de
Fusarium: F. acuminatum et F. sambuccinum produisent des trichothécénes du groupe A et F.
croockwellense des trichothécénes du groupe B.

Le groupe C réuni des trichothécénes produites par les especes de genres Trichoderma et
Trichothecium.

Les trichothécénes du groupe D sont produites par les espéces de genres Myrothecium et
Stachybotrys; les trichothécénes de ce groupe, les plus connues, sont la roridine, la

verrucarine et les satratoxines (DiMello et al., 1997; Placinta et al., 1999)
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3.3.4.1- Contamination des aliments

Les trichothécenes sont largement répandues dans les régions tempérés et humides.

La toxine T-2 (T-2) est produite sur les céréales dans de nombreuses parties du monde et sa
présence est habituellement associée a une période prolongée d’humidité pendant la moisson.
La toxine T-2 et la toxine HT-2 se retrouvent souvent dans I’avoine.

Le déoxynivalénol (DON) contamine diverses céréales, en particulier le mais et le blé, mais il
a également été détecté, en teneur plus faible, dans d’autres céréales comme I’orge, I’avoine,

le seigle et le riz. (Tableau 24)

Les trichothécenes sont essentiellement présentes dans les aliments a base de mais destinés
aux hommes ou aux animaux. Le DON est la mycotoxine la plus répandue dans les céréales et
elle est souvent retrouvée dans les farines, les pates et les céréales pour le petit déjeuner
(Tableau 25)
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Tableau 24. Présence de trichothécénes dans les céréales.

Pays Céréale Trichothécénes Niveau de Références
contamination (ug/kg)
Allemagne seigle DON 0,5-64,6 Gang, 1998
NIV 17,6-30,4
blé DON 167-735 Muller, 2001
3aDON 948
NIV 2-73
DAS 17
avoine DON 18-25 Schollenberger, 2005
T2 6-11
HT2 5-23
Bulgarie blé DON 180 Vrabcheva, 1996
T2 55
Chine blé DON 2850 Li, 2002
NIV 578
15aDON 59-1800
Corée mais DON 0-1500 Abbas, 2002
Etats Unis blé orge avoine DON 100-600 MacDonald, 2004
Ethiopie orge sorgho ble DON 40-2340 Ayalew, 2006
France mais DON 100-213 Garon, 2006
Inde mais T2 12-30 Jabnardhana, 1999
DON 17-21
Indonésie mais DON 21 Ali, 1998
NIV 49
Mexique mais T2 7 Robledo, 2001
Nigérie mais DON 226,2 Adejumo, 2007
3aDON 17,3
DAS 16
Norvége avoine HT2 115 Langseth, 1999
T2 60
DON 104
NIV 56
orge HT2 73
T2 85
DON 155
NIV 30
blé HT2 20
T2 20
DON 53
Pologne blé DON 0-950 Kryszinska-Traczyc,
NIV 0-1280 2001
orge DON 0,1-156,6 Perkowski, 1998
Roumanie blé DON 880 Curtui, 1998
3aDON 66
15aDON 150
T2 13
mais DON 890
3aDON 180
15aDON 620
T2 63
DAS 2,6
Russie blé DON 0-860 Tutelyan, 2004
orge 0-910
seigle 0-1110
Uruguay orge DON 1900-10000 Pan, 2007
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Tableau 25. Présence de trichothécénes dans des produits a base de céréales.

Pays Echantillon Trichothécénes | Niveau de Références
contamination
(Ha/kg)
Danemark | farine de blé DON 191 Rasmunssen,
farine de seigle 99 2003
Etats Unis | farine d’avoine DON 1 Ngundi, 2006
blé 180
orge 65
Italie pain pates biscuits DON 7-930 Cirillo, 2003
céréales petit déjeuner
Portugal céréales petit déjeuner | DON 103-6400 Martins, 2001
Aliments composés pour les animaux
Slovaquie | AC volailles DON 0-1230 Labuda, 2005
3aDON 0-1497
15aDON 0-229
DAS 0-5
T2 0-130
HT?2 0-173

Les Fusarium sont des especes endophytes; elles se développent seulement sur des plantes
vivantes ou elles peuvent produire des mycotoxines. Le trichothécenes, tout comme les
fumonisines, ne sont transférées que de maniere trés limitée a la viande, au lait et aux ceufs, et
la contribution de la nourriture d’origine animale a I’exposition totale de I’homme a ces

toxines est donc insignifiante (Tobias et al., 1992).

3.3.4.2- Effets toxiques des trichothécénes

i) Trichothécenes du groupe A

La plupart des études toxicologiques ont été réalisées avec la toxine T-2. On estime que la
toxicité de la HT-2 est équivalente a celle de la T-2.

Les effets observés lors d'étude de la toxicité aigué chez l'animal sont principalement des
symptomes non spécifiques comme la perte de poids, la perte d’appétit, des dermatites, des
vomissements, des diarrhées, des hémorragies et des nécroses de I'épithélium gastrique et
intestinal et de la moelle osseuse, de la rate, des testicules et des ovaires (Coppock et al.,
1985). L'organe cible de la toxine T-2, apres exposition a une ou plusieurs doses, est le tissu
hématopoiétique, au sein de la moelle osseuse (Diaz et Boermans, 1994, Harvey et al., 1994).
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Les études de toxicité subchronique chez le rat, la souris, le porc et le singe rapportent des
modifications hématologiques et immunologiques (Vidal, 1990).

Les effets hématotoxiques se manifestent par des leucopénies qui apparaissent apres
exposition a ces trichothécenes chez de nombreuses especes. L’apparition d’hémorragies est
un des symptémes caractéristiques des intoxications par les trichothécénes chez le rat, la
souris, le porc, les bovins, les ovins et I'hnomme. Ces hémorragies sont dues a une diminution
du nombre de plaquettes dans le sang circulant et a des dysfonctionnements de celles-ci
(Coppock et al., 1989 ; Gentry et al., 1984).

La myélotoxicité concerne les troubles induits sur la formation des cellules sanguines lors de
I'nématopoiese qui se déroule dans la moelle osseuse. Les atteintes de la moelle osseuse par
ces trichothécenes 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 le plus myélotoxique des trichothécenes
(Wang et al., 1998).

Concernant les effets immunotoxiques, I’exposition aux trichothécenes du groupe A induit
une diminution du nombre de splénocytes, de thymocytes, de lymphocytes circulants et une
déplétion des lymphocytes B dans le foie foetal de souris. 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 (Pestka et Bondy, 1994 ; Oswald
et Comera, 1998 ; Islam et al., 1998)

Dans les études de toxicité chronique et de cancérogenése, des Iésions de I'oesophage ont été
rapportées chez la souris et le rat ; une augmentation de I'incidence d’adénomes pulmonaires
et hépatocellulaires et une hyperplasie de I'épithélium gastrique dose-dépendante ont
également été décrites aux plus fortes doses testées (Coulombe, 1993).

Les études visant a rechercher des effets génotoxiques de ces trichothécenes présentent des

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

ii) Trichothécénes du groupe B

Les effets toxiques observés dans les études de toxicité aigué et subaigué sont des
vomissements, des refus de s'alimenter, des pertes de poids et des diarrhées. Apres
intoxication aigué, une necrose tissulaire est observee au niveau du tractus intestinal, de la
moelle osseuse et des tissus lymphoides (Marpegan et al., 1988).

Lors des études de toxicité subchronique par voie orale, les effets indésirables observés sont

une réduction de la consommation alimentaire, une diminution du gain de poids et des
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perturbations de certains parametres sanguins dont le taux d'immunoglobulines sériques
(Zhou et al., 1998 ; Yamamura et al., 1989 ; Li et al., 1997 ; Li et al., 2000). Les effets
immunotoxiques de I’exposition aux trichothécénes du groupe B se traduit par une réduction
du nombre des cellules des différentes lignées cellulaires immunitaires ainsi qu'une baisse de
la résistance a l'infection (Hinoshita et al., 1997 ; Oswald et Comera , 1998 ; Pestka et Bondy,
1994; Ouyang et al., 1996).

Une diminution du nombre de cellules sanguines circulantes due a une myélotoxicité est
également décrite avec les trichothécénes du groupe B. Cependant, ces troubles
hématologiques semblent avoir une amplitude plus faible que ceux induits par les
trichothécenes du groupe A (Bennett et Klich, 2003).

3.3.5- La zéaralénone

La zéaralénone (ZEA) ou toxine F-2 est produite par les espéces apaprtenant au genre
Fusarium, en particulier F. graminearum, F. semitectum, F. equiseti, F. crookwellense et F.
culmorum. Elle peut étre également étre synthétisée par F. tricinctum, F. oxysporum, F.
sporotrichoides et F. laterium. La production de cette mycotoxine est favorisée lorsque les

températures sont situées entre 10 et 15°C.

La zeéaralénone a été identifiee comme une lactone de I’acide résorcylique ou RAL (Figure21)

Formule brute : C1gH2,05
Poids moleculaire: 318 Da

C

Figure 21. Structure moléculaire de la zéaralenone.

Le noyau de la molécule, constitué par la lactone de I’acide résorcylique (zéaralone),
caractérise toute une famille de produits naturels ou dérivés par synthése chimique.

Les dérivés a et B zéaralénols, métabolites naturels, sont des produits du métabolisme animal
ou humain. Ils peuvent étre également détectés dans les céréales contaminées (Schollenberger
et al., 2005 ; Schollenberger et al., 2006).
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3.3.5.1- Contamination des aliments

La contamination des céréales par la ZEA est un phénomeéne mondial car les especes de
Fusarium productrices de cette mycotoxine se développent trés facilement dans tous les types
climatiques.

La zéaralénone est une toxine fréquente dans le mais et les produits de mais, mais sa présence
a été aussi détectée dans le soja et diverses céréales et graines, ainsi que dans leurs sous-
produits. La présence de zéaralénone est régulierement observée en association avec d'autres
fusariotoxines, en particulier le déoxynivalénol, le nivalénol et les fumonisines.

La ZEA a été détectée comme contaminant naturel du mais, de I'orge, du blé et du sorgho
(Siame et al., 1998; Vargas et al., 2001; Fazekas et Tar, 2001; Odhav et Naicker, 2002), mais
aussi de l'avoine et du foin (Coulombe, 1993), du riz et de la noix et du tabac (Maghraby et
Abdel-Sater, 1993).

Ainsi, elle a été mise en évidence dans des aliments a base de céréales destinées a 'nomme a
des concentrations pouvant atteindre 289 ug/g (Kim et al., 1993 ; Yuwai et al., 1994).

Ces donneées sont présentées dans le Tableau 26.

Tableau 26. Présence de zéaralénone dans les céréales.

Pays Céréale Niveau de Références
contamination
(Hg/kg)
Afrigue de Sud malt sorgho 3-2340 Odhav, 2002
Allemagne blé 13-37 Muller, 2001
Bostwana mais 40 Siame, 1998
Brésil mais 36,8-719 Vargas, 2001
Bulgarie blé 17 Vrabcheva, 1996
Chine blé 10-217 Li, 2002
Corée mais 20,6 Sohn, 1999
Ethiopie sorgho 32 Ayalew, 2006
France mais 23-41 Garon, 2006
Grand Bretagne mais 500 Scudamore, 1998b
Hongrie mais orge blé 30 Fazekas, 2001
Inde mais 30-41 Janardhana, 1999
Indonésie mais 11 Ali, 1998
Iran mais 100-212 Hadiani, 2002
Italie mais 0,1-10 Visconti, 1998
Lituanie blé 1,77-5,01 Baliukoniene, 2003
orge 0,34-0,58
Mexigue mais 1610 Robledo, 2001
Roumanie blé 10 Curtui, 1998
mais 250
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Peu d'études ont éte réalisées en vue de determiner la teneur en résidus de ZEA dans les tissus
animaux. La ZEA peut se retrouver dans les organes de volailles. Cependant les données ne
concernent que des expériences faites avec des contaminations artificielles par de fortes doses
de ZEA. Ainsi des dindons ayant absorbés 800 ppm sur une période de 2 semaines ont 258
ppb dans les poumons, 295 ppb dans le cceur, 599 ppb dans le rein et 2 991 ppb dans le foie
(Olsen et al., 1986).

3.3.5.2- Effets toxiques de zéaralénone

Depuis son isolement en 1962, on a observé des effets toxiques de la zéaralenone dans
plusieurs espéces dont les porcs (Swamy et al., 2002a; Greene et al., 1990), les vaches
(Diekman et Green, 1992), les agneaux (Hufstedler et al., 1996), les poulets (Swamy et al.,
2002b ; Chi et al. 1980), les dindes (Allen et al., 1983), le cheval (Minervini et al., 2006), les
rongeurs (Yang et al., 2006 ; Perez-Martinez et al, 1997). Cette mycotoxine induit un hyper-
oestrogénisme chez les animaux (Rainey et al., 1991), les suines étant I’espéce la plus
sensible (Dickman et Green, 1992). Les signes cliniques observés sont des cedemes du vagin,
des atrophies des ovaires (Kaliamurthy et al., 1997), des hypertrophies des glandes
mammaires, des pseudo-gestations, une baisse du niveau de testostérone et de la quantité de
sperme, l'apparition de stérilité (Etienne et Dourmad, 1994). Les volailles semblent tres
résistantes a de fortes contaminations en ZEA puisque des taux de 800 ppm n'entrainent
aucun effet (Allen, 1980 ; Allen et al., 1981). Le métabolisme de cette molécule est un facteur

clé de la différence de sensibilité inter-spécifique (Zinedine et al., 2007c).

La ZEA n'est pas considérée comme tératogene ; les doses modérées provoquent quelques
malformations mineures du squelette, du essentiellement & un retard d’ossification. A des
doses supérieures aux contaminations naturelles, chez le porc, on peut mettre en évidence un
effet tératogene caractérisé par une altération du développement des membres (Diekman et
Green, 1992).
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Obijectifs de la thése

Par conséquent, les mycotoxines sont des métabolites secondaires pouvant étre produits par
de nombreuses especes fongiques. Leur diversité structurale se traduit par une grande variété
de mécanisme d’action et d’effets toxiques. Ces molécules sont des contaminants naturels des
aliments et principalement des denrées végetales comme les céréales. La production de ces
molécules est directement liée au développement fongique et, par conséquent, peut
grandement varier en fonction des parametres environnementaux qui influent sur la croissance
fongique.

La diversité des situations climatiques, écologiques, des procédés culturaux, de conservation
et de transformation des aliments fait qu’il n’existe pas de relation directe et systématique
entre un substrat — une (des) espece(s) fongique(s) — une (des) mycotoxine(s). L’objectif de
notre travail a donc été de caractériser la flore fongique et la contamination mycotoxique de

divers substrats, provenant de divers pays.
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ANALYSE DE LA FLORE FONGIQUE DE DIFFERENTS SUBSTRATS

Article 1

Contamination fongique et mycotoxique de céreales produites

dans le Sud est de la Roumanie

89



Introduction

Les céréales sont des substrats naturellement favorables au développement fongique. Cette
croissance des micromycetes peut avoir plusieurs conséquences néfastes : une altération de
I’aspect et des propriétés technologiques des matieres premiéres, le développement de
mycoses ou d’allergies (Bennett et al., 2003) et la production et I’accumulation de
mycotoxines. On estime ainsi que, chaque année, 5 a 10% des recoltes mondiales sont
perdues a cause d’un développement incontrdlé de moisissures.

En Europe, compte tenu du climat tempéré, les Fusarium sont en général les contaminants
majeurs des céréales (Domijan et al., 2005 ; Klich, 2002 ; Krysinska-Traczyk et al., 2007).
Leur développement peut conduire a la contamination des grains par des toxines telles que les
trichothecénes, et plus particulierement le déoxynivalenol (Mankeviciene et al., 2007 ; Pietri
et al., 2004 ; Schothorst et al., 2004 ; Schollenberger et al., 2006), la zearalenone (Cervero et
al., 2007 ; Mankeviciene et al., 2007 ; Schollenberger et al., 2006) et les fumonisines (Arino
et al., 2007 ; Domijan et al., 2005 ; Engelhardt et al., 2006 ; Fandohan et al., 2005 ; Pietri et
al., 2004). Compte tenu des particularités écophysiologiques des Fusarium, le développement
fongique et la mycotoxinogénese associée ont en général lieu au champ, sur la plante vivante,
ou en période péri-récolte (Miller, 2002). Le séchage des grains avant stockage permet
d’arréter le développement de ces especes fongiques hygrophiles.

Pendant le stockage, le développement de Penicillium, comme par exemple P. verrucosum,
peut entrainer une contamination secondaire des grains par d’autres mycotoxines comme
I’ochratoxine A (Magan et al., 2005).

Plus rarement en Europe, le développement d’especes fongiques appartenant au genre
Aspergillus comme I’A. flavus ou I’A. parasiticus, peut conduire a la contamination des
céréales par I’aflatoxine B1. En général, un tel développement est rapporté aprés des étés
exceptionnellement chauds, comme en 2003 en Italie (Giorni et al., 2007 ; Martins et al.,
2007 ; Pietri et al., 2004).

La présence de ces contaminants est importante en termes de santé publique puisque certaines
de ces molécules sont cancérigénes chez I’homme et I’'animal (AFB1) (IARC, 1993) et que
d’autres sont cancérigénes chez I’animal et suspectes d’étre carcinogénes chez I’homme (FB1,
OTA).

En Europe, des travaux ont été meneés afin d’évaluer I’exposition humaine a ces contaminants
naturels (projets SCOOP). L’objectif de ces enquétes était d’évaluer la contamination des

matieres premiéres et des aliments en Europe ainsi que d’estimer I’exposition alimentaire des
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habitants de I’Union Européenne. Cependant, les derniers pays entrant dans la communauté
européenne, dont la Roumanie, n’ont pas été inclus dans ces études. De plus, compte tenu du
climat continental qui regne dans ce pays, avec des hivers trés froids et des étés chauds et
secs, la contamination fongique et mycotoxique des céréales produites dans ce pays
pourraient étre différentes de celles observées dans les autres pays européens.

Part conséquent, I’objectif de cette premiére étude a été de caractériser la flore fongique et la
contamination mycotoxique de céréales produites en Roumanie, dans la région de Bucarest
(Région Sud-Est du pays). Afin de mettre en évidence d’éventuelles variations annuelles de
la flore fongique et du niveau de contamination mycotoxique, cette étude a été réalisée sur

trois ans, a partir d’échantillons récoltes en 2002, 2003 et 2004.
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Summary

Fungal mycoflora and mycotoxin contamination were determined in 110 cereals samples (54
maize, 35 wheat, 21 barley), coming from the south—eastern part of Romania during the 2002
to 2004 period.

The most frequent fungal contaminants belong to Aspergillus and Fusarium genus, maize
being the most contaminated cereal. The main toxinogenic species identified were A. niger, A.
flavus, A. fumigatus,F. graminearum, F. culmorum in all cereals and F. verticillioides in
maize. Although cereal mycoflora remains constant over the period of analysis, the
prevalence of each species varies from a year to another. Aflatoxin Bl (AFB1),
deoxynivalenol (DON), zearalenone (ZEA), fumonisins and ochratoxin A (OTA) contents
were analyzed by ELISA. More than 90 % of samples were found contaminated by at least
one toxin. Around 30% of maize samples were contaminated with AFB1 and 20% exceeded
EU regulation. Depending on the year and the cereal, 57 to 100% of cereals samples were
contaminated by DON and ZEA. and 48 and 42% of samples exceeded E.U. regulation fro
DON and ZEA respectively. Neither fumonisins nor OTA were found, whatever the year and
the cereal.

These results demonstrate that strong differences could be noted in the prevalence of fungal
species and the mycotoxin content depending on the cereal and the year, confirming the need
of regular surveys of cereals in this country.

Key words:

Fungal mycoflora, Aspergillus, Fusarium, Aflatoxin B1, Deoxynivalenol, Zearalenone,
Fumonisins, Ochratoxin A, cereals, Romania

Running title:

Fungal flora and mycotoxins of Romanian cereals.
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INTRODUCTION

Fungal development in alimentary substrates can lead to different detrimental effects:
alterations of aspect and technological properties, modifications of nutritive value,
development of mycosis and allergy agents, and production of mycotoxins (3). The presence
of mycotoxins in foods and feeds is regulated in many countries (14). In Europe, due to the
temperate climate, Fusarium fungi are usually found as major contaminants of cereals (8, 22,
23). Their development may lead to contamination of raw material with toxins such
trichothecenes, mainly deoxynivalenol (27, 35, 39, 40) and zearalenone (5, 27, 40) and
fumonisines (1, 9, 10, 13, 35). The development of Penicillium species, such as P.
verrucosum may lead to Ochratoxin A contamination (8, 23, 25). More rarely in Europe, the
development of Aspergillus species such as A. flavus and A. parasiticus, can lead to the
presence of aflatoxin B1, especially after warm summers (16, 29, 35).

Mycotoxins are usually considered as relevant for public health, some of them being
considered as carcinogenic. Within this context, efforts to assess human exposure in Europe
have been undertaken within SCOOP projects (Scientific Cooperation on Questions relating
to Foods). They aimed to evaluate food and feeds contamination and intake of mycotoxins by
EU inhabitants (39). However, Romania was not included in these surveys and only few data
are available concerning mycotoxin contamination of cereals produced in this new EU
member state (6). Moreover due to its continental climate with very cold winter and hot and
dry summers, fungal mycoflora and mycotoxin contamination of cereals produced in may
differ from that reported in other European countries.

The aim of this study was to analyse fungal mycoflora and mycotoxin contamination of

cereals produced in the South East part of Romania during the 2002 to 2004 years.
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MATERIAL and METHODS

Solvents and reagents.

All solvents and reagents were purchased from VWR international (Fontenay sous bois,
France) and were of analytical grade.

Samples:

110 cereal samples (54 corn samples, 35 wheat samples and 21 barley samples), coming from
South Eastern part of Romania were send by producers to IBNA between 2002 and 2004 for
fungal and mycotoxin analysis before commercialisation. All samples were thus analysed
after an 8-10 months storage period in silos. Mycological and mycotoxin analysis were

performed as soon as the sample was received by IBNA.

Fungal count, identification and toxigenic potential determination

Twenty grams of sample were dispersed in 180 ml of 0.05% Tween 80 solution using a
warring blendor mixer. 1 ml of each decimal dilution was plated on both malt agar medium
(2% agar, 2% malt, 50 ppm chloramphenicol) and NaCl added malt agar medium (malt agar +
6% NaCl). Typical fungal colonies were counted after 3, 5 and 7 days of culture at 25 and
31°C. Aspergillus and Fusarium were then identified to species level according to Pitt (36)
Raper and Fennell (38) and Botton (4). Aspergillus, Fusarium and certain Penicillium strains
were isolated from plates by several planting out on both malt agar medium and more specific
medium: Potato Dextrose agar for Fusarium strains, Czapek medium for Penicillium and

Aspergillus.

Mycotoxin quantification:

300 g of samples were finely grinded into powder. A 20g sub-sample was then extracted by
mechanical agitation for 3 min in a warring blender using 100 ml of 70% methanol for
aflatoxin B1, zearalenone and fumonisins, 50% methanol for ochratoxin A, and de-ionized
water for deoxynivalenol. Extract was filtered on Whatman n°1 filter.

The concentration of the monitored mycotoxins (ochratoxin A, aflatoxin B1, deoxynivalenol,
zearalenone and fumonisins) was determined using immunoenzymatic ELISA Kkits (veratox,

Neogen, Scotland) as recommended by the manufacturer. The optical density was read within
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20 min on a TEKAN densitometer at 650 nm. Limits of detection (LOD) and quantification
(LOQ) were respectively 1 and 2 pg/kg for ochratoxin A, 2 and 5 pg/kg for aflatoxin B1, 25
and 25 pg/kg for deoxynivalenol, 5 and 25 pg/kg for zearalenone, 0.2 and 1 mg/kg for

fumonisins

Expression of results

For mycotoxin contamination evaluation and mean determination, samples found
contaminated with levels < LOD were considered to be contaminated with half the LOD.
Samples with levels comprised between LOD and LOQ were considered contaminated with
half the LOQ.
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RESULTS

Fungal population of cereal samples

The fungal contamination of maize, wheat and barley samples depending on the year of
harvest was presented in Figure 1. The overall analysis of these results reveals that maize was
the most contaminated cereal with a mean fungal count of 51 x10° CFU/g followed by wheat
and barley that presented respective mean fungal counts of 37.9 and 26.6 x 10° CFUI/g.
However, fungal counts greatly varied from one year to another. The total fungal
contamination registered in 2002 was significantly higher than that reported in the following
two years, whatever the cereal considered. For example, a 10-fold difference was observed in
fungal contamination of barley between 2002 and 2003 (51.3 10° and 5.5 10°® CFU/g
respectively) (figure 1).

Analysis of fungal mycoflora at the genus level was carried out on agar medium after 3, 5 and
7 days of culture at 25 and 31°C (Figure 2). Only weak differences depending on the nature of
the cereals were observed. Aspergillus was the predominant contaminant fungal genus,
always found in more than 50% of samples, followed by Fusarium and Penicillium..
Aspergillii were found in 67, 68 and 52%, Fusarium in 30, 23 and 52%, and Penicillium
species in 39, 26 and 33% of maize, wheat and barley samples respectively.

Because mycotoxins contamination depends on the fungal species developing on the
substrate, a precise analysis of Aspergillus, Fusarium and Penicillium strains was done by
several planting out. Table 1 reports the detailed results as a function of the cereal and of the
year. Among Aspergillus species, A. niger was the most frequently found in all tested cereals,
followed by A. flavus, A. versicolor and A. parasiticus. A. fumigatus was also frequently
found in wheat whereas it was never isolated from barley. Other identified Aspergillus species
were A. candidus, A. terreus, and A. restrictus. No strain of A. ochraceus was isolated from
analysed samples. Although mean overall contamination with Aspergillii showed only mild
decrease over the considered period, important variations could be noted at the species level.
For example, on maize, A. flavus was isolated from more than 68% of samples harvested in
2002 whereas its prevalence was reduced to 10% in 2004. By contrast, A. parasiticus and A.
fumigatus were never found in 2002 samples but contaminated 31 and 21% of maize samples
in 2004 (table 1). Similar differences can be observed on wheat and barley.

The Fusarium species found in cereal samples mainly belong to F. culmorum and F.

graminearum species. In maize, F. verticillioides was also found as a contaminant of 13% of
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samples. However, the prevalence of Fusarium species greatly differed from one year to
another. For example, on maize, F. verticillioides was not identified in 2003 whereas in
wheat, Fusarium species were observed in 60% of samples in 2002 and no strain was isolated
in 2004 (table 1).

Penicillium isolates observed mainly belong to P. brevicompactum, P. citrinum, P.
griseofulvum and P. purpurogenum species. As it was observed for Aspergillus and Fusarium,
the prevalence of each species differ from the cereal analyzed and the year of sampling.
Mucor, Rhizopus and other fungi (mainly Chladosporium and Epicoccum) were also
identified. Contamination greatly varies, depending on the cereal and the year of sampling.
Because these fungi are not known to be toxigenic, no strain analysis was performed.

Taken together these results suggest that although the global fungal mycoflora was the same
from a year to another whereas the prevalence of each fungal species greatly varies.

Many fungal species isolated from cereal samples are known to be potentially toxigenic.
Therefore, mycotoxin content of samples was analysed.

Mycotoxin contamination of cereal samples

Cereal samples were analysed for aflatoxin B1 (AFB1), deoxynivalenol (DON), zearalenone
(ZEA), ochratoxin A (OTA) and fumonisins contamination. Results are reported in figure 3.
AFB1 contamination was mainly observed in maize, with a mean frequency of 29% of
contaminated samples. Mean level of contamination was about 7 pg/kg, the highest
contamination levels observed being about 45 pg/kg. For wheat and barley, AFB1
contamination appeared very rare, only 4 samples out of 56 analyzed exceed the regulatory
EU limit of 5 pg/kg (14), the level of AFB1 being always below 7 pg/kg (figure 3A).
Deoxynivalenol was found in more than 57% of samples, whatever the cereal. Contamination
levels observed in the three cereals often exceed several thousand of pg/kg, with highest
levels around 20000 pg DON/Kg (table 2). Levels of contamination appeared often higher in
maize compared to wheat and barley (figure 3B). 48, 56 and 61% of maize, wheat and barley
samples respectively exceeded 1750 pg/kg that is E.U. regulation for DON (12)

Zearalenone was the most frequent mycotoxin of analysed cereals since always more than
83% of samples were found contaminated. Surprisingly all barley samples were found
contaminated, and the level of ZEA was more important in barley than in maize (figure 3C).
Contamination level was usually ranging from several tens to one hundred pg/kg and 33, 40
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and 65% of maize, wheat and barley samples exceeded 100 pg/kg that corresponds to E.U.
regulation for ZEA (12)

None of the analysed samples presented contamination with OTA or fumonisins exceeding
the detection limits of analytical method used (1 and 200ug/kg respectively).

As for fungal contamination, differences in mycotoxin contamination could be noted
depending on the year. Indeed, 19, 31 and 37% of maize samples were found contaminated
with AFB1 in 2002, 2003 and 2004 respectively. The mean contamination observed also
varied, being of 5.3 pg/kg in 2002; 7.1 pg/kg in 2003 and 8.3 pg/kg in 2004 (figure 3A). For
DON, samples from 2003 appeared more contaminated than those from 2002 and 2004,
whatever the cereal considered (figures 3B). Zearalenone content appeared more constant
throughout the study, mean levels of contamination being quite similar during the three

analyzed years, especially for wheat and barley (figure 3C).

DISCUSSION

This study reports for the first time the fungal contamination and the mycotoxin contents of
cereals harvested in South East part of Romania over three years of sampling. Many surveys
done worldwide previously demonstrated that these raw materials could be contaminated with
various fungal species, and that both fungal and mycotoxins contaminations vary depending
on the climate. Indeed, whereas the Fusarium species develop in the field on the living plants,
Aspergillus and Penicillium mainly grow during storage (31, 42). In all cases, mould
development and subsequent mycotoxin production is directly related to hydrothermic
conditions (20, 28, 37). Because Romania is located in the South East part of Europe, a
continental climate characterized by dry and cold winter and hot summer prevails in this
country. This climate may influence fungal species able to develop on cultures grown in this
country, and both fungal and mycotoxins contamination of cereals may differ from those
reported in other European countries. Because climatic conditions vary between years,
samplings were performed during three years. Moreover, because fungal growth varies
depending on the substrate, together maize, wheat and barley were analyzed.

We showed that Aspergillus fungi were very frequent contaminants of maize, wheat and
barley. This is in agreement with other study done in countries where climate during spring
and summer may be comparable such as Italy or Spain (16, 30). Aspergillus identification at
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the species level revealed that Aspergillus niger was the most frequent contaminant of cereals.
This species is a very frequent fungal contaminant found worldwide on various substrates
such as cereals, but also grapefruits, or coffee bean (2, 24, 26). It has been shown to produce
ochratoxin A (11), but usually at low level (17). By contrast, Aspergillus ochraceus, the most
important producer of ochratoxin A (34), was never isolated from analysed samples. OTA
was monitored in all cereal samples but this mycotoxin was never found, in agreement with
the results of fungal identification.

Also, Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus, known to produce the carcinogenic
mycotoxin AFB1 (18, 32), were frequent contaminants of cereals in Romania. Surprisingly,
more than 20% of maize samples analyzed were found to exceed E.U. regulation for AFB1 in
human food. Although the presence of AFB1 in maize produced in Europe is surprising, this
is not the first report of such a contamination. Indeed, recent surveys in ltaly demonstrated the
presence of AFB1 contamination of foods and feeds, (16, 35). However, whereas the results
obtained in Italy follow the exceptional dry and hot summer 2003, AFB1 contamination in
Romania seems to occur each year. No AFB1 was found on wheat and barley, confirming that
Aspergillus flavus and A. parasiticus toxinogenesis potential depends on the substrate where
they grow (21, 30).

Fusarium species were also frequently isolated from Romanian cereals samples, as reported
in other European countries. F. graminearum and F. culmorum were present on the three
kinds of cereals and more than 65% of samples were found contaminated with DON or ZEA.
These results are in agreement with those reported in other regions of Romania (6). They are
also in agreement with results observed in countries located in north part of Europe such as
the North of France, Germany, Norway, Belgium, Poland or Netherlands (19, 23, 39, 40).
Among the three cereals tested maize appeared the most contaminated with DON, in
agreement with results form SCOOP task (39). Levels of contamination by deoxynivalenol
often exceeded EU regulation for cereals intended for human food (64% of samples
contaminated with more than 1750 pg/kg) (12). These levels of contamination in Romania are
much higher than those reported in other European countries where the percentage of samples
exceeding 750 pg/kg are usually less than 10% (39). Zearalenone is also an important
contaminant since 44% of analysed samples exceeded the content of 100 pg/kg that is EU
regulation value for this toxin (12). Once again these contamination levels appear higher than
those usually reported in other European countries (15, 27). Barley was found to be the most

contaminated cereal in agreement with data from the north of Europe (27).
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F. verticilloides was identified in maize samples. The frequency of contamination of maize
grains with this fungal species is in agreement with occurrence observed in near countries,
such as Croatia (8) but appeared less important than that usually reported in other countries.
Indeed, Fusarium verticillioides prevalence was less than 30% in maize samples, whereas
results coming from Spain, Argentina or Benin report a Fusarium verticillioides prevalence
higher than 60% (1, 13, 33). Fumonisins were never found in analysed maize samples. This
finding is in agreement with previous studies reporting only very low level of fumonisin
contamination of maize cultivated in Eastern Europe (6, 41). It differs from results obtained in
the south of France and Italia where high frequencies of positive samples were reported (7,
35, 41).

Taken together, these results demonstrate that cereals produced in Romania present a
particular pattern of fungal mycoflora and mycotoxin contamination. Indeed, DON and ZEA
appear important contaminant as reported for cereals produced in North and Central part of
Europe. Also, AFB1 in maize often overtakes E.U regulation in human food, as observed after
exceptional dry and hot summer in some countries of south Europe. This last point specially
highlights that the carcinogenic mycotoxin AFB1 has still to be monitored in Europe, since

local or temporary climatic conditions can lead to contamination of food and feeds.
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Figure 1: Fungal contamination of maize ('), wheat (v) and barley (v) samples as a function

of the year of harvest. Results are expressed as mean = S.E.
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Figure 2: Aspergillus, Fusarium and Penicillium prevalence in Romanian cereals during the

2002-2004 period
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Figure 3: mean mycotoxin contamination of cereal samples in 2002 (v),2003 (v) and 2004
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Table 1: fungal species isolated from maize, wheat and barley samples

Maize Wheat Barley
2002 2003 2004 2002 2003 2004 | 2002 | 2003 | 2004
(n=16) | (n=19) | (n=19) | (n=10) | (n=13) | (n=12) | (n=8) | (n=6) | (n=7)
Aspergillus 87.5 63 52 100 69 67 75 | 50 | 285
A. niger 87.5 58 42.1 70 30 50 75 50 28.2
A. flavus 68.75 26.3 10 100 54 25 62.5 0 0
A. versicolor 68.75 42 315 20 23 25 0 16.7 14
A. parasiticus 0 42 31 30 23 41 50 0 15
A. fumigatus 0 0 21 70 38 0 0 0 0
Others 37.5 63 42 60 60 50 62.5 0 28.5
Fusarium 30 37 26 60 46 0 87.5 50 28.5
F. graminearum 30 37 21 30 46 0 75 33.3 14.5
F. culmorum 25 21 10.5 40 30.7 0 75 16.7 14
F. verticillioides 0 31 21 0 0 0 0 0 0
Others 30 0 0 30 7.7 0 37.5 0 0
Penicillium sp. 62.5 26.3 315 60 30.8 8 50 0 42.8
P. griseovulvum 62.5 21 21 50 30 0 37 0 28.5
P. purpurogenum 56 16 26 60 30 8 37 0 43
P. citrinum 50 16 16 60 25 0 50 0 0
P. brevicompactum 31 15 21 50 30 8 30 0 14
Others 56 16 16 50 20 8 37 0 28
Mucor 55 63 47 20 154 67 62.5 | 33.3 | 42.8
Rhizopus 75 42 21 60 46.2 17 37.5 0 42.8
Micelleaneous* 19 21 10 10 7.8 0 25 0 14.3

Results are expressed as % of contaminated samples for each species.
*: Alternaria, Cladosporium, Epicoccum, Trichoderma
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Discussion

Il est clairement établi que la contamination fongique des céréales au champ ou pendant le
stockage est directement lié aux conditions hydrothermiques (Miller, 2002 ; Wilson et al.,
2002). A ce titre, la localisation géographique de la Roumanie lui confere un climat de type
continental, caractérisé par des périodes hivernales froides et seéches et des étés chauds. Notre
étude a permis de montrer que, dans ces conditions climatiques, les Aspergillus sont des
contaminants fréquents du mais, mais aussi de I’orge et du blé produits dans cette région. La
flore fongique de ces matiéres premiere se rapproche de celles observées dans des pays ou le
climat est proche en été comme I’ltalie ou I’Espagne (Giorni et al., 2007 ; Medina et al.,
2006).

Parmi les espéces fongiques appartenant au genre Aspergillus, il faut souligner la grande
prévalence de [I’Aspergillus flavus. Cette fréquence de contamination importante
s’accompagne aussi de la production d’aflatoxine B1 puisque 20% des échantillons ont
présenté un niveau de contamination supérieur a la Iégislation européenne en vigueur. Si cette
présence d’Aflatoxine est surprenante, ce n’est pas la premiére fois qu’une telle
contamination est observée en Europe. En effet, des enquétes récentes menées en lItalie ont
démontré la présence d’aflatoxine B1 dans les certaines matieres premiéres et aliments pour
animaux (Pietri et al., 2004). Toutefois, alors que ces résultats ont été obtenus apres un été
exceptionnellement chaud et sec en 2003, il semble que la contamination du mais par
I’aflatoxine B1 survienne de fagon beaucoup plus réguliére en Roumanie. Par contre, aucune
contamination n’a été observée sur I’orge et le blé, ce qui montre bien I’importance de la
nature du substrat sur la mycotoxinogénese (Juskiewicz et al., 1992 ; Pietri et al., 2004).

L analyse de la flore fongique des cérélaes produites en Roumanie a aussi mis en évidence la
présence fréquente d’espéces appartenant au genre Fusarium, comme il est classiqguement
rapporté dans d’autres pays européens.

Fusarium graminearum et Fusarium culmorum sont retrouveés sur les trois types de céréales
étudiés et plus de 65% des échantillons analysés étaient contaminés par le déoxynivalénol
et/ou la zéaralénone, ce qui confirme des résultats obtenus précédemment dans ce pays
(Curtui et al., 1998). Ces résultats sont aussi en accord avec ceux classiquement obtenus dans
les pays du nord de I’Europe comme le nord de la France, I’Allemagne, la Norvege, la
Belgique, la Pologne ou les Pays-Bas (Isebaert et al., 2005 ; Krysinska-Traczyk et al., 2007 ;
Shothorst et al., 2004 ; Schollenberger et al., 2006).
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Le niveau de contamination des céréales par le DON apparait important puisque 64% des
échantillons présentent une teneur en mycotoxine supérieure a la réglementation europeenne
pour I’alimentation humaine (1750 pg/kg) (E.U., 2005). Un tel niveau de contamination est
largement supérieur a ce qui est classiqguement rapporté lors des enquétes européennes
(Schothorst et al., 2004).

De méme, la zéaralénone est un contaminant fréquent des céréales produites en Roumanie et
plus de 40% des échantillons dépasse la teneur réglementaire de 100 pg/kg.

L’ analyse de la flore fongique des échantillons de mais a aussi permis de mettre en évidence
la présence de Fusarium verticilloides. La fréquence de contamination par cette espéce
apparait similaire a celle rapportée dans des pays voisins (Domijan et al., 2005) mais semble
plus faible que celle habituellement rencontrée ailleurs en Europe ou dans le monde (Gareis et
al., 2003 ; Mankeviciene et al., 2007). Cette observation est en accord avec les études
montrant un tres faible niveau de contamination du mais produit en Europe de I’est par les
fumonisines (Curtui et al., 1998 ; Visconti, 1996).

Dans I’ensemble, nos résultats montrent que les céréales produites en Roumanie présentent un
profil particulier a la fois en ce qui concerne la flore fongique et la contamination
mycotoxique. En effet, le DON et la ZEA apparaissent étre des contaminants importants,
comme ce qui est classiquement décrit pour les céréales produites en Europe du nord et en
Europe centrale. En paralléle, la contamination par I’ Aflatoxine B1 est souvent supérieure a la
réglementation européenne, comme il a pu étre décrit dans des pays au climat chaud, ou en
Europe, apreés des étés exceptionnellement chauds dans le sud de I’Europe.

Ce dernier point souligne I’importance de continuer la surveillance de ce contaminant en
Europe, ou les conditions climatiques locales peuvent permettre la production et

I’accumulation de ce composé carcinogéne dans les aliments destinés a I’lhnomme ou I’animal.

111



Article 2

Contamination fongique et mycotoxique du mais vietnamien
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Introduction

Si le climat tempéré qui prévaut en Europe est particulierement favorable au développement
d’especes fongiques du genre Fusarium sur les céréales, les matiéres premiéres cultivées dans
les zones tropicales comme I’Amérique du Sud, I’Afrique équatoriale ou I’Asie sont, quant a
elle, plus particulierement exposées a la contamination par des espéces appartenant au genre
Aspergillus, qui sont thermo-préférentes. Ainsi, la plupart des enquétes menées dans ces
régions ont mis en évidence la prédominance des espéces fongiques du genre Aspergillus dans
ces substrats (Takahashi et al., 2004 ; Erlich et al., 2007 ; Gao et al., 2007). Malgré
I’importance alimentaire des céréales et les risques associés de contamination fongique et
mycotoxique (climat, conditions de récolte, de séchage et de stockage,...) peu de données
étaient disponibles sur la contamination fongique et mycotoxique des céréales produites au
Vietnam (Wang et al., 1995). Or, le mais représente la seconde production céréaliére au
Vietnam, apres le riz. 1l sert d’aliment de base, en substitution au riz, lorsque ce dernier vient
a manquer, particulierement dans les zones rurales et montagneuses du pays. Il s’agit aussi de
la principale matiere premiere de I’alimentation animale dans ce pays. La production de mais
a ainsi progressé de plus de 160% au cours des 10 derniéres années (Tran Ha et al., 2004).
L’objectif de cette seconde étude a donc été de caractériser la flore fongique et mycotoxique
d’échantillons de mais produits au Vietnam.

Ce pays se présente comme une longue bande de pres de 2000 km du nord au sud sur
seulement 200 km de large. Cette particularité géographique fait qu’il existe des différences
notables de climat entre différentes régions du pays. Dans le nord du pays, les températures
sont relativement constantes, avec des moyennes de I’ordre de 24°C toute I’année. Dans le
sud, le climat est de type sub-équatorial avec deux saisons marquées : une saison seche
pendant laquelle les températures peuvent monter jusqu’a 40°C, et une saison des pluies, de
Mai a Novembre. La région centrale du pays présente un climat intermédiaire.

Pour cette raison, nous avons analyse des échantillons prélevés dans différentes régions du

pays, afin de mettre en évidence d’éventuelles différences de flore fongique.
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Summary

Twenty five samples of maize intended for human or animal consumption coming from north,
central and south of Vietnam were analysed for fungal contamination and for the presence of
aflatoxin B1 and fumonisin B1. The total fungal load was found to be greater in maize
intended for animal feed than that for human with average levels of 4.10° and 7.10° CFU/g
respectively. ldentification of fungal strains revealed that Aspergillus was the most frequent
genus, and was found in all maize samples, whatever their intended use or their geographic
origin. Among Aspergillus species, A. flavus was the most frequent contaminant, observed in
more than 90% of samples. Other fungal strains found in Vietnamese maize samples belonged
to the Penicillium, Fusarium Genus and Mucorales and were found in 53, 23 and 23 % of
samples respectively. All samples were tested for both aflatoxins and fumonisins
contamination. Aflatoxin B1 was found in 17 samples out of 25 (68%). Twelve samples were
found contaminated by concentrations of mycotoxin ranging from 11 to 128 ug/kg including
two samples with contamination levels of 98 and 126 pg/kg, respectively. All samples
containing more than 50 pg/kg were destined for animal feed. Maize for human consumption
was found frequently contaminated (10 out of 13 samples) but the level of contamination was
lower. Fumonisin B1 contamination was found in eight out of 25 samples (30%). Detected

amounts of Fumonisin ranged from 0.5 to 3.2 mg/kg.

Key Words:

Maize, Vietnam, Aflatoxin B1, Fumonisin B1, fungal mycoflora

Running tittle:

Fungal flora and mycotoxin contamination of Vietnamese maize
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Introduction

Fungal development in alimentary substrates has detrimental effects: changes in appearance,
changes in technological properties, changes in nutritive value, the development of mycosis
and allergy agents, and the production of refuse factors and zootoxic compounds called
mycotoxins (Bennett and Klich, 2003).

Maize is a very good substrate for fungal growth and toxinogenesis. Many surveys conducted
worldwide showed that this food can be contaminated by mycotoxins such as aflatoxins
(Wang et al., 2006; Zinedine et al., 2007), ochratoxin A (Domijan et al., 2005; Sangare-
Tigori et al., 2006,), trichothecenes (Schothorst and van Egmond, 2004; Pietri et al., 2004),
fumonisins (Nikiema et al., 2004; Pietri et al., 2004; Domijan et al., 2005; Fandohan et al.,
2005; Arino et al., 2007). All these molecules have been shown to be toxic in rodents and
may be responsible for toxic accidents in farm animals when concentrations in feeds are high
(Le Bars and Le Bars, 1996; Bennett and Klich, 2003). More frequently, they are responsible
for a decrease in breeding performance and subsequent economic losses for farmers (Hussein
and Brasel, 2001). The presence of such molecules may also be a public health concern.
Aflatoxin B1 (AFB1) has been classified as carcinogenic in humans, leading to the
appearance of hepatocarcinoma (IARC, 1993). Other mycotoxins such as ochratoxin A
(OTA) and fumonisin B1 (FB1) display carcinogenic properties in laboratory animals and
have therefore been classified by IARC in the group 2B of molecules that are carcinogenic in
animals and possibly carcinogenic in humans (IARC, 1993; Gelderblom et al., 2001; Pfohl-
Leszkowicz and Manderville, 2007).

In addition, these molecules do not all have the same mechanism of action. For example,
AFBL is genotoxic. It induces the formation of DNA adducts or changes in DNA (Macé et al.,
1997) and is considered to be a cancer initiator. By contrast, FB1 does not interact with DNA
but more probably modifies the cell death and proliferation mechanisms, acting as a cancer
promoter (Riley et al., 2001). As a result, the co-contamination of foods by several
mycotoxins, with different mechanisms of action raises the problem of a possible synergy
between these toxic agents. That is why the presence of mycotoxins in foods and feeds is
important and is regulated in many countries (FAO, 2004).

Maize is the second most important food crop in Vietnam, after rice (Than Ha et al., 2004). It
is the substitute staple in periods of rice shortage, especially for people in the rural areas and
mountainous regions. Maize is also the primary source of feed for Vietnam’s livestock

industry. Maize production has risen sharply since 1990, and increased by 161% between
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1990 and 1999 (Than Ha et al., 2004).

Despite the alimentary importance of maize as a food in Vietnam, and the existence of the
mycotoxic risk, mainly linked to climatic conditions and crop handling and storage
procedures, only one survey on the fungal and mycotoxic contamination of maize in Vietnam
was published more than 10 years ago (Wang et al., 1995). The two aims of this study were to
determine fungal contamination of maize samples from Vietnam, and to evaluate

contamination of this very important foodstuff by mycotoxins.

Material and methods

Solvents and reagents

All solvents and reagents were purchased from VWR international (Fontenay sous bois,
France) and were of analytical grade. Mycotoxins standards (aflatoxin B1, fumonisin B1)
were purchased from Sigma (Saint-Quentin Fallavier, France). Aflatoxin B1 was dissolved in
toluene-acetonitrile (98:2), fumonisin Bl in acentonitrile-water (70:30) to obtain 1 mg/ml
stock solutions which was stored at —20°C.

Sampling

All samples were taken in markets, in the three main regions of Vietnam (figure 1). 500 g
were randomly sampled and identified according to their use for human food or animal feed.
All samples were of “commercial grade”. Samples were collected in July 2005 and

corresponded to 2004 harvests.

Fungal count and identification

Twenty grams of sample were dispersed in 180 ml of 0.05% Tween 80 solution using a
Warring Blender. 1 ml of each decimal dilution was plated on both malt agar medium (2%
agar, 2% malt, 50 ppm chloramphenicol) and NaCl added malt agar medium (malt agar + 6%
NaCl). Typical fungal colonies were counted after 3, 5 and 7 days of culture at 25 and 31°C.
Aspergillus and Fusarium were then identified to species level according to Pitt (1988) Raper
and Fennell (1965) and Botton (1990). Aspergillus, Fusarium and certain Penicillium strains
were isolated from plates by plating out several times. In order to evaluate the depth of the
fungal contamination, grains were superficially disinfected with diluted bleach (10%) and

then dried before analysis.
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Quantification of mycotoxins:

Aflatoxin Bl quantification was performed by fluorimetry after separation by thin layer
chromatography according to 1ISO method 6651:2001 (ISO, 2001). Briefly, aflatoxins were
extracted by 100 ml acetonitrile-KCI (5% in water) (90:10). 25 ml of the filtered extract was
de-fatted twice with 12.5 ml of isooctane. New extract was then extracted with chloroform
(vol:vol). After filtration on phase separator, the chloroformic phase was evaporated to
dryness under a gentle stream of nitrogen. The dry extract was dissolved in toluene-
acetonitrile (98:2) and 3ul were spotted on TLC plates. Extracts were separated by
development of TLC plates in Ether-methanol-water (6:3:1, vol/vol/vol), and quantified by
fluorodensitometry at 365 nm using a Shimadzu CS930 fluorodensitometer (Shimadzu Corp.,
Kyoto, Japan). Quantification was done by comparison with known amounts of standard
spotted on the same plate (Shotwell et al., 1981). The limit of quantification was 2.5 ng/g.

Fumonisin B1 was quantified in samples by HPLC according to AFNOR Norm NF EN 13585
as previously described (AFNOR, 2002; Bailly et al., 2005). For that, 25 pl of the extracts or
25 pl of standard were derivatized with a mixture of 25 pl of borate buffer (pH 8.3), 25 pl of
water and 25 pl of O-phtaldialdehyde (15 mM) and separated by HPLC using an M2200
(ICS, Toulouse, France) pump, a Prontosil C18, 5 um, 250x4mm column equipped with a
pre-column (ICS, Toulouse, France), and a 8450 fluorescence HPLC-monitor (Shimadzu,
Kyoto, Japan). The operating conditions were as follows: liquid phase: NaH,PO, (0.1M pH
3.3)/ Methanol 25/75 (v/v); flow rate: 1 ml/min; injection volume: 10 ul; Excitation 335 nm
and Emission 440 nm. Quantification was done by measuring peak area with a Pic3 data
system from ICS (Toulouse, France) and comparing with standard calibration curve. The
mean retention time was 7, 5 min. Limits of quantification was 100 ng/g for FB1 (Rice et al.,
1995; AFNOR, 2002).
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Results

Fungal mycoflora

Mould counts of samples are listed in Tables 1 and 2. Total fungal contamination was about
7x10° and 4x10° CFU/g for maize intended for human and animal consumption respectively.
Significant individual variations in mould contamination were observed between samples but
there was no correlation with their geographic origin.

Identification of fungal strains revealed that Aspergillus was the most frequent genus, found
in all maize samples (100%), whatever their geographic origin or their intended use (tables 3
and 4). Eight different species of Aspergillus were found: A. flavus, A. niger, A. ornatus, A.
glaucus, A. candidus, A. restrictus and A. ochraceus.

Aspergillus flavus was the most frequent species, found in all but two samples. Levels of
contamination by A. flavus varied considerably depending on the samples but there was no
clear correlation with other known parameters of the samples. For other Aspergillus species,
the frequency of contamination was lower and some differences were observed depending on
the intended use of the maize. For example, A. wentii was observed in 46% of samples of
maize destined for animal feed whereas it was never found in samples destined for human
consumption. In contrast, A. ornatus was found in more than 60% of maize destined for
human consumption whereas it was present in only 16% of maize destined for animal feed. A.
glaucus was also observed more frequently in maize for human consumption than for animal
feed (54 and 33% respectively).

Other fungal strains were found in Vietnamese maize samples at a lower frequency. Although
three samples showed high levels of contamination by Penicillium, this fungal genus was only
found in 53% of samples (tables 3 and 4).

Fusarium strains were observed in 23% of samples. Superficial disinfection of maize grains
did not allow the isolation of other Fusarium species. The average level of contamination
with Fusarium verticilloides was of 10* CFU/g.

Mucorales were observed in 23% of samples and yeasts were found in about 40% of samples.

Mycotoxin contamination

The results of aflatoxin B1 and fumonisin B1 quantification in samples are listed in Tables 1
and 2.

Aflatoxin B1 was found in 17 samples out of 25 (68%). Five samples presented aflatoxin B1
levels below 10 pg/kg. Ten samples were found contaminated by concentrations of mycotoxin
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ranging from 11 to 50 pg/kg. Two samples showed higher contamination levels of 98 and 126
Hg/kg. All samples containing more than 50 pg/kg were destined for animal feed. Ten out of
13 samples of maize intended for human consumption were contaminated. The level of
contamination appeared to be lower since only one sample was contaminated with more than
15 pg/kg AFB1. Generally, the samples that were highly contaminated with aflatoxins were
those in which the fungal count was the highest. Two samples showed high levels of
contamination with 47.2 and 31.1 ng AFB1/g but only moderate fungal counts of 705 and 3.2
10° CFU/g respectively. But in these two cases Aspergillus flavus was the most frequent
species, representing more than 95% of the fungal flora of these samples.

Fumonisin B1 contamination was found in eight out of 25 samples (tables 1 and 2). Measured
amounts of Fumonisin ranged from 0.5 to 3.2 mg/kg, with an average level of 1.1 mg/kg.

There was no clear correlation with geographic origin or with the intended use of samples.

Discussion

Vietnam is located at the extremity of the Indochina peninsula, bordered by Laos and the gulf
of Tonkin. It is thus located in both tropical and sub-tropical zones and its climate is as a
whole characterized by both strong sunshine and high rainfall. This kind of climate is known
to be very favourable to mould development, especially of thermo-tolerant species such as
Aspergillus (Rapper and Fennell, 1965). These species are usually the main fungal
contaminants in Asia and are responsible for both crop spoilage and mycotoxin contamination
of foodstuffs (Takahashi et al., 2004; Erlich et al. 2007; Gao et al., 2007). However, Vietnam
is a long narrow that extends nearly 2000 km from north to south but only 200 km from east
to west, and there are consequently considerable differences in climate depending on the
region. In the north of Vietnam, the temperatures are quite constant throughout the year, with
a mean air temperature of 24°C. In the south of Vietnam, the climate is sub-equatorial, with
two main seasons: a dry season, in which temperatures can go up to 40°C with a very humid
atmosphere; and a rainy season, from May till November. The climate in central Vietnam is
intermediate between the north and the south (Sullivan, 2006). As a result, Vietnam is of
special interest to evaluate the effect of climate on fungal contamination. For this reason, we
took samples in the north, the centre, and the south (see figure 1). Surprisingly, no marked
differences were observed between the samples with respect to both total fungal
contamination and fungal species. These results are in agreement with those of another study
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done on Vietnamese rice (Tran et al., 2001). In contrast, fungal mycoflora of maize samples
from Vietnam differed considerably from those reported in the few available studies
concerning the mycological quality of cereals grown in Europe, but also America. This
observation may be related to both climatic conditions during plant growth and harvest, and to
drying and storage procedures during the post-harvest period. Indeed, Fusarium is usually the
main genus observed in maize grown in Europe or USA (Gutema et al., 2000; Domijan et al.,
2005; Arino et al., 2007) whereas Aspergillus fungi were found to be major contaminant of
Vietnamese maize, as reported in other hot and wet regions of the world (Asia, South
America and equatorial Africa) (Lee et al., 1986; Janardhana et al., 1999; Pacin et al., 2003;
Kaaya and Kyamuhangire, 2006; Magnoli et al., 2006). Aspergillus flavus was found to be the
major contaminant of maize samples, whatever their geographical origin.

Nevertheless, differences in fungal mycoflora were noted between samples intended for
animal feed or for human consumption. In maize destined for animal feed, A. wentii was
frequently found whereas it was never found in maize for human consumption. Conversely, A.
ornatus and A. glaucus were found more often in samples for human consumption. These
differences may be related to differences in drying procedures and storage after harvest. A.
glaucus and A. ornatus are xerophilic species which develop more easily on dry substrates
whereas A. wentii needs more moisture to grow (Rapper and Fennell, 1965).

Fusarium was found to be a minor contaminant of Vietnamese maize, being observed in only
23% of samples, whereas in Europe, a prevalence of near 100% of contamination with this
mould genus is often reported. Moreover the only Fusarium species found in the samples we
analysed was Fusarium verticillioides whereas the presence of other Fusarium species such as
F. graminearum, F. culmorum or F. equiseti is often reported in other part of the world (Pacin
et al., 3003; Domijan et al., 2005; Isebaert et al., 2005; Arino et al., 2007; Adejumo et al.,
2007; Morales-Rodriguez et al., 2007).

Because it is known that a high proportion of A. flavus strains is able to produce aflatoxins
(Moreno and Suarez-Fernandez, 1986; Gabal et al., 1994; Giorni et al., 2007) and Fusarium
verticillioides is known to be able to produce fumonisins during the peri-harvest period (Le
Bars et al., 1994; Miller, 2001; Marin et al., 2004), aflatoxin B1 and fumonisin B1 were also
quantified in our maize samples.

Aflatoxin B1 was quantified in all samples using thin layer chromatography. For that, we used
a method normalized in 2001. It allows a limit of quantification of 2.5 ng/g that is bellow the
most constraining regulatory limit for AFB1 in cereals (FAO, 2004). Moreover, TLC has the
advantage of permitting detection over a wide range of concentrations.
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The prevalence of contamination and the levels of aflatoxin B1 we observed in our maize
samples from Vietnam are in agreement with older data available on cereal contamination by
this mycotoxin in this country (Wang et al., 1995; Son et al., 1998) and in other countries
with the same climatic conditions (Yoshizawa et al., 1996; Bhat et al., 1997; Ali et al., 1998;
Toteja et al., 2006; Wang et al., 2006) However, it is important to note that in Vietnam, the
regulatory limits for this mycotoxin are 10 pg/kg in whereas in Europe, they are 2 pg/kg for
maize intended for human and 20 pg/kg for animal consumption (FAO, 2004). Consequently,
many samples corresponding to maize used for human food should be withdrawn. However,
due to the demand for cereals for human consumption, it is unlikely that such screening is
regularly performed. The contamination of maize intended for human consumption with
aflatoxin B1 is a great public health concern and it is important to highlight that primary liver
cancer is one of the most frequent malignancies in Vietnam, more than 90% of liver cancer
being hepatocellular carcinoma (Ha, 1997).

In the same way, many samples intended for animal feed exceeded regulatory values.
Moreover, samples containing 50 to 100 pug/kg AFB1 could lead to subacute toxicity if fed to
animals (Dilkin et al., 2003; Hamilton, 1971; Hamilton, 1975).

Prevalence of Fumonisin B1 contamination was less frequent than Aflatoxin B1, only 30% of
samples being found contaminated with this mycotoxin. This result is in agreement with data
available on maize contamination by fumonisins in Southeast Asia region, the frequency of
contamination being around 50% of samples (Yamashita et al., 1995; Wang et al., 1995;
Yoshizawa et al., 1996). These results contrast with those reported in studies done in other
part of the world, and especially in European countries or USA, where fumonisin
contamination prevalence usually ranges from 70 to 100% of samples analysed (Castello et
al., 1998; Gonzalez et al., 1999; Solovey et al., 1999; Gutema et al., 2000; Nikiema et al.,
2004, Pietri et al., 2004; Domijan et al., 2005; Engelhardt et al., 2006). Moreover, the
amounts of Fumonisin detected can be considered as moderate (ranging from 0.5 to 3.2
mg/kg) in comparison to levels reported in other countries (Doko and Visconti, 1994; Hirooka
et al., 1996; Castello et al., 1998). For most of the samples analysed, levels of contamination
are in agreement with JECFA recommendations concerning human exposure to fumonisins
(JECFA, 2001).

Nevertheless, it should be noted that seven samples were found co-contaminated by aflatoxin
B1 and fumonisin B1. Since the former is an important cancer initiator and the later, at least

in animals, may act as a cancer promoter, the simultaneous exposure to these two toxic agents
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may be of public health concern and raises the question of the possible addition or synergy of
the two mechanisms of action (Mc Kean et al., 2006).

In conclusion, this study demonstrated that Aspergillus flavus is a very frequent contaminant
of Vietnamese maize and may lead to contamination of this food by AFB1. Due to the levels
of mycotoxin observed, it is important to undertake controls and to sort maize for human or

animal feed depending on the mycotoxin content.
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Figure 1: sampling sites in Vietnam. Maize samples intended for human (v) or animal ()
consumption were taken randomly from public markets.

129



punoj 10u /N “(1€1.] 10J 3331 00[ > pue [V J0] 331 7 >) pawajep jou (N By/8r 1q B/ 01X @

00S | aN (N N | GN | aN | aN | aN | aN | aN | aN | osTI 009 o 1€ uIsiuowin,j
AN AN AN z AN | AN | AN | AN | AN | AN | AN 0 0€l SOPIONJIIYAIA WNLIDST
'€ | AN €Tl aN | an | 68 | €11 | €€ | ss | s9 | 6¥1 12 811 14 uIxojey

€ _ Sl 10 I < 9 0L < AN | 01 0 01 SHavyf snjjsiadsy
S'E 16€ S0€ 9T | ¥II1 | 15S | 99¢€ | 8p1 | €60€ | €T | ogor | 10 | TSI LelojJoaku [ejof,
€IH | ZIH ITH | OIH | 6H | SH | LH | 9H | SH | vH | ¢H H TH

yinos anua) YrioN
uIS1o

o1yde15035 119y} uo Surpuadap uondwnsuod uewny 10§ papualul sajduwes dziew JO UONBUIWERIUOD UIX0J0dAW puk BIO[JOdAW [eFunj ;| Ijqe ],

130



punojjou Ly (1] 10§ 348 00| > pue [H1V 0] 3@ 7 =) pmadap ou gy Byan q 30 orx e

0s8 | ozit | osor oo | av | an | an | an |ooge| an | an (N o161 UIsiuowin g
z AN AN 01 AN T3 i AN | AN | AN AN AN SIPIONJIINAIA WINLIDST
L C(IN T | Ter | 1Ic | anv | an | 1St | 86 | 9Tl | N (IN 16 UKoy
€1 06 00L 00t [ 0 | 80 OF | 00T | 0061 | AN 0€ Stavyf snjjisiadsy
6zl L6 coL | ooose| 1L ¢9 | zor | oce |ooel | oooz | ooos 1+€ LRI0[JOdA W [B)o ],
IV | 11V | 01V 6V 8V LV | 9% | SV | pV | €V v v
ynos ANUI) YrIoN

uiSuo awydesFoas nay) uo Suipuadap paay [ewiue 10j papuajul sajdures aziew JO UONBUIWIBILOD UIXOI0IAW pue BIO[JodAwW [BSunj (7 Iqe ]

131



PAOASIUA ] UWNIUOUIAIDF *SO[RIOONA] : D
[2A9] s2102ds 1B PALJIIUAPI 10U 2IDM SIIB[OST WRYIIDIU] - q
sojdures pasA[eue ul Juasald 910M SIIR[OSI SAPIONIDILIA WNLIDSIL] K[UO : B

€7 0C 99 0c A2Y10
€5 0¢ 001 09 o dds wnypomag
€T 0c 0 or LdUNLIDST ]
w 0c <9 09 SUpIpunO Y
19 08 <9 0% SNIDULO Y
€7 0 0¢ ov SNIOLISIL 'Y
£C 0c 0 0cC SHAODAYDO Y
vs 09 09 (017 SHOND]S "y
0 0 0 0 Hom °y
LL 001 001 08 1281 Yy
<6 001 001 08 snanjf vy
001 001 001 001 snppaadsy
(%) yinos anud) YLION
e uidLQ

sojdwes pajeurweIuod Jo o, se passaidxa are synsay ‘sawads [eSuny Aq pooj uewny 103 papudjul sajdwes dzew Jo UOHBUIWRIUOY) (€ Qe

132



podsnua [ ‘WRILOW LI} ‘SO[BIONA] & O
[2A2] satoads 18 paIJIIUAPI 10U DIOM SIR[OST W11 ] © q
sordures posA[eue ur juosald SI0M SIIR[OST SAPLONIIDILIA WNLIDSHL ATUO : B

91 ST 0 0T A2Y10
0s ST 99 09 o, dds wnomag
€€ 0S 99 0 ,-dds winriwsn g
91 cC (013 0 SUPIPUDD Y
91 0 0¢ 0c SNIDUAO Y
L1 §C 0€ 0 SHIOLSOL Y
ST cC 0¢ 0¢C SNAIDAYI0 Y
€€ 0 0€ 09 SNOND3 Yy
w S¢C 99 Ot njam “y
L9 CL <9 09 o8y
16 001 001 08 snavj/ "y
_ 001 001 001 001 snjjidiadsy
(%) yinos anua) 10N
ejo uisLiQ

so[dwes pajeuIwILIUOD JO 9 S passaIdxa a1k s1nsay ‘sa1vads [eSuny Aq pagy [ewiuL J0J papudjul sajdwes aziew JO UOHBUIIRIUOY) ' QR

133



Discussion

Notre étude a montré que la flore fongique du mais produit au Vietnam est proche de celle
décrite dans les enquétes réalisées sur ce substrat dans d’autres pays d’Asie ou dans des pays
proches de la zone équatoriale (Amérique du Sud, Afrique équatoriale) (Janardhana et al.,
1999 ; Pacin et al., 2003 ; Takahashi et al., 2004 ; Kaaya and Kyamuhangire, 2006 ; Magnoli
et al., 2006 ; Erlich et al., 2007 ; Gao et al., 2007). Ainsi, la flore fongique est dominée par la
présence d’especes fongiques appartenant au genre Aspergillus, et plus particulierement
Aspergillus flavus. 1l faut souligner que, de fagcon assez surprenante, nous n’avons pas pu
mettre en évidence de différence marquante de la flore fongique en focntion de I’origine
géographique des échantillons, et ce, malgré les différences climatiques pouvant exister entre
le nord et le sud du pays.

Par contre, des différences ont pu étre observées en fonction de I’utilisation attendue de cette
matiere premiére. A titre d’illustration, A. wentii apparait étre un contaminant fréquent du
mais destiné a I’alimentation animale alors qu’il n’est jamais présent dans le mais destiné a
I’alimentation humaine. A I’inverse, des espéces comme A. glaucus et A. ornatus semblent
plus frequent dans les échantillons destinés a I’alimentation humaine. Ces différences peuvent
étre liées a des différences dans les procédures de séchage puis de stockage de ces aliments.
En effet, A. glaucus et A. ornatus sont des espéces xérophiles qui se développent plus
facilement sur des substrats dont I’activité hydrique est faible (Rapper et Fennell, 1965).
L’analyse de la flore fongique du mals produit au Vietnam a aussi montré que les Fusarium
sont des contaminants moins importants dans ce pays par rapport a ce que I’on peut observer
en Europe. De plus, la seule espéce de Fusarium que nous avons mis en évidence était le
Fusarium vertcillioides alors que, généralement, le mais est aussi fréqguemment contaminé par
d’autres especes telles que F. graminearum, F. culmorum ou F. equiseti (Pacin et al., 2003 ;
Domijan et al., 2003 ; Isebaert et al., 2005 ; Arino et al., 2007 ; Adejumo et al., 2007 ;
Morales-Rodriguez et al., 2007).

Compte tenu de la nature de la flore fongique présente sur les échantillons analysés, nous
avons quantifié la contamination du mais par I’aflatoxine B1 et la fumonisine B1.

Ces analyses ont montré que de nombreux échantillons sont contaminés par I’aflatoxine B1
(68%), a des niveaux supérieurs aux réglementations nationales (Vietnam) ou internationales
(Europe). Ce resultat est particulierement important en termes de santé publique puisque de
nombreux échantillons destinés a I’alimentation humaine ne sont pas conformes a cette

Iégislation et ne devraient donc pas étre utilisés. Toutefois, il est fort probable que les
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nécessités d’approvisionnement des marchés en céréales ne permettent pas un tel tri des
matieres premieres en fonction de leur teneur en mycotoxine. Il faut d’ailleurs souligner que
les cancers primaires du foie sont une pathologie majeure au Vietnam et que 90% de ces
tumeurs sont des carcinomes hépatocellulaires, qui sont les types tumoraux rapportés apres
exposition prolongée a I’AFB1 (Ha, 1997, IARC, 1993).

La fréquence de contamination par la fumonisine Bl apparait plus faible (30% des
échantillons). Nos résultats sont en accord avec des études antérieures sur la prévalence de
cette molécule dans le mais produit en Asie du Sud Est (Yamashita et al., 1995 ; Wang et al.,
1995 ; Yoshizawa et al., 1996). De plus, le niveau de contamination observé apparait comme
modére puisque, pour la plupart des échantillons, il est en accord avec les recommandations
du JECFA concernant I’exposition humaine aux fumonisines (JECFA, 2001).

Toutefois, il convient de noter que 7 échantillons ont été trouvés contaminés a la fois par
I’aflatoxine B1 et la fumonisine B1. Puisque I’AFB1 est un puissant initiateur de cancers et
que la FB1 semble avoir des propriétés promotrice de tumeur, I’exposition simultanée a ces
molécules souléve la question d’un possible effet synergique de ces composés toxiques (Mc
Kean et al., 2006).
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Article 3

Flore fongique des salaisons seches commercialisées en France
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Introduction

Le probleme de la contamination fongique et mycotoxique des produits céréaliers et leur
implication dans I’exposition humaine a ces contaminants est bien connu. Le probléme de la
contamination fongique et mycotoxique des produits d’origine animale et leur possible réle
dans I’exposition directe des consommateurs est moins souvent évoqué.

En effet, le développement fongique observé sur certains aliments comme les fromages ou les
produits de salaison seche est particulierement important pour I’acquisition des qualités
organoleptiques. Ces microorganismes ont un réle antioxydant et participent au maintien de la
couleur. Ils protégent la surface des aliments et limitent les phénomeénes de déshydratation ou
au contraire de prolifération bactérienne. lls participent au développement des caractéristiques
organoleptiques du produit fini, grce a leur potentiel enzymatique (lipolyse, protéolyse).
Enfin, ils conférent aussi au produit son aspect typique, recherché par les consommateurs
(Desmazeaud et al., 1976 ; Philips et al., 1988 ; Rodriguez et al., 1998).

Ce développement fongique indispensable pose donc le probléme de la synthése potentielle de
mycotoxines sur ce type de substrats.

Dans le cas de la fromagerie, les produits sont ensemencés avec des souches pures dont
I’absence de potentiel toxinogene est controlé avant utilisation (Le Bars et al., 1979 ; Engel et
al., 1989; Le Bars et al., 1998). Aussi, tout développement d’une flore contaminante est, le
plus souvent, facilement détectable et entraine la mise en place de mesures correctives.

La flore fongique des produits de salaison est en général plus complexe. En effet, les rares
études ayant visé a analyser la flore fongique de ces produits montrent, en général, la
coexistence de nombreuses especes appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium (Wu et
al., 1974 ; Rojas et al., 1991 ; Nunez et al., 1996 ; Lopez-Diaz et al., 2001 ; Mizakova et al.,
2002). lls s’agit de microorganismes présents dans les locaux d’affinage et qui vont pouvoir
se développer de maniére plus ou moins importante sur les produits carnés en fonction des
conditions environnementales (température, hygrometrie des locaux) et du procédé de
fabrication (durée de I’affinage, teneur en sel, utilisation de ferments fongiques, nature des
locaux d’affinage,...) (Battilani et al., 2007).

Malgré I’importance des produits de salaison séche dans les habitudes culinaires francaises,
aucune étude n’avait éte faite pour caractériser la flore fongique des produits fabriqués en
France, les études antérieures ayant été réalisées sur des productions espagnoles ou

allemandes.
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L’objectif de ce travail a donc été de caractériser la flore fongique de produits de salaison
seche commercialisés en France et de déterminer le potentiel toxinogéne des souches
fongiques isolées. Compte tenu du nombre d’échantillons analysés, cette étude ne prétend pas
étre exhaustive et représentative de la flore fongique de I’ensemble des produits
commercialisés en France. Elle se veut étre une étude préliminaire destinée a évaluer la
pertinence et la nécessité éventuelle de réaliser des enquétes plus approfondies dans ce

domaine.
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Toxigenic potential of fungal mycoflora isolated
from dry cured meat products: preliminary

study
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SUMMARY

Fungal development on the surface of dry cured meat products actively
participates to acquisition and improvement of organoleptic qualities of
these products. However, uncontrolled development of contaminant myco-
flora may also lead to alteration of the aspect of products and synthesis of
myecotoxins, This preliminary study was done to evaluate fungal mycoflora
of French cured meat products and to investigate the toxigenic potential of
isolated strains. Thirty seven isolates belonging to 12 Penicillium species
were identified. Eighteen strains are reported in literature as toxin produ-
cers. They were tested for ochratoxin A, citrinin and cyclopiazonic acid pro-
duction. Among them. one strain of Penicillium cyclopium was able to pro-
duce low level of ochratoxin A. Three strains of Penicillium viridicatum
were found to produce eyclopiazonic acid at level as high as 12 mg/kg in
vitro culture on YES medium. These results are in agreement with studies
done in other countries and they show that uncontrolled fungal development
has to be limited on cured meat products.

KEY-WORDS : Penicillium, fungal mycoflora, dry cured
meat products, toxigenic potential, cyclopiazonic acid,
ochratoxin A.

RESUME
Potentiel Loxinogene des souches fongiques isolées des produits carnés
séchés et affinés : étude préliminaire.

Le développement de moisissures en surface des produits camés séchés
et affinés participe directement i 1"acquisition et a I"amélioration des quali-
tés organoleptiques de ce type de produits. Toutefois, un développement
incontrélé d'une flore fongique contaminante peut étre i 'origine d'une
altération de I'aspect de ces produits voire conduire i la production et a1"ac-
cumulation de mycotoxines. Cette éude préliminaire a pour but de déter-
miner la nature de la flore fongique observée i la surface de produits carnés
commercialisés en France et de tester le potentiel toxinogene des souches
isolées, Trente sept souches, appartenant & 12 espéces différentes de
Penicillium, ont &é identifides. Dix huit de ces souches sont connues
comme pouvant e capables de produire certaines mycotoxines. Nous
avons done testé leur capacité & produire de 1"ochratoxine A, de la citrinine
et de |'acide cyclopiazonique. Une de ces souches, appartenant i 1'espéce
Penicillium cyclopium, s"est révélée étre productrice de  faibles niveaux
d’ochratoxine A. Trois autres isolats de Penicillium viridicatum ont produit
de I'acide cyclopiazonique & des concentrations pouvant atteindre 12 mg'kg
apres culture sur du milien YES. Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus dans d'autres pays et ils montrent qu'il faut éviter tout déve loppe-
ment fongique incontrdlé en surface des produits camés affinés.

MOTS-CLES : flore fongique, Penicillium, produits car-
nés, potentiel toxinogéne, acide cyclopiazonique, ochra-
toxine A.

Introduction

The thin layer of moulds recovering cheeses and cured
meat products (a) has an antioxydative effect and holds the
colour, (b) allows the surface not to become sticky or slimy,
(c) participates to the development of a characteristic flavour,
due to decomposition of lipids and proteins, and (e) finally, it
gives the product its typical appearance [6, 18, 23]. Usually,
the fungal species used in this kind of food making are selec-
ted strains (i.e: Penicillium camemberti, Penicillium rogue-
fortiy [14]. They have been tested for toxigenic potential
before any introduction in alimentary product [8, 12, 13].
Unfortunately, uncontrolled fungal development may also
occur on these products. It may then lead to different detri-
mental effects: alterations of aspect, technological properties
and nutritive value, development of mycosis and allergy
agents, and production of mycotoxins [19]. These fungal
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contaminants usually belong to the genus Penicillium and/or
Aspergillus [1, 5]. In a recent study, we showed that casual
contamination of cheese by Penicillium citrinum could lead
to production and accumulation of citrinin in the product [2].
There are only few studies on the fungal mycoflora of cured
meat products. They mainly concern Spanish, Austrian or
German productions [15. 16, 17, 24, 28]. No study was done
to determine fungal mycoflora of dry cured meat products
commercialised in France and fo explore toxigenic potential
of fungal strains isolated from processed foods.

The aim of this study was to investigate fungal mycoflora
on a few number of commercial dry cured meat products and
to test the toxigenic potential of Penicillium isolated strains
in order to determine if there is any hazard for consumers and
if this topic should be further developed.
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Material and methods

Solvents and reagents

All solvents and reagents were purchased from VWR inter-
national (Fontenay sous bois, France) and were analytical
grade. Mycotoxins standards (citrinin, cyclopiazonic acid,
and ochratoxin A) were purchased from Sigma (Saint
Quentin Fallavier, France). Citrinin was dissolved in chloro-
form, Ochratoxin A in 95° ethanol and Cyclopiazonic acid in
methanol to obtain 1 mg/ml stock solutions that were stored
at-20°C.

TLC plates were silica gel 60 plates (Merk, Nogent sur
Marne, France). For citrinin quantification, plates were were
first dipped in 10% oxalic acid solution for 30 seconds and
then air dried overnight before use.

Meat samples

Five dry cured hams were purchased from French com-
mercial market. They were produced in southwest of France.
They were chosen randomly among slightly mouldy ones.

Five ripened dry sausage were also tested. They were cove-
red by a thin layer of mould and corresponded to usual aspect
of such products.

Fungal count and identification

For dry cured ham: surfaces were totally scrapped with a
sterile lancet and sample was suspended into 5% tween 80
solution. After dispersion and homogenisation, 1 ml of deci-
mal dilutions was plated on both malt agar medium (2% agar,
2% malt, 50 ppm chloramphenicol) and salted malt agar
medium (malt agar medium + 6% NaCl). Fungal colonies
were counted after 3, 5 and 7 days of culture at 25 and 32°C.
Results were expressed as CFU/cm® of meat.

For dry sausages, 25 cm® of surface were dispersed in 5%
tween 80 solution and decimal dilutions were prepared and
plated on the same media. Results were expressed as
CFU/cm?.

The different strains were isolated from plates by several
planting out on Czapeck and malt agar media. [dentification
of fungal species was done according to Raper and Fennel
[21] and Raper and Thom [22] by macroscopic and micro-
scopic examination of isolated strains at 3, 5 and 7 days of
culture.

Toxigenic potential determination

Potentially toxigenic strains were tested for ochratoxin A,
citrinin and cyclopiazonic acid production after 15 days of
culture (23°C) on Yeast Extract Sucrose medium (2% vyeast
extract, 169 sucrose). For cyclopiazonic acid production,
strains were also incubated on sterile rice for the same time
and at the same temperature,

Mycotoxin quantification

Toxins were extracted from both culture media by mecha-
mical agitation in appropriate solvent. After filtration, extrac-
tion and concentration, the toxins were separated by thin
layer chromatography. Mycotoxins were then quantified by
spectrofluorodensitometry using a Shimadzu CS930 fluoro-
densitometer  (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan).
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Quantification was done by comparison with known amounts
of standard spotted on the same plate. Briefly:

- Ochratoxin A was extracted by acetonitrile-4% KCl,, (9-
1), separated by migration in toluene- ethyl acetate-formic
acid (5:4:1, vol/vol/vol) and quantified by fluorodensitome-
try at 333 nm [3]. Limit of quantification: 20 ng/g in the cul-
ture medium; limit of detection: 10 ng/g.

- Cyclopiazonic acid was quantified as already described
by Landsen [11]. Briefly, culture medium was extracted by
methanol-chloroform (1:1, vol/vol). After filtration, extracts
were partitioned against chloroform and filtered on phase
separator filters. Development system used was ethyl-ace-
tate/isopropanol-ammoniac (20:15:10). After a drying step,
cyclopiazonic acid was revealed on plates by spraying a 10%
paradimethylaminobenzaldehyde solution. Quantification
was done at 600 nm. Limit of quantification: 200 ng/g in the
culture medium, limit of detection: 80 ng/g

- Citrinin was extracted by acetonitrile- KCI (4% in water)
(9-1) acidified by H,SO, to pH 3. Development system used
was toluene/ethyl-acetate/formic acid (6:3:1, vol). Citrinin
was then quantified by fluorimetric detection at 330 nm [22].
Limit of quantification: 20 ng/g in the culture medium, limit
of detection: 10 ng/g.

Results and discussion

Fungal mycoflora of dry cured meat products

Typical macroscopic aspect of cured hams and sausages
used in this study are shown in figure 1.

Figure I: typical macroscopic aspect of cured hams and sausages purcha-
sed from french commercial market.
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Sample Fungal genus Malt agar Salted malt agar
HI Penicillium 183 91
Aspergilius 0 366
Yeasts 640 1282
H2 Penicillium 482 413
Aspergillus 0 0
Yeasts 2275 2000
H3 Penicillium 02 0.1
Aspergillus 0 0
Yeasts 179 344
H4 Penicillium 7.5 8.9
Aspergilius 0 0
Yeasts 136 0
HS Penicillium 625 1312
Aspergillus 0 0
Yeasts 625 375
S1 Penicillium 600 350
Aspergiifus 0 0
Yeasts 40 40
S2 Penicillivm 250 290
Aspergillus 0 0
Yeasts 0 20
53 Penicillium 300 120
Aspergillus 0 0
Yeasts 6800 7000
54 Penicillium 520 350
Aspergillus 1] 1]
Yeasts 0 0
55 Penicillium 500 110
Aspergillus 0 0
Yeasts 7000 7000

Table I: fungal numerations obtained for dry cured hams on malt agar and salted malt agar medium. Results
are expressed in x 107 CFUfem?®. H: cured ham, 5: ripened sausage

Results of fungal numerations are reported on table 1. As
estimated by macroscopic aspect, fungal mycoflora of cured
hams was less developped than that of ripened sausages.
Fungal isolates easily grown on salted malt agar medium.
This result means that they are mainly xerophilic species. It is
consistent with the substrates that are characterized by redu-
ced water activity (<0,9) and high NaCl concentration (> 6%)
[10]. The three cured hams presenting the higher contamina-
tion are those that have been ripened for the longest period.
‘With one exception, all fungal isolates belong to Penicillium
genus.

Thirty seven different strains belonging to 12 Penicillium
species were identified (table II). P. nalgiovensis LAXA was
the most represented one (30% of isolated strains) specially
on sausages. This species, usually used as fungal starter in
sausage processing, is not known to be toxigenic. Other non-
toxigenic species such as P. ferrestre, and P, solitum were iso-
lated on hams only. Eighteen other isolated strains corres-
ponding to P. viridicatum Westling, P. palitans Westling, P.
olivino-viride Biourge, P. cyclopium, P. expansum Link, P,
crustosum , P. granulatum and P. steckii are reported to be
able to produce one or several mycotoxins such as patulin,
ochratoxin A, citrinin or cyclopiazonic acid.

This mycoflora is consistent with those reported in the few
articles describing Penicillium isolates to species level [17,
28]. These species are frequent contaminants of foods and
feeds. Spores can be found in many environmental sources
and conditions for ripening of dry-meat products (tempera-
ture, water activity and time) are very favourable to their
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growth. Contrary to several studies done on Spanish pro-
ducts, we isolated only one strain of Aspergillus. This isolate
was identified as Aspergilius fischeri Wehmer which is not
known to have any toxigenic potential. Such a difference bet-
ween French and Spanish products could be explained by dif-
ferences in the climate of the production areas. In France,
cured meat products are usually manufactured in cold mon-
tain zones, unfavourable to Aspergilli development.
Generally, French climate is not very favourable to the deve-
lopment of Aspergillii and it is now admitted that these spe-
cies do not represent a real threat for human health in pro-
ducts that are completely processed in France [4].

Toxigenic potential determination

All potentially toxigenic isolates were tested for the pro-
duction of cyclopiazonic acid, citrinin and ochratoxin A
(table III). Patulin production was not tested since it has been
demonstrated that this mycotoxin is not stable in meat pro-
ducts [12]. One strain of P. cyclopium isolated from ham was
able to produce ochratoxin A at a low level. Three other P.
viridicatum strains, isolated from three different samples of
ripened sausages, were found to be able to produce cyclopia-
zonic acid at concentration as high as 12 mg/kg of culture
medium. All these toxigenic strains were able to synthesise
mycotoxins on YES medium and on autoclaved rice. Toxin
levels were comparable in the two different media (data not
shown). Although several studies already reported the toxi-
genic potential of fungal strains isolated from meat products,
most of these studies focused on Aspergillus toxins such as
aflatoxins and ochratoxins [9, 24, 25]. The production of
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Fungal species Serie Possible toxins N; mber of mmph:l
P. viridicatum WESTLING viridicatum Cit, OTA, CA 4 0o
P. palitans WESTLING viridicatum Cit, OTA, CA 0 1
P. olivino-viride BIOURGE virtdicatum Cit, OTA, CA 0 3
P. cyclopium cyclopium OTA, CA 0 2
P. expansum LINK expansum Cit, Patulin 1 5
P. crustosum THOM expansum CA 0 1
P. granulatum BAINIER granulatum Patulin 0 5
P. terrestre JENSEN lerrestre 0 1
P. solitum WESTLING terresire 0 1
P. lanosum WESTLING commune CA 0 1
P, steckii ZALESKI citrinum Cit 0 1
P. nalgiovensis LAXA 7 4
A. fischeri WEHMER Sfumigatus 1

Table II: Fungal species isolated from cured ham and ripened sausages. Indicated toxins are those reported to be potentially produced by this
fungal species. S: ripened sausage: H: dry cured ham. Cit: citrinin, OTA: ochratoxin A, CA: Cyclopiazonic acid

Strain Citrinin Ochratoxin A Cyclopiazonic acid
{number of tested isclates})
P. crustosum (1) ND ND ND
P steckii (1) ND ND ND
P lanosum (1) ND ND ND
P eyclopium (2) ND ND, 260 pg'kg ND
P expansum (5) ND ND ND
P viridieatum (4) ND ND ND, 3, 10, and 12 mg'kg

Table III: toxigenic potential of Penicillium isolates. Toxins were quantified after a 15 days culture period in optimal conditions for

toxinogenesis. ND: not detectable.

ochratoxin A by Aspergillus ochraceus strains isolated from
dry-cured meat products has been reported [9]. In our study,
none of the P. viridicatum strains were able to produce
Ochratoxin A even if this fungal species is known to be an
important producer of this toxin in other substrates such as
cereals [20]. By contrast, one strain of P. cvclopium, isolated
from cured ham produced low level of Ochratoxin A. Taking
into account the numerous (known and unknown) toxins in
the Penicillium genus, some authors estimated the toxicity of
extracts using biological tests [17, 28]. However, one recent
study on toxigenic potential of Penicillium isolates found on
Spanish fermented sausages reported production of cyclopia-
zonic acid by some of the Penicillium strains [15]. Citrinin
production has also been reported, but none of our strains
was able to produce this toxin [27].

Conclusion

On the whole, present results show that French processed
cured meat products may be contaminated by potentially
toxigenic Penicillium strains. The species observed in
samples belong to species known to be frequent contami-
nants of meat products or correspond to fungal starters used
in manufacturing. Among isolates, 4 of them were found to
be able to produce cyclopiazonic acid at relatively high level.
Although this result has to be confirmed by more extensive
studies on a large number of samples, it suggests that uncon-
trolled fungal development should be limited to avoid myco-
toxin contamination of dry cured meat products.
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Discussion

L’analyse de la flore fongique de produits de salaison séche commercialisés en France a
permis de mettre en évidence la présence de nombreuses especes fongiques différentes,
appartenant exclusivement au genre Penicillium.

Les isolats appartiennent a 12 espéces différentes de Penicillium, I’espéce prépondérante étant
P. nalgiovensis. Il s’agit d’une espéce couramment utilisée en salaisonnerie comme
« starter », notamment pour I’affinage des saucisses et saucissons secs. Cette flore est
comparable celle décrite dans les rares travaux ayant poussé I’identification des Penicillium
jusgu’a la détermination des espéces.

L analyse de la flore fongique a montré que, parmi les espéces de Penicillium présentes, un
certain nombre sont connues comme étant potentiellement toxinogénes. Par exemple, P.
viridicatum, P. cyclopium, P. expansum, P. granulatum sont des especes connues pour étre
potentiellement productrices de certaines mycotoxines comme la patuline, I’ochratoxine A, la
citrinine ou I’acide cyclopiazonique (Skrinjar et al., 1992 ; Escoula, 1992 ; Kokkonen et al.,
2005 ; Morales et al., 2007).

Par contre, notre étude n’a permis d’isoler qu’une seule espéce non représentative
d’Aspergillus (A. fischeri), et ce, contrairement a ceux qui été rapporté dans les études
réalisées sur les produits commercialisés en Espagne (Rojas et al., 1991 ; Nunez et al., 1996).
Ces différences peuvent probablement s’expliquer par les conditions de production et
d’affinage de ce type de produits dans ces deux pays. En effet, en France, les produits secs
sont souvent affinés dans des zones montagneuses assez froides qui sont défavorables au
développement des Aspergillus.

La détermination du potentiel toxinogene de I’ensemble des isolats appartenant a des especes
connues pour produire des mycotoxines a montré que certaines de ces souches étaient
capables de synthétiser des molécules toxiques apres croissance sur milieu de culture. Ainsi,
nous avons pu identifier une souche productrice de faibles de niveau d’ochratoxine A et trois
souches capables de synthétiser de I’acide cyclopiazonique a des niveaux de plusieurs mg/kg.
Ce dernier résultat vient confirmer une étude réalisée sur des saucisses seches et qui avait
montré la production d’acide cylcopiazonique par certains isolats de Penicillium (Lopez-Diaz
etal., 2001).

Néanmoins, la présence de moisissures toxinogénes sur les produits de salaison seche ne
signifie pas forcément que ces souches soient capables de synthétiser ces composes toxiques

sur ces substrats particuliers, dans les conditions normales de production. Aussi, nous nous
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sommes ensuite attaches a étudier la production et la stabilité de certaines mycotoxines sur le

jambon sec.
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Article 4

Production et stabilité de la patuline, I’ochratoxine A, la citrinine

et I’acide cyclopiazonique sur le jambon sec
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Introduction

Nos travaux précédents et plusieurs études antérieures ont démontré la présence possible de
souches fongiques potentiellement toxinogénes sur les produits de salaison séche.

Ces souches sont capable de produire des aflatoxines (El Kady et al., 1994 ; Rojas et al.,
1991), de la patuline (Mintzlaff et al., 1972), de I’ochratoxin A (Escher et al., 1973), de la
citrinine (Andersen, 1995 ; Ciegler et al., 1997), ou de I’acide cyclopiazonique (Lopez-Diaz
et al., 2001 ; Tabuc et al., 2004) apres culture in vitro. Par aileurs, certains auteurs rapportent
la présente d’aflatoxine B1 et d’ochratoxine A dans des produits carnés affinés (Jimenez et
al., 2001 ; Chiavaro et al., 2002 ; Refai et al., 2003) et la consommation de ces produits est
suspectée d’étre impliquée dans I’exposition alimentaire des consommateurs (Kuiper-
Goodman, 1991 ; Ruprich et al., 1993 ; Skaug et al., 2001 ; Thuvander et al., 2001).
Cependant, bien qu’il soit trés clairement établi que la production de mycotoxine est
directement dépendante de la nature du substrat sur lequel les souches fongiques se
développent (Kokkonen et al., 2005) seules quelques études ont cherché a évaluer le potentiel
toxinogene de souches fongiques directement sur un substrat carné (Bullerman et al., 1969 ;
Escher et al., 1973, Wu et al., 1974).

Par ailleurs, la contamination mycotoxique d’un aliment peut étre considérée comme le
résultat de I’équilibre qui s’établit entre la production et la dégradation naturelle de ces
composés. Par conséquent, I’analyse de la stabilité des mycotoxines dans les produits de
salaison séche est importante car il s’agit d’aliments susceptibles d’étre conservés longtemps
sans précaution particuliére.

L’objectif de ce travail a donc été de caractériser la production et la stabilité de la patuline,

I’ochratoxine A, la citrinine et I’acide cyclopiazonique sur le jambon sec.
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ABSTRACT

Toxinogenic fungal species can be isolated from dry cured meat produets, raising the problem of the direct contamination
of these foods by mycotoxins known to be carcinogenic or potent carcinogens. Because the contanunation of a food by
mycotoxins can be considered a balance between production and degradation, the stability of mycotoxins on dry cured meat
was also investigated. This study focused on patulin, ochratoxin A, eitnmmn, and cyclopiazonie acid that can be produced by
fungal species previously isolated from dry cured meat products sold on the French market We demonstrated that neither
patulin nor ochratoxin A were produced on dry meat by toxigenic strains, whereas relatively high amounts of citrimin and
eyclopiazonic acid were found after a 16-day incubation period at 20°C (87 and 50 mp/kg, respectively). After direct contam-
ination, the initial content of patulin rapidly decreased to become undetectable after only 6 h of incubation at 20°C. For both
citrinin and ochratoxin A, the kinetics of decrease at 20°C was less rapid, and the two toxins presented half-lives of 6 and
120 h, respectively. By contrast, more than 80% of the initial contamination m cyclopiazonic acid was still found on ham
after a 192-h incubation period. Toxin stability was not affected by storage at 4°C. These results suggest that growth of
toxigenic strains of Pemicillium has to be avoided on dry meat products.

Several studies have shown that mold species belong-
ing to the genus Penicillium and Aspergillus could be iso-
lated from cured meat products such as ripened sausages
or dry cured ham (I, 24). Interestingly, some of these
strains are able to produce aflatoxins (11, 33), patulin (28),
ochratoxins (12, citrinin (1, 10), or eyelopiazonic acid (27,
4]} on culture mediom. Also, aflatoxin Bl (34) and och-
ratoxin A (8, 18) have been 1solated from cured meat prod-
ucts, and the consumption of these products has been sus-
pected to play a role in human exposure to mycotoxins {19,
36, 38, 42). However, although the toxigeme potential of
molds 15 preatly linked to the substrate on which these
molds grow, there are only a few studies designed to test
the tomigenic potential of Penicillium or Aspergillus on
cured meat products (7, 12, 44). Indeed, most of the studies
demonstrating the toxigenic potential of molds isolated
from dry cured meat were conducted on culture medmim
(27, 30, 43).

On the other hand, the occurrence of mycotoxins in
food can be considered a balance between production and
degradation. Therefore, investigation into the stability of
mycotoxins on dry cured meat 1s of great interest because
these foods can be stored for long periods without particular
care. Unfortunately, no data concerming the stability of af-
latoxins, patulin, ochratoxin A, eifrinin, or cyclopiazonic
acid were available on cured meat, whereas many studies
were conducted to determune mycotoxin stability during

* Author for comespondence. Tel: +33 561 193 229; Fax: +33 561 491
263; E-mail: jd bailly @envt.fr.
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food processing on numerous foods, including cheese (4,
13, 26, 32, 40).

The aim of this work was to study the production of
patulin, ochratoxin A, ecitrinin, and cyclopiazonie aeid on
dry cured meat product. The stability of these toxins at
different temperatures of storage was also mvestigated. Pat-
ulin, ochratoxin A, citonin, and cyclopiazonie acid were
selected because they can be produced by fungal species
previously 1solated from dry cured meat products sold on
the French market.

MATERIALS AND METHODS

Solvents and reagents. All solvents and reapents were pur-
chased from VWR International (Fontenay sous bois, France) and
were of analytical erade. Mycotoxin standards (patulin, citrinin,
eyclopiazonic acid, and ochratoxin A) were purchased from Sigma
(Saint-Quentin Fallavier, France). Patulin was dissolved in ethyl
acetate, ochratoxin A in 95° ethanol, eittinin in chloroform, and
cyclopiazonic acid in methanol to obtain 1 mg/ml stock solutions
that were stored at —20°C.

Fungal growth and myecotoxin production. Fungal strains
Penicillium patulum, Aspergillus ochraceus, Penicillium citrinum,
and Penicillium viridicatum produced patulin, ochratoxin A
(OTA), citrinin, and cyclopiazonic acid (CPA), respectively. The
strain of P. patulum was a generous gift from Dr O. Puel (INRA,
Pharmacology and Toxicology Unit, Toulouse, France), and P.
citrinum was purchased at the Agnicultural Research Service Cul-
ture Collection (Peoria, Ill.) and identified as NRRL 1841. The
two other strams belong to our strain collection. They were 1so-
lated from dry cured meat or Vietnamese rice, and their toxigenic
potential has already been characterized (41, 43).



J. Food Prot., Vol. 68, No 7

Strains were grown on malt agar medium (2% malt, 2% agar)
supplemented with chloramphenicol (50 mg/liter) for 7 days at
20°C. From these funpal cultures, spore suspensions were pre-
pared by the addition of 9 ml of Tween 80 (0.05%) to the pem
dishes. Quantification of the number (CFU/ml) of these suspen-
sions was then determuned by the Petnifilm system as recom-
mended by the manufacturer (3M, Malakoff, France). Spore sus-
pension concentration was then adjusted to 108 CFU/ml.

Dry cured ham, produced in Spain or southwest France, was
purchased in the French commercial market Ten-gram pieces (5
by 5 by 0.5 em) were placed m small meubation chambers (200
ml) containing 30 ml water at the bottom to avoid further drying
of the meat. Meat pieces were not in diwect contact with water
After this storage procedure, both aspeet and odor of controls
remained unchanged Fungal contamination was done by ineubat-
ing 100 pl of a 10° CFU/ml spore suspension on cured meat or
veast extract medium (YES; 2% veast extract, 16% sucrose, Ox-
o1d, Dardilly, France) several times at 20 and 4°C. All experiments
were done three fimes, each m triplicate.

Mpycotoxin stability. The stability of patulin, ochratoxin A,
citrinin, and eyclopiazonic acid on dry cured meat samples was
tested by direct contamination with 100 ul of a solution contam-
mg 50 pg of pure mycotoxin Patulin was dissolved in ethyl ac-
etate, OTA in ethanol, citrinin m chloroform, and CPA in meth-
anol. Contaminated cured ham samples were then incubated sev-
eral imes at both 20 and 4°C in incubation chambers.

Mpycotoxin guantification. Toxins were extracted from both
culture media and meat samples by mechanical agitation and fil-
ration throngh Whatman no. 1 filters. The toxins were separated
by thin laver chromatography on silica gel 60 TLC plates (Merck,
Nogent sur Marne, France). Mycotoxins were then quantified by
finorodensitometry with a Shimadzu CS930 finorodensitometer
(Shimadzu Corp., Kyoto, Japan). Quantificaion was by compar-
1son with known amounts of standard spotted on the same plate.
Briefiy:

(1) Pamlin was exfracted by ethyl acetate, separated by mi-
gration in toluene—ethyl acetate—formic aeid (5/4/1, vol/vol/vol).
Plates were revealed by sprayving methylbenzothiazolinehydrazine
0.5% and heating 10 min at 130°C (5). The vellow spot of patulin
was quantified at 430 nm. The limit of quantification was 100 pg/
kg, and recovery of the method was 85%.

(i) Ochratoxin A was extracted by acetonitrile-4% KCl,, (9/
1, volivol), separated by migration in toluene—ethyl acetate—formic
acid (5/4/1, vol/vol/vol), and quantified by fluonmetry at 333 nm
(6). The limit of quantification was 20 pg/ke, and recovery of the
method was 85%.

(1) Citnnin was extracted by acetomtrile—4% KCl,g (9/1,
volivol) and acidified by H,50, to pH 3. The development system
was toluene—ethyl acetate—formic acid (6/3/1, volivolivol). Citri-
nin was then quantified by fluorimetric detection at 330 nm (4).
The limit of quantification was 20 pp/kes, and recovery of the
method was 95%.

{(1v) Cyclopiazonic acid was quantified as already descnibed
by Landsen (20). Culture medmm was extracted by methanol-
chloroform (1/1, vol/vol). After filtration, extracts were partitioned
against chloroform and filtered on phase separator filters. The de-
velopment system was ethyl acetate—isopropanol-ammomac (20/
15/10, volfvolivol). After a drying step, cyclopiazonic acid was
revealed on plates by spraying Ehrlich reagent. Quantification was
at 600 nm_ The limit of quantification was 200 pg/kg, and recov-
ery of the method was 94%.
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FIGURE 1. Production of patulin, ochratoxin A, citrinin, and cy-
clopiazonic acid on YES medium (light symbols) and on dry cured
ham slices (bold symbols) at 20°C. Results are presented as the
mean of three distinct experiments, each done in triplicate.

RESULTS

Mycotoxin production. The toxigenic potential of se-
lected mold strains was evaluated on both dry cured ham
and YES. The tesults obtained in the different tested con-
ditions are reported 1 Figure 1. Neither patulin nor och-
ratoxin A production was found on dry cured ham slices,
whatever the incubation time tested. Nevertheless, after a
16-day incubation period, the strains of P. patulum and A.
ochraceus used in this study were able to produce toxins
on YES medivm at about 475 and 79 mg/ke for patulin and
ochratoxin A, respectively. Citrinin production by P. citrin-
um was rapidly observed after only 2 days of incubation at
20°C on YES medium and 4 days on meat samples. Levels
as high as 86.9 mg/kg were obtained after 16 days of cul-
ture on dry cured ham, whereas the mycotoxin lewvel
reached 1,330 mg/kg on YES mediom. Cyclopiazonic acid
production was also observed after contamunation of dry
cured ham by toxigenic P. viridicatum spore suspension.
Kineties of production was comparable to that observed for
citrinin, and about 50 mg/kg was obtained on dry cured
ham after 16 days. About 180 mg/ke was obtained on YES
medium. For the four tested toxins, no production was ob-
served when meat slices or YES medium were incubated
at 4°C (data not shown), even if a mild mycehum devel-

opment could be observed after 10 days of incubation.

Stability of mycotoxins. The stability of pure myco-
toxins added to meat slices of dry cured meat was tested
at both 20 and 4°C (Fig. 2). At 20°C, the initial content of
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FIGURE 2. Stability of patulin, ochratoxin
A, citrinin, and cyclopiazenic acid at 20°C
(bold symbols) and 4°C (light symbols) af-
ter contamination of dry cured ham slices
with 30 pg of pure mycotoxins. Results are
presented as the mean of three distinet ex-
periments, each done in friplicate.

24 120 144

patulin decreased rapidly because 90% 1s lost after only 1
h of incubation. Patulin level became undetectable after 6
h of incubation. For citrimin, more than 50% of the imitial
content was lost after only 6 h of incubation at 20°C. Less
than 15% of the toxin remained after 192 h of incubation.
Kinetics of disappearance of OTA was shightly different
because the half-life of the toxin was about 120 h, and
about 30% of the initial contamination was still present af-
ter a 192-h incubation period at 20°C. By contrast, more
than 80% of the initial content of CPA was still observed
after 192 h of storage at 20°C. As shown in Figure 2, sta-

bility of the toxins was not strongly affected by storage at
4°C.

DISCUSSION

Several studies have shown that cured meat products
can be contamunated by fungal species belonging to the
genus Aspergillus and Penicillium (1, 11, 27, 28, 30, 33,
43). Because some of these species are known to be toxi-
nogenic, they can contaminate this kind of product by com-
pounds that have been identified as carcinogeme (Aflatoxin
B1), potent carcinogenie (OTA and citrinin), or mutagenic
(CPA) (2, 9, 14-17, 39). Recently, we showed that ripened
cured meat products commercially sold in France could be
contaminated by toxigenic Penicillium stramns but not by
Aspergillus species, some isolates producing patulin, OTA,
citrinin, and CPA (40, 41). By contrast, only a few studies
have demonstrated the presence of myeotoxins in cured
meat products (8, I8, 34). This can be linked to the lack
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of production of mycotoxins on this kind of substrate, to
the rapid degradation of the toxins, or to both. That 15 why
we studied both production and stability of different my-
cotoxins on dry cured ham.

In this study, the strain of P. patulum used was unable
to produce any detectable amount of patulin in dry meat,
whereas it produced around 475 mg/kg of this mycotoxin
in YES culture medium. This result confirms that the toxi-
genic potential of molds is directly dependent on the sub-
strate on which they are grown (22, 29, 30), in agreement
with previous studies done on other substrates such as
cheese (40), and can be explained by the high protein con-
tent of these kinds of foods. Indeed, it 1s now well dem-
onstrated that the ability of patulin to bind with SH com-
pounds leads to rapid disappearance of the toxin (23). Be-
cause the mycotoxin cannot be recovered from these ad-
ducts (23), the contamunation of meat products by patulin
can be considered of little importance to consumer health.

In the same way, the A. ochraceus strain used was
unable to produce detectable amounts of OTA on dry cured
ham, whereas it produced 79 mg/kg of the toxin when cul-
tured on YES medium. This result is in agreement with a
previous study that found a highly toxigenic strain of A.
ochraceus that produced only 0.4 to 6 mg/kg of OTA after
21 days of incubation on ham, whereas it was able to pro-
duce 151 mg/kg on rice culture (12). These different results
obtained on ham and rice or YES medium can be explained
by the low toxigemic potential of Aspergillus on this kind
of substrate, the rapid degradation of the toxin, or both.
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Here, we demonstrated that the half-life of OTA 1s about
120 h. This last result suggests that OTA mught be con-
verted into another molecule on dry cured ham. The toxi-
cological signification of this conversion has to be eluci-
dated.

By contrast, the toxigenic Penicillium strain was able
to produce eitrimin on dry cured ham. About 73 mg/ke have
been observed after 16 days of incubation. Previous studies
showed that citrinin-producing strains could be isolated
from nipened meat products and cheeses (44, 43). However,
no data are available concerming citrimin content in meat
products, despite this toxin’s suspected role in Balkan en-
demue nephropathy (31) and its mutagemieity (37). The
studv of the stability of citrinin at 20 and 4°C demonstrates
that the half-life of the toxin 1s about 6 h, suggesting that
citrinin 15 only partially stable on dry cured ham. Thas result
agrees with those obtained on some cheeses and cereals (4,
13).

Two recent studies showed that Penicillium strains iso-
lated from dry meat products could produce eyclopiazome
acid in culture medivm (27, 41), but no survey 1s available
on the contamination of dry cured meat products by CPA,
despite its suspected role in “kodua poisoning” in humans
({2, 33) and 1ts mutagemcity on Salmonella typhi assay. In
this study, we demonstrated that the toxigenic stramn of P.
viridieatum used 15 able to produce cyelopiazonic acid on
dry cured meat We also demonstrated that eveclopiazonie
acid 15 stable on dry meat products because more than 80%
of the initial contamination 15 still recoverable after 8 days
of incubation. Taken together, these results suggest that an
accumulation of a relatively high level of CPA can be ob-
served after contamination of dry cured meat. They suggest
that fungal strains used i cured meat processing should be
tested for their ability to produce CPA before use on com-
mercial products. This recommendation is in agreement
with a previous one concerning the use of fungal starters
in cheese (21, 23).

This study shows that stramns of P. citrinum and P.
viridicatum can produce citnimin and cyclopiazonic acid, re-
spectively, on dry cured meat products at relatively high
levels. Some of these toxins, such as CPA, are quite stable
on such a substrate, whereas others, such as patulin, rapidly
disappear The stability of cittinin and OTA can be consid-
ered as intermediate. Taken together, these results suggest
that growth of toxigenic strains of Penicillium has to be
avoided on dry meat products. This objective could be
achieved by regular controls of fungal mycoflora that de-
velop duning the ripening period.
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Discussion

Dans cette étude, nous avons montré que la souche utilisée de Penicillium patulum n’était pas
capable de produire de la patuline sur le jambon sec alors qu’elle en produit 475 mg/kg apres
culture sur milieu YES liquide. Ceci confirme I’influence directe du substrat sur la
toxinogénese, comme cela a déja été clairement démontré (Le Bars, 1982 ; Nunez et al.,
2000). Cette absence de synthese peut s’expliquer par la forte teneur en protéine de ce type de
substrat. En effet, la faculté de la patuline a se lier aux groupements sulhydryl entraine une
disparition analytique rapide de la molécule (Lieu et Bullerman, 1978).

De la méme fagon, la souche utilisée d’Aspergillus ochraceus n’a pas produit de niveau
détectable d’OTA sur le jambon. Ce résultat peut étre lié a I’absence de production de la
molécule sur ce substrat ou bien a une dégradation rapide de la toxine formée. Dans notre
étude, I’OTA présente une demi-vie de 120h sur le jambon sec, ce qui suggére que cette
toxine puisse étre dégradée ou convertie en une autre molécule sur ce type de substrat, sans
gue nous soyons a méme de préciser la signification toxicologique de ce type de conversion.
Par comparaison, les souches fongiques utilisées dans I’étude ont été capables de produire de
la citrinine et de I’acide cyclopiazonique sur le substrat jambon sec.

En ce qui concerne la citrinine, aucune donnée n’est disponible sur la possible présence de
cette mycotoxine dans les produits carnés, et ce malgre son implication suspectée dans la
néphropathie endémique des balkans (Pfohl-Leszkowicz et al., 2002). Toutefois, les études de
stabilité réalisées a 20 et 4°C montrent que cette molécule n’est que partiellement stable dans
ce substrat avec une demi-vie de I’ordre de 6h. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus
sur d’autres substrats comme le fromage ou les céreales (Bailly et al., 2002 ; Harwig et al.,
1977).

Notre étude sur la flore fongique des produits de salaison seche ainsi qu’une étude espagnole
(Lopez-Diaz et al., 2001) a montré la presence de souche de Penicillium productrice d’acide
cyclopiazonique sur les produits de salaison. Dans cette étude, nous avons demontré que cers
souches pouvaient effectivement produire cette toxine sur le substrat jambon et que, de plus,
la moélcule formée est stable dans ce milieu puisque plus de 80% de la contamination initiale
sont retrouvés aprés 8 jours d’incubation. Ce résultat souligne I’importance de tester le
potentiel toxinogéne des souches fongiques utilisées en production de produits carnés,
comme cela a déja été recommandé en production fromageére (Le Bars et Le Bars, 1998). Par
ailleurs, I’existence possible d’une flore toxinogene sauvage sur des produits comme le

jambon sec nécessite la réalisation de contrdles de la flore fongique des salaisons seches
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pendant la période d’affinage afin d’éviter tout risque de contamination mycotoxique du

produit final.
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DETERMINATION DES CONDITIONS OPTIMALES DE
PRODUCTION DU DEOXYNIVALENOL ET DE LA ZEARALENONE
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Introduction

Le développement incontr6lé de la flore fongique contaminant un aliment, qu’il soit d’origine
végetale ou animale, peut aboutir a la production et a I’accumulation de métabolites toxiques,
les mycotoxines. L’évaluation du risque lié a la présence de ces contaminants naturels dans
les aliments nécessite la réalisation d’intoxications experimentales afin de caractériser la
toxicité de ces molécules et de pouvoir définir les doses sans effet et les doses tolérables dans
les aliments.

Si la toxicité de nombreuses mycotoxines est, désormais, bien caractérisée chez les rongeurs
de laboratoire, leurs effets chez les animaux de production sont en genéral moins bien
documentés, notamment les conséquences d’expositions chroniques. Les animaux dits « de
rente » sont pourtant particulierement exposés a ces contaminants du fait de leurs conditions
d’élevage et de leur régime alimentaire, le plus souvent riche en céréales. Par ailleurs, I’étude
de la toxicité chronique des mycotoxines dans ces espéces animales est importante puisqu’elle
peut permettre de mettre en évidence d’effets zootechniques qui, sans mettre en péril la santé
des animaux, peut avoir des répercussions économiques importante pour I’élevage et altérer la
qualité des produits d’origine animale.

Ce constat peut s’expliquer par la quantité nécessaire de toxine nécessaire pour réaliser de
telles études et le colt des toxines pures vendues commercialement. En effet, la realisation
d’une étude de toxicité chronique chez des animaux de grande taille (plusieurs kilogrammes)
nécessite en général plusieurs dizaines de grammes de toxine.

Une stratégie alternative peut étre d’utiliser des aliments ou des matieres premiére
naturellement contaminés pour effectuer ces etudes. Il se pose alors le probléme de la poly-
contamination fréquente de ces aliments qui rend difficile I’interprétation des résultats
obtenus et pratiqguement impossible la reproduction d’un protocole expérimental.

Afin de pouvoir caractériser la toxicité des fusariotoxines chez les volailles, nous avons
décide de produire expérimentalement les toxines au laboratoire. Pour cela, aprés avoir isolé
ou nous étre procuré des souches fongiques fortement toxinogénes, nous avons caractérisé les
conditions optimales de production de ces métabolites.

Notre premiére étude sur la contamination fongique et mycotoxique des céréales produites en
Roumanie a mis en évidence I’importance et la fréquence de la contamination de ces matiéres
premiéres par le déoxynivalénol et la zéaralénone. Nous nous sommes donc attaché a

déterminer les conditions optimales de production de ces deux molécules. Pour cela nous
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avons étudié I’impact d’un certain nombre de parameétres environnementaux comme la

température, I’Aw, le temps de culture, le substrat,...sur la production de mycotoxine.

Matériel et méthodes

Solvants et réactifs

Les solvants utilisés étaient tous de qualité HPLC et ont été acheté chez Prolabo, (Paris,
France). Les mycotoxines pures utilisées comme standard pour la quantification proviennent
de Sigma (Saint Louis MO).

Souches fongigues

- La souche de Fusarium graminearum F6G10 productrice de DON nous a été fournie par le
Docteur Laeticia Pinson de I’unité INRA Mycsa de Bordeaux. Cette souche a été isolée de blé
tendre (variété Soisson) en 2001 en France. La souche a été purifiée par culture monosporale
et identifiece en utilisant selon la taxonomie classique sur la base de ses caracteres
morphologiques.

La caractérisation du potentiel toxinogéne de cette souche a été réalisée in vitro dans les
conditions suivantes: culture pendant 21 jours sur blé stérile, a 25°C et a I’obscurité, Aw du
milieu > 0,9. Dans ces conditions, le chemotype de cette souche est le suivant: production in
vitro de 3476 ppm de DON et 13,5 ppm de 15-ADON et d’une faible quantité de Nivalénol
(2,4 ppm) (Bakan et al., 2001).

Cette souche est désormais référencée par I’ARS (Agricultural Research Service Culture
Collection, Peoria, Illinois) sous la dénomination Fusarium graminearum F6G10

- La souche de Fusarium graminearum productrice de zéaralénone a été obtenue aupres de la
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig,
Allemagne) ou elle est référencée sous le numéro DMSZ 1095. Cette souche a initialement
été isolée du mais. La caractérisation initiale de son potentiel toxinogéne a été effectuée, in

vitro, sur milieu solide (mais), incubé a 24°C pendant 14 jours (Bacon, 1977).

Culture fongique

Au laboratoire, les deux souches toxinogenes ont été cultivées sur milieu PDA. Des tubes en
pente, contenant du milieu PDA ont été ensemencés et conservés a 4°C. Ces tubes sont
repiqués tous les deux mois pour s’assurer de la viabilité et de la pureté des souches

fongiques.
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Pour les essais de toxinogéneése, les souches sont mises en culture sur boite de Petri contenant
du milieu PDA. Apres 1 semaine, ces boites sont utilisées pour I’inoculation des différents
milieux destinés & tester la toxinogénése. Pour cela, 3 morceaux de 1 cm?® de gélose sont
découpés et placés sur le milieu a tester: blé, mais ou riz.

Les milieux de toxinogénése sont composés de 50g de céréale (blé, riz ou mais grossierement
broyé) auxquels sont ajoutés 50 ml d’eau distillée. Ce melange est ensuite placé dans des
boites de Petri en verre de 15 cm de diamétre ou dans des flacons de 500 cm®. Ces milieux
sont sterilisés a 121°C pendant 30 min puis refroidis avant inoculation par les souches
fongiques.

Les cultures ont ensuite éte incubees a différentes températures (de 15 a 35°C) pendant des
durées variables (de 1 a 8 semaines). Chaque semaine elles ont été contrélées pour vérifier
I’absence de développement d’une flore contaminante. En cas de développement de colonies
suspectes, un examen morphologique microscopique a été effectué pour identifier les espéces
fongiques présentes (Botton et al, 1990 ; Nelson et al. (1983), Pitt (2000), et. Raper et Fennell

(1965)). En cas de developpement fongique indésirable, les boites ont éte detruites.

Extraction et purification du déoxynivalénol et de la zéaralénone

L’extraction du DON et de la ZEA a été réalisée par un mélange acétonitrile:eau distilée, 4%
NaCl (84:16) ou avec un mélange méthanol: eau distiléee, 1% NaCl (40:60) (Scott et al.,
1986 ; Trucksses et al., 1987 ; Martins et Martins, 2002 ; Mateo et al., 2002). Les deux
mycotoxines ont été extraites a partir des 50 g de milieu de culture fongique auxquels ont été
ajoutés 200 ml du mélange de solvant. Le mélange a été agités fortement puis filtrés sur
papier filtre Whatman no. 1.

Le rendement d’extraction a été aprécié en utilisant des échantillons de blé, mais et riz
indemnes de mycotoxine et artificiellement contaminés par des quantités connues de DON
(10 pg DON/Kkg) et de ZEA (20 et 200 pg ZEA/kg). Pour le DON, le rendement de
I’extraction était de 89+4% en utilsant le mélange acétonitrile:eau distillée et de 87+9% avec
la solution méthanol:eau distillée. Pour la ZEA, les rendements d'extraction ont été de 90+3%
dans et de 88+6% en utlisant respectivement les mélanges acétonitrile:eau distillée et
méthanol:eau distillée.

La purification du DON produit a été effectuée selon trois méthodes: colonne
charbon:Al,O3:célite, 07:05:03 (Fernandez et al., 1994; Trucksses et al., 1984, 1987);
colonne charbon:Al,03, 0,75:0,75 (Tutelyan 1991, 2004) et colonne MycoSep (Malone, 1998;
Berger et al., 1999; Royer et al., 2004). Pour les premieres deux méthodes, les colonnes de
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purification ont été préparées par passage de 10 ml d’acétonitrile:eau distilée, (84:16) puis 10
ml de filtrat ont été mis sur la colonne et elle a été éluées avec 10 ml d’acétonitrile:eau distilée
(84:16); pour la troisieme méthode, 5 ml de filtrat ont été directement passés sur la colonne
MycoSep.

Le rendement de I’étape de purification du DON a été calculé en utilisant des extraits
contenant une quantité fixée de DON (10 mg DON/kg).

La purification de la ZEA a été réalisée selon deux protocoles : colonne C18 et colonne de
Romer (charbon-Al203-celite). Pour cela, les colonnes ont été conditionnées par 5 mi
d'acétonitrile-eau (90:10), puis 5 ml d'extrait ont été passés et la toxine a été éluée par 10 ml
d’acetonitrile-eau (90:10). Le rendement de purification pour la ZEA a été calculé en utilisant
des extraits contenant des quantités connues de zéaralénone pure (20 et 200 pg/kg).

Les extraits purifiés ont été évaporés a sec sous un faible flux d’azote, puis re-dissous dans
une solution acétonitrile:eau distilée (90:10). Chaque extrait a été dilué ou concentré pour étre
compatible avec la courbe de calibration.

Quantification du déoxynivalénol et de la zéaralenone

Le déoxynivalénol a été quantifié par chromatographie sur couche mince (Eppley et al., 1984,
1986; Frayssinet et Fremi, 1991, Tutelyan 1991, 2004) et par HPLC (Fernanez et al., 1994,
Berger et al., 1999; Yoshizawa 2001).

Pour la chromatographie en couche mince (CCM), 5ul des extraits filtrés et purifiés ont été
déposés sur les plaques de silice (Merck nr 5553, VWR, Fontenay sous bois, France). Le
développement a été exécutée dans deux bains successifs: éther éthylique:méthanol:eau
distilée (96:3:1) puis, aprés séchage a temperature ambiante, toluene:éthyle acétate:acide
formique : (60:30:10). Apres séchage a température ambiante les plaques ont été pulvérisées
avec du chlorure d’aluminium (20% en solution éthanolique 50%) et chauffées 10 min a
110°C. La quantification a été réalisée par fluorodensitométrie en utilisant un
Fluorodensitometre Schimadzu CS930 (Shimadzu Corp., Kyoto, Japonia) a 330 nm. La
quantité de DON a été calculée par comparaison a une gamme étalon déposée sur la méme
plaque. La limite de détection de cette méthode est de 25-50 ug DON/g pour les extraits
purifiés.

Pour la quantification par HPLC, 30 ul d’extrait ou de standard ont été injectes. La séparation
a éteé éffectuée en utilisant une pompe M 2200 (ICS, Toulouse, France), une colonne Prontosil
C18, 5 um, 250x4 mm équipée avec une pré-colonne (ICS, Toulouse, France). La détection
est réalisée en utilisant un Fluorimetre 8450 (Shimadzu Corp., Kyoto, Japonia), & 330 nm. Les
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conditions opératoires pour le DON ont été les suivantes: phase mobile acétonitrile:eau
distilée (10:90), debit 1 ml/min, Ex 221 nm et Em 330 nm. Le temps de rétention a été de 3,5
min. La quantification a été obtenue par la mesure de I’aire des pics (systeme Pic3, ICS,
Toulouse, France) et par comparaison avec les résultats obtenus avec les standards. La limite
de quantification de cette méthode est de 0,2 pg/g pour le DON.

La zéaralénone a, elle aussi, été quantifiée par chromatographie sur couche mince (Hadiani et
al., 2003) et HPLC (Llorens et al., 2002; Rosenberg et al., 1998).

Pour la CCM, 3 pl d’extraits filtrés et purifiés ont été déposés sur les plaques de silice. Le
développement a été effectué dans un mélange éther éthylique:méthanol:eau distilée (6:3:1,
v/vlv). La quantification de la toxine a été réalisée par fluorodensitométrie a 313 nm pour la
ZEA. La limite de détection de la zéaralénone dans les extraits de culture est de 40-50 pg/g.
Pour la quantification par HPLC, 20 ul d’extrait ou de standard ont été injectés dans le méme
systeme que celui utilisé pour le DON. Les dérivés alpha- et beta-zéaralenol ont aussi été
quantifiés dans les extraits. Pour ces dosages, les conditions opératoires étaient les suivantes :
phase mobile acétonitrile:eau distilée (45:55), débit 1.1 ml/min, Ex 235 nm et Em 440 nm. La
quantification a été obtenue de la méme facon que pour le DON. Les temps moyen de
rétention ont été de 6 min (ZEA), 8 min (alpha-zéaralénol) et 16 min (beta-zéaralénol). La

limite de quantification de cette méthode est de 0,1 ug/g pour la ZEA et ses dérives.

Résultats et discussion

Identification de souches

Les caractéristiques macroscopiques et microscopiques des souches utilisées sont
caractéristiques de I’espéce Fusarium graminearum: abondance des macroconidies
fusiformes, courbes et septées avec une cellule terminale longue et pointue. Le mycelium

développe une couleur rose au début puis rouge a pourpre (Figure 22).

Figure 22. Fusarium graminearum
(culture de 7 jours sur milieu PDA a 25°C).
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Production de déoxynivalénol et zéaralénone

Pendant les 5 a 6 semaines d’incubation, les boites Petri et les flacons ont été contrdlées
hebdomadairement pour confirmer [’absence de contamination par d’autres espéces
fongiques. En effet, il a été démontré que le developpement d’autres especes sur un méme

milieu de culture peut diminuer la production de mycotoxine (Velluti et al., 2000).

Influence du substrat sur la production de DON et ZEA

Le blé, le mais et le riz ont été utilisés comme substrat pour la production de DON. La Figure
23 présente les niveaux de DON obtenus avec sur trois milieux pendant les 5 semaines
d’incubation. Sur le plan du développement fongique, aucune différence notable de
développement du mycélium n’a pas pu étre notée. La quantité de DON produite a été
supérieure apr és culture sur le mais. Ces résultats sont en accord avec des études antérieurs

ayant comparé plusieurs milieux de culture pour la production de DON (Mateo et al., 2002).
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Figure 23. Niveau de production du DON apreés 5 semaines de culture sur mais (),
riz (v) et blé (v).

Pour la production de zéaralénone, du riz et du mais grossiérement broyé ont été utilises.

Aprés 6 semaines d’incubation, la production de ZEA obtenue est supérieure dans le mais

(Figure 24).
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Figure 24. Production de ZEA apreés 6 semaines de culture
sur riz (A) et mais grossierement broyé (B).
Les cultures ont été réalisés sur boite de Petri (v) ou en flacon (V).

La Figure 24 montre également que la production de ZEA est plus importante dans les boites
Petri (1783 ug/g milieu de culture) que dans les flacons (1645 pg/g milieu de culture). Ce
phénomene est probablement a relier a I’aération, supérieure dans les boites de Petri comparé

aux flacons.

Influence du couple durée/température de culture

La Figure 3 montre I’évolution de la production de DON en fonction du temps et de la
température de culture.

La cinétique de production est biphasique : la teneur en DON dans le mileiu de culture
augmente pendant les 6 premiéres semaines de culture puis diminue progressivement. Ce
résustat est en accord avec ceux observés pour d’autres mycotoxines (Fernandez et al., 1994 ;
Bailly et al., 2005).

La production de DON est maximale pour des températures de 20 a 25°C. La toxinogénese,
bien que plus faible reste importante a 15°C. Par contre, I’élévation de la température (>

30°C) entraine une inhibition de la synthese de toxine.
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Figure 25. Cinétique de la production de DON en fonction du temps et de la
température de culture.

La cinétique de production de la ZEA apparait comparable avec une augmentation
progressive pendant les 5 a 6 premieres semaines d’incubation avant de décroitre dans le
milieu (résultats non montres). De méme, la température influe sur la production de la toxine
dans les mémes proportions que pour le DON. La production est optimale a 20-25°C puis

décroit rapidement si la températre s’éléve au dela de 30°C.

Dans les conditions optimales de production, nos souches fongiques ont permis de produire
des quantités d’environ 5000 mg DON/kg de milieu de culture et de 1700 mg ZEA/kg milieu
de culture. Ces concentrations sont compatibles avec la production de quantité de toxines
suffisantes pour poiuvoir en étudier I’effet chez des animaux de rente. Toutefois, il convient
de souligner que nous avons eu beaucoup de difficultés a reproduire ces résultats, au moins
en ce qui concerne le DON. Nous n’avons a ce jour pas pu identifier les facteurs qui sont a
I’origine de ces difficultés. Il semble que les souches de Fusarium soit particulierement
difficiles a conserver longtemps dans les conditions de laboratoire et qu’elles perdent, apres
quelques mois, leur potentiel toxinogeéne.

Les extraits obtenus contiennent de grandes quantités de toxines. Toutefois, un certain nombre
d’impuretés sont aussi co-extraites avec les molécules d’intérét. Outre le fait que ces
molécules co-extraites peuvent géner la quantification des mycotoxines, elles peuvent aussi

avoir une activité biologique susceptible d’interferer avec I’effet des mycotoxines. Aussi,
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nous nous sommes attachés a déterminer les conditions optimales de purification de ces
extraits.

Purifications des extraits

Pour le DON, trois protocoles de purification ont été testés. Les trois méthodes permettent
d’éliminer les pigments présents dans les extraits. Le rendement de purification obtenu était
de 72-83% aprés passage sur colonnes charbon:Al,Os:célite (07:05:03) et de 76-89% en
utilisant les colonnes charbon:Al,O3 (0,75:0,75); Avec les colonnes MycoSep, le rendement
de la purification de I’extrait était seulement de 65-67%. L’explication de ce faible rendement
peut étre la grande quantité de toxine présente dans les extraits. En effet, ces colonnes sont
destinées a la purification d’extraits naturellement contaminés et il est probable que nos
extraits ont saturé les colonnes.

Pour la ZEA, la purification des extraits par la colonne de charcoal-Al203-celite et la colonne
C18 ont permis d’éliminer une grande partie des substances co-extraites avec les toxines. Le
rendement de purification est trés élevé avec la colonne C18 (91,07+4%). Pour la colonne de
charcoal-Al203-celite la qualité de la purification est similaire mais le rendement du

processus est seulement de 55-56%.

En conclusion, la culture de souches fortement toxinogénes de Fusarium graminearum
pendant 5-6 semaines a 20°C sur riz (DON) ou mais (ZEA) permet de produire des quantités
de toxines compatibles avec la réalisation d’intoxications expérimentales. Les conditions
hydro-thermiques optimales a cette synthése mycotoxique sont fréquemment rencontrées en
Europe, et correspondent tout particulierement aux conditions climatiques rencontrées au
printemps et en début d’été en Roumanie, ce qui explique la prévalence de ces contaminant
dans les céréales produites dans ce pays.

L utilisation de colonnes Charbon-Al,O; (DON) et C18 permet d’obtenir des extraits purifiés,

indemne de tout pigment ou substance co-extraite.
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CONCLUSION GENERALE

Les moisissures sont des microorganismes ubiquistes susceptibles de contaminer de

nombreux produits destinés a I’alimentation des animaux ou des hommes.

Les céréales sont, sans doute, les matieres premiéres les plus exposées a la contamination
fongique. Le développement fongique sur ces substrats peut avoir plusieurs conséquences :
altération des propriétés organoleptiques, diminution des qualités nutritives, apparitions de
maladies (allergies et mycoses) ou accumulation de composés toxiques (mycotoxines).

Les especes les plus fréquentes appartiennent aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium
et leur proportion respective peut grandement varier en fonction des conditions climatiques
dans lesquelles ces végétaux sont cultivés et récoltés ainsi que des conditions hydro-
thermiques observées pendant le stockage. Les moisissures peuvent aussi se développer sur
les produits d’origine animale pendant la période d’affinage, aprés que le séchage ait entrainé
une diminution de I’activité hydrique et un arrét du développement bactérien.

Nos travaux ont permis de mettre en évidence la flore fongique de différents substrats
végétaux ou animaux. De fagon générale, nos résultats sont en accord avec les données pré-
existantes dans la littérature. Toutefois, nous avons aussi mis en évidence, sur les céréales
cultivées en Roumanie une forte prévalence d’espéces fongiques appartenant au genre
Aspergillus, flore plus généralement associée aux pays chauds.

La conséquence possible d’un développement fongique incontrdlé est la production et
I’accumulation de mycotoxines dans les aliments. Nous avons montré que les céréales
pouvaient étre contaminées par certaines mycotoxines, parfois a des teneurs élevées,
supérieures aux normes réglementaires en vigueur en Europe. Nos travaux ont notamment
permis de mettre en évidence une contamination fréquente et réguliere des céréales produites
en Roumanie avec I’Aflatoxine B1. Ces résultats, associés aux différentes alertes rapportées
notamment en Italie apres des étés chauds, justifient que I’on se préoccupe toujours de ce
contaminant, y compris en Europe, ou le climat peut parfois étre favorable a I’apparition de
cet agent cancérigene.

Nos travaux ont aussi montré que les aliments carnés affinés ne représentent pas un milieu
favorable a la production de mycotoxines. Toutefois, nous avons montré que le

développement de certaines espéces fongique sur ces substrats pouvait conduire a
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I’accumulation d’acide cyclopiazonique, molécule ensuite tres stable sur ces substrats. Il
existe peu de données sur le niveau de contamination des aliments par cette molécules et, si la
toxicité aigué de cette mycotoxine est certainement plus faible que celles des toxines les plus
étudiées, il semblerait important de disposer de données sur la toxicité chronique, & long
terme de ce contaminant afin de pouvoir évaluer le risque d’une éventuelle contamination des

aliments de facon preécise.
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